Mechaniczne uszkodzenia
komorek zwierzecych w bioreaktorach

Tomasz Jankowskr
Wiodzimierz Grajek”

1. Wstep

la swobodnego wzrostu i metabolizmu komoérek wymagana jest homo-

gennosc¢ sktadu chemicznego pozywek oraz bardzo precyzyjna regulacja

podstawowych parametréw fizyko-chemicznych hodowli, takich jak pH, tem-
peratura, natlenienie, cisnienie osmotyczne i inne. Utrzymanie tych para-
metrow na odpowiednim poziomie w catej objetosci hodowli wymaga statego
mieszania i napowietrzania pozywek. Zapewnienie wiasciwych warunkéw wy-
miany masy w bioreaktorze prisy zachowaniu integralnosci struktury komoérek
stanowi gtéwny problem bioinzynieryjny w hodowlach komadrek ssakow.

Podstawowa barierg w powiekszaniu skali hodowli komérkowych jest ich
duza wrazliwo$¢ na zniszczenie mechaniczne. Wynika to przede wszystkim
z braku szt}wnej Sciany komoérkowej. Postawowg zewnetrzng otoczka oddzie-
lajaca cytoplazme od $srodowiska hodowlanego jest btona plazmatyczna o gru-
bosci 5-10 nm. Ma ona niezwykle wrazliwg strukture; moze ulec zniszczeniu
nawet pod wptywem niewielkich réznic ci$nienia osmotycznego miedzy wne-
trzem komorki a otoczniem. Wszelkie dziatania stabilizujace fizyczng struktu-
re komorki, odtwarzajgce jej naturalne warunki rozwoju w tkance, np. poprzez
immobilizowanie, chronia jg przed zniszczeniem. Dodatkowym niekorzystnym
czynnikiem sg duze rozmiary komérek. Srednio dtugo$é komoérek zwierzecych
wynosi 10-20 gm, lecz wiele z nich osigga rozmiary ponad 50 gm. Konse-
kwencja tego jest duza powierzchnia komorki, na ktéra moga oddziatywaé
zewnetrzne sity mechaniczne.

W literaturze Swiatowej wystepuje prawie zupetny brak informacji na temat
mechanicznych wiasciwosci pojedynczych komoérek zwierzecych i rozkiadu
tych wiasciwosci w odniesieniu do catych populacji komoérkowych. Jedyny
wyjatek stanowig prace Zhanga i wsp. (37,38) opublikowane w dwdéch ostat-
nich latach i poswiecone wiasciwosciom mechanicznym komorek hybrydoma
mysich TB/C3. Do pomiaru sit rozrywajacych stosowany byt specjalny mikro-
manipulator. Stwierdzono, ze sity rozrywajgce rosng liniowo wraz z rozmia-
rami komorek, podczas gdy napiecie rozrywajgce membran plazmatycznych

Instytut Technologii Zywnosci Pochodzenia Ros$linnego, Akademia Rolnicza, Poznan.
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Akademia Rolnicza, Poznan.



Mechaniczne uszkodzenia komérek zwierzecych w bioreaktorach 167

oraz modut Scisliwosci sg niezalezne od wielkosci komarki. Wedtug definicji
autoréw napiecie membranowe moze by¢ opisane nastepujacym wyrazeniem:

T = kKA~ Ad
Ao
gdzie T — napiecie membranowe, K — modut Scisliwosci, A — powierz-
chnia komorki podczas Sciskania, Ao — naturalna powierzchnia komorki.
W momencie rozrywania komorki

Tbh = KAb - Aq
Ao
gdzie Th oznacza napiecie rozrywajace membrany, a Ab powierzchnie w mo-
mencie rozrywania.

Dla badanych komorek hybnjdoma napiecie Scinajgce zostato okreslone
jako ok. 1,8 X 10“Nm“~ Parametr ten zostal uznany za podstawowy dla
charakterystyki wiasciwosci mechanicznych komoérek /Zwierzecych. Stwierdzo-
no, ze rrapiecie rozrywajace membrany oraz modut Scisliwosci znacznie zwie-
kszajg sie w fazie szybkiego wzrostu komorek, po czym wyraznie malejg w fa-
zie ich obumierania.

Do hodowli komdrek zwierzecych wykorzystywane sg gtownie reaktory
z mieszaniem pneumatycznym typu air-lijt, reaktory z mieszaniem mechani-
cznym oraz reaktory membranowe. Bioreaktory specjalnie budowane do ho-
dowli komdrkowych r6znig sie od klasycznych bioreaktoréw mikrobiologicz-
nych mniejszym stosunkiem wysokosci do $rednicy oraz zaokrgglonym dnem.
W przypadku reaktoréw z mieszaniem mechanicznym stosowane sg gtéwnie
mieszadta typu sruby okretowej. Wieloletnie doSwiadczenia wykazaty, ze jest
to mieszadto generujace najmniejsze sity Scinajgce, a zatem wywotujgce naj-
mniejsze uszkodzenia mechaniczne komorek. W poréwnaniu z hodowlami mi-
kroorganizmoéw w hodowlach komoérkowych ssakéw stosowane sg znacznie
mniejsze objetosei naczdm. Bioreaktor o objetosci kilku tysiecy litrow jest re-
aktorem produkcyjnym, podczas gdy w procesach mikrobiologicznych objeto$é
taka stosowana jest zaledwie na poziomie kultury inokulacyjnej.

Wsrad gtownych Czynnikéw fizycznych wystepujacych w bioreaktorze, ktore
wptywajg niszczaco na komoérke, wymieni¢ nalezy sity:

1) Scinajgce zwigzane z mieszaniem pozywki,

2) wystepujace przy wzajemnym zderzaniu sie komorek oraz

3) wystepujaee na plaszczyznie wymiany miedzyfazowej gaz/ciecz/ciato
state (powietrze/pozywka/komorka) (31).

2. Zrodha sit scinajacych

Uszkodzenia jakim ulegajg komérki ssakdw w aparaturze biotechnologicz-
nej sa w duzej mierze wywotane oddziatywaniami mechanicznymi, okreslany-
mi jako sity Scinajace. Oddziatywania te wystepujg w wiekszosci proceséw
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jednostkowych, powszechnie stosowanych w biotechnologii, a szczegdélnie tam,
gdzie stosuje sie intensywne mieszanie lub przettaczanie cieczy pompami. Do
hodowli komérek zwierzecych najczesciej stosowane sg badZz samodzielne bio-
reaktoiy, badz reaktory potaczone z jednostka separujaca komorki. Stad tez
potencjalnie najwieksze zagrozenie mechanicznego uszkodzenia komoérek po-
jawia sie w bioreaktorach i mikro- lub ultrafiltrach. Warunki hydrodynamicz-
ne wystepujace w tych urzadzeniach zalezg od ich konstrukcji, sposobu wy-
wotywania ruchu poziwki i jej napowietrzania. Wielko$¢, czesto$¢ i rodzaj
mechanicznych oddziatywan w bioreaktorach bedzie takze uwarunkowana
tym, czy proces jest prowadzony z udziatem nieostonietych, swobodnie roz-
proszonych komorek, czy tez komérek unieruchomionych na lub w nos$nikach
0 roznych wiasciwos$ciach, wymiarach i ksztalcie.

Do najwazniejszych czynnikow mechanicznych wystepujacych w bioreakto-
rach naleza: dynamiczne oddziatywanie cieczy na nosniki komorek i zderzenia
nosnikéw pomiedzy soba, zwigzane z burzliwoscig cieczy. Tego rodzaju od-
dziatywania zagrazajg przede wszystkim kulturom unieruchomionym na nos-
nikach i w mniejszym stopniu komdrkom rozproszon3rm swobodnie.

Innym waznym czynnikiem sg oddziatywania na granicy kontaktu fazy
ciektej i gazowej, np. na powierzchni swobodnej cieczy lub w poblizu rucho-
mego pecherzyka gazu w reaktorach betkotkowych oraz w zbiornikach z mie-
szadtami, blisko tworzacego sie leja, w wyniku samonapowietrzania sie me-
dium i zjawisk »wigzanych z pekaniem pecherzykdéw powietrza. Tego rodzaju
oddziatywania najbardziej zagrazaja komoérkom swobodnie rozproszon3nn.

Wiele uszkodzen mechanicznych komérek w)Avotuje przeptywy cieczy w po-
blizu powierzchni statych, np. w warstwie przysciennej wokét ruchomych
1 nieruchomych czesci fermentora tub w czasie przeptywu w rurach, pompach
i uktrafittrach.

Duzym niebezpieczenstwem dia kultur komérkowych sg takze zderzenia
swobodnych komarek lub ich nosnikéw z elementami konstrukcji bioreaktora
(mieszadto, Scianki i czujniki), wywotane ruchem cieczy.

W wietu pracach omawiajacych uszkodzenia komdrek w aparaturze biote-
chnologicznej, autorzy zwykle ograniczali sie do przedstawienia skutkéw tych
uszkodzen, takich jak np. spadek wydajnosci produktéw, obnizenie aktyw-
nosci enzymatycznej, itp., jako efekt jednego, rzadziej kilku prostych para-
metréw procesu (np. czestosci obrotéw mieszadia, strumienia objetosci gazu,
itp.). W ostatnich latach, do opisu zjawisk wywotujacych uszkodzenia mikro-
organizméw w bioreaktorach, coraz czesciej stosuje sie teorie i prawa inzy-
nierii procesowej, omawiajace problemy dynamiki ptynéw. Takie ujecie za-
gadnienia umoztiwia tepsze zrozumienie roli hydrodynamicznych oddziaBrwan
w bioreaktorach i przeciwdziatanie im, a jednoczesnie odpowiedZz na takie
pytania (1) jakiego rodzaju sity i w jaki sposob oddziatujg na komoérki w bio-
reaktorze, (2) czy skutki dziatania sit scinajacych zateza od ich wielkosci, czy
tez od ich czestosci wystepowania, (3) jakiego rodzaju sity wystepujg w po-
szczegblnych typach aparatow oraz (4) jaki jest wptyw odziatywan mechani-
cznych na wzrost komorek i ich metabotizm?
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W niniejszym opracowaniu zostaty omowione podstawowe teorie dotyczace
ruchu cieczy w aparaturze biotechnologicznej i jej oddziatywanie na komaorki
zwierzece. W dalszej czesci przedstawiono odniesienie tych teorii do najcze-
$ciej stosowanych typow aparatéw i zachodzacych w nich zjawisk hydrodyna-
micznych.

3. Elementy dynamiki cieczy

Zagadnienia dynamiki cieczy omawia sie oddzielnie dla uwarstwionego (la-
minamego) i burzliwego (turbulentnego) ruchu cieczy. O charakterze ruchu
decyduje bezwymiarowa liczba Re3moldsa (tab. 1), oznaczona symbolem Re,
wyrazajaca stosunek sit be*wtadnosci cieczy, wywotujacych zmiany predkosci,
do sit lepkosci przeciwstawiajgcych sie t3mi zmianom. Gdy stosunek ten jest
maty, sity lepkosci przewazaja i ruch jest uwarstwiony, natomiast gdy prze-
kroczy on pewng wielko$¢ krytyczng, o stanie ukitadu zaczynaja decydowac
sity bezwtadnosci.

3.1. Uwarstwiony ruch cieczy

W ruchu uwarstwionym tory poszczegdllnych czastek i poruszajacej sie
cieczy sg proste, réwnolegte wzgledem siebie i réwnolegte do osi rury czy
ptaszczyzny omirwanej przez ciecz. Naprezenia scinajgce sa wywotane poprze-
cznym gradientem predkosci, dw/dy. Predkos¢ scinania (predko$¢ zmian od-
ksztatcenia) jest rdwna gradientowi predkosci, a naprezenie Scinajace i jest
funkcja gradientu predkosei:

dw
dy

X = p
gdzie p — lepkos$¢ d}namiczna cieezy.

W cieczach newtonowskich lepkos¢ dynamiczna jest stata. W cieczach nie-
newtonowskich wspoétczynnik lepkosci dynamicznej zastepujg eharakterysty-
czne wspotczynniki, odpowiednie dla okreslonego modelu ciecly". Lepkos$¢ po-
zorna cieczy nienewtonowskich jest funkcja predkosci Scinania.

Proste, rownolegte Scinanie powoduje odksztatcenie fragmentow cieczy wy-
wotane dziataniem sit Sciskajgcych (prostopadtych) i Scinajacych (stycznych),
oraz dodatkowo ich rotacje. W cieczach nienewtonowskich, bedgcych zawie-
sinami rozproszonych czastek statych, w tym przypadku komoérek zwierze-
cych, sity scinajace powoduja odksztatcenia (wydtuzenia) tych czastek i czesto
catkowite zniszczenie komorek.
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Tabela |
Liczba Reynoldsa i jej wielkosci krytyczne

Przeptyw w rurach, szczelinach

. . : - Ruch cieczy w mieszalniku
i wzdtuz powierzchni

= wdzp RN =
P P
RCkr ~ 10
Rekr = 2100 i zalezy dodatkowo od konstrukcji mieszalnika
petny ruch burzliwy, gdy Re > 10 000 peiny ruch burzliwy, gdy Re > 1000

w — Srednia predkosc cieczy n — czesto$¢ obrotébw mieszadia
d — charakterystyczny wymiar przeptywu dm — S$rednica mieszadta
dz — gestos$¢ cieczy
g — lepko$¢ dynamiczna cieczy

3.2. Burzliwy ruch cieczy

W burzliwym ruchu cieczy, predkos¢ w okreslonym punkcie oscyluje bez-
tadnie w czasie i przestrzeni wokdt pewnej wartosei Sredniej, wyznaezajgcej
przeptyw gtéwny cieezy. Energia kinetyczna jest przekazywana pomiedzy frag-
mentami cieczy gtdwnie poprzez ruch wirdw. Chwilowe skladowe predkosci
w ruchu burzliwym przedstawia sie zwykle wyrazeniami (35):

Wv = Wy + w. Wy - Wy + Wy Wy W + Wy

gdzie Wz , Wy , Wz sg $rednimi predkosciami lokalnymi, zas wx , wy i wz wy-
razajg chwilowe pulsacje predkosei, przy czym te ostatnie nieregularnie os-
cyluja wokét regularnej predkosci przeptywu gtdwnego. Obecnos¢ pulsacyj-
nych skladowych predkosci powoduje wystepowanie w przeptywie
dodatkowych naprezen stycznyeh, do naprezen wywotanyeh sitami lepkosci,
na*ywanych w literaturze ,,naprezeniami pozornymi” tub ,,naprezeniami Rey-
noldsa” (35). teh ehwitowa wielko$¢ moze by¢ wielokrotnie wieksza od napre-
zeh poehodzacych od sit lepkosei.

W literaturze omawiajgeej mechanike pltyndéw spotyka sie takze pojecie
lepko$¢ burzliwa lub lepkos¢ wirowa. Catkowite naprezenia styczne w prze-
ptywie burzliwym mozna wyrazi¢ wtedy funkeja sumy lepkosei burzliwej i lep-
kosei dynamieznej (molekularnej) oraz gradientu predkosei (3).

Omawiajac oddziatywania powodowane sitami $cinajgcymi w ruchu burz-
liwym, nalezy wspomnie¢ o teorii izotropowej burzliwosci Kotmogorowa
(15, 20), wykorzystywanej w pracach badawczych dotyczacych skutkow
hydrodynamicznych oddziatywan na hodowle komorek. ,,1zotropowa” oznacza,
ze usrednione w ezasie kwadraty pulsacji predkosci, w trzech prostopadtych
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kierunkach sg jednakowe, tj. wx = Wy = w'| , a zatem wymiana energii
kinetycznej jest jednakowa we wszystkich kierunkach.

W czasie burzliwego ruchu cieczy, np. w bioreaktorze z mieszadtem, naj-
wieksze pierwotne wiry o wymiarach poréwn}rwalnych z szerokoscig topatki
mieszadta, zalezag od charakterystyki gtéwnego strumienia i sg zasadniczo
anizotropowe. Jednakze pierwotne wiiy sg nietrwale i zanikajg, przekazujac
energie tancuchowo do wiréw o coraz mniejszych wymiarach, gdzie w koncu
nastepuje rozproszenie (dysypacja) ich energii i zamiana jej na ciepto. Teoria
Kotmogorowa zaktada, ze dla duzych liczb Reynoldsa, opisujgcych przeptyw
gtowny cieczy, wiry o niewielkich rozmiarach sg izotropowe, a zatem w ruchu
cieczy bedzie przewaza¢ miejscowa burzliwos¢ izotropowa. Wiasciwosci izo-
tropowych wiréw o niewielkich rozmiarach okresla parametr e, przedstawia-
jacy lokalng predkos¢ rozpraszania energii (P) na jednostke masy fazy ciagtej
(pVI

P
pv

Praca Cuttera (12) dowodzi, ze najwieksza predkos$¢ rozpraszania energii
wystepuje w pobtizu mieszadia.

Kotmogorow (20) zdefiniowat takze ,,mikroskate burzliwosci”, zaliczajac do
niej wliy o umownej liczbie Reynoldsa réwnej jednosci. W wirach o wielkosci
mniejszej od mikroskali Kotmogorowa, rozproszenie energii nastepuje przy
przewadze sit lepkosci, zas powyzej dominujg sity bezwtadnosci. W mikroskali
Kotmogorowa wiry sg opisywane za pomocg wymiaru n i predkosci Vg:

,1/4
i o= Ib/E) i ve = (be)™?

e =

gdzie: v oznacza kinematyczna lepkosc cieczy.

4. Oddziatywania ciecz - czqgstka i czgstka - czgstka
4.1. Ruch uwarstwiony

Swobodne komorki zwierzece rozproszone w cieczach hodowlanych, na
skutek oddziaBwan elektrostatycznych, wywotanych tadunkami na ich po-
wierzchni, oraz sit van der Waalsa, maja sktonnos¢ do flokulacji, tj. tworzenia
wielokomorkowych agregatow. llosciowy opis oddziatywah hydrodynamicz-
nych na sflokulowane komdérki jest niezmiernie ztozony i musi bra¢ pod uwage
strukture i oddziatywania pomiedzy agregatami.

Obserwacje ustatonego przeptywu zawiesin zawierajgcych agregaty wska-
zuja, ze juz przy nievdelkich predkosciach Scinania sie¢ utworzona przez sflo-
kulowane komarki rozrywa sie na mniejsze fragmenty, oddziatujgce na siebie
w czasie ruchu. Zwigkszenie predkosci $cinania zmniejsza coraz bardziej wy-
miary agregatéw az do catkowitego rozerwania ich na pojed}nicze komorki.
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ktore z kolei zderzajac sie ze soba moga tworzy¢ kolejne agregaty. Oddziaty-
wania hydrodynamiczne w przeptywie zawiesin komérek sg zatem funkcjg
ciggle zachodzgcego procesu flokulacji i deflokulaciji.

Przedstawione zjawiska w uproszczeniu wyjasniaja nienewtonowskie wia-
sciwosci zawiesin mikroorganizmow. Zawiesina zawierajaca sflokulowane ko-
morki wykazuje wieksza lepkos¢, niz gdy komorki nie sg potaczone. Wynika
to z unieruchomienia czesci cieczy pomiedzy komdrkami w strukturze agre-
gatu. W miare zmniejszania sie wymiaréw agregatow pod wptywem sit scina-
jacych, lepkos¢ zawiesiny maleje. Jezeli zjawisko to wystepuje przy statej
predkosci $cinania, zawiesina ma cechy cieczy tiksotropowej. Jezeti natomiast
lepko$¢ zawiesiny przy danej predkosci Scinania nie zmienia sie, najczesciej
spetnia ona réwnanie cieczy pseudoptastycznej;

X = k dw
dy

gdzie n — wskaznik ptyniecia i k — wspotczynnik konsystencji, sa wiasci-
wosciami reologicznymi zawiesiny.

W badaniach oddziatywan hydrodynamicznych ciecz - czastka i czastka -
czastka w zawiesinie rozproszonych komorek zwierzecych w przepfywach
uwarstwionych pomocne sg rézne typy reometréw o dobrze zdefiniowanym
przeptywie, np. cytindryczne kapilary, reometry rotacyjne z wspoétosiowymi
cylindrami, reometiy typu stozek-ptytka itp. W kazdym z tych przyrzadéw
mozliwe jest wyitaczne zdefiniowanie i pomiar naprezen Scinajagcych w calej
objetosci cieczy, a nie dziatajgcych na pojedyncza komorke.

4.2. Ruch burzliwy

Oddziatywania ciecz - czgstka w ruchu burzliwym zalezg od stosunku wiel-
kosci wiréw do wielkosci czastki. Gdy Srednica czastek rozproszonych w cieczy
jest mniejsza od Srednicy wirdw, a gesto$¢ czastek poréwnywalna z gestoscig
ciecly, ich predkos$¢ wzgledem cieczy jest niewielka i sg one unoszone przez
ciecz. Z drugiej strony, wiry o niewielkich rozmiarach nie sg zdolne do uno-
szenia czastki i przemieszczajg sie po jej powierzchni. Przy zderzeniu sie wiru
z wiekszg od niego czastka, moze nastgpi¢ dysypacja energii kinetycznej wiru
na powierzchni czastki i jego zanik. Ztozono$¢ zjawisk hydrodynamicznych
w pobtizu czastki w ruchu burztiwym nie pozwala okresli¢ wielkosci naprezen
stycznych dzialajacych na powierzchnie czastki. Wyniki badan mechanicz-
nych uszkodzeh komérek zwierzecych w bioreaktorach z przeptywem burzhi-
wym analizuje sie zwykle poréwnujac wymiary komorek lub ich nos$nikéw
z charakterystycznym wymiarem wiru () w mikroskali Kotmogorowa lub
predkoscia rozpraszania energii (e).

W bioreaktoraeh z intensywnie mieszang cieczg obok wiréw wystepuja sil-
ne oddziatywania czastka - czastka. Teoretyczny opis tych oddziatywan jest
bardzo trudny. Na uszkodzenia komérek majg wptyw zaréwno czestos¢ jak
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i energia oddziatywan i nie wiadomo, ktéry z tych czynnikéw dominuje w wa-
runkach zréznicowanego mieszania i réznego stezenia komoérek. W kulturach
0 duzej gestosci wymagana predkos¢ mieszania, a co sie z tym wigze wielkos¢
oddziat}rwan mechanicznych, przekracza zwykle wartosci uznane za bezpie-
czne dla komorek ssakow. Nalezy przy tym odnotowac, ze czestos¢ i energia
oddziatywan sa trudne do opisania przy uzyciu praw mechaniki cieczy.

Cherry i Papoutsakis (7) zaproponowali do opisu czestosci zderzen pomie-
dzy kulistymi nosnikami komdrek w bioreaktorach z mieszadtami wspotczirn-
nik przy zatozeniu, ze najmniejszy charakterystyczny wymiar wiréw jest
poréwnywalny ze $rednicg kulistego nosnika (d):

Nc =
gdzie: () wyraza stosunek powierzchni kulek nosnika do objetosci komorek.

Do oceny energetycznych skutkéw zderzen kulistych czastek nosnika, za-
proponowano ,wspoétczynnik intens3rwnosci zderzen burzliwych” w postaci:

Tes (energia kinetyczna oddziatywan)(czestos¢ oddziatywan/objetosc)
stezenie czastek

wyrazajacy energie oddziatywan na pojedynczy nosnik na jednostke czasu
(8). Autorzy wyrdéznili takze intensywnos¢ zderzeh wywotang wirami, opisang
wspoétczynnikiem TCSw:

3/4

TCSw (eN) 79

i intensywnos¢ zderzen w3Wotang sitami $cinajacymi TCSo:

3/2
(G |
TCSe Pn d"a
vy o720

gdzie: d i pn oznaczajg Srednice i gesto$s¢ nosnika, za$ a utamek objetosci
reaktora zajmowanej przez nosnik.

Korelacja przedstawionych wspo6tczynnikéw z wynikami obserwacji hodowli
komorkowych, umozliwia wnioskowanie o wptywie podstawowych parametrow
procesu na uszkodzenia komoérek w wyniku zderzenh.
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5. Sity scinajgce w aparaturze biotechnologicznej

5.1. Bioreaktory z mieszadtami

Celem mieszania jest uzyskanie jednorodnej zawiesiny w zbiorniku, liwie-
kszenie predkosei wymiany ciepta i masy oraz rozpraszanie czastek w ciecliy.
W kazdym z tych dziatan, duza intensywnos$¢ mieszania wphinva kor‘stnie
na przebieg procesu. Jednakze intens3rwne mieszanie zwieksza takze wielko$¢
mechanicznych oddziatywan na uktad znajdujacy sie w zbiorniku i moze usz-
kodzi¢ hodowane komorki.

Jezeli lepkos¢ cieczy w bioreaktorze nie jest zbyt duza, mieszanie cieczy
w wiekszosci proceséw biotechnologicznych zachodzi w obszarze intensywnej
burzliwosci dla Re100 000. Zapewnia to bardzo dobre natlenianie hodowli
oraz intensywng wymiane masy. W cieczach newtonowskich predkos$¢ roz-
praszania energii jest r6zna w r6znych miejscach mieszalnika. Dla celéw pra-
ktycznych korzystne jest podzielenie mieszalnika na ,,strefe mieszadia”, gdzie
predkos$¢ rozpraszania energii jest najwieksza i ,,strefe cyrkulacji”, obejmujacg
pozostatg objetos¢ zbiornika.

Dla mieszadta o Srednicy dm predkos$¢ rozpraszania energii zuzywanej do
mieszania cieczy okresta wyrazenie (34);

g _ Lm dm
\Y
gdzie: Lm oznacza ticzbe mocy mieszania, n — czestos¢ obrotow mieszadia,
dm— S$rednice mieszadta, zas V — objetos¢ ciec?y w mieszatniku.

Liczba mocy Lm jest funkcja ticzby Re i okresta sie jg z wykresu dla danego
typu mieszadia.

Najwieksza burzliwosé, a jednoczesnie najmniejsze wiry w mikroskali Kot-
mogorowa wystepujg w strefie mieszadta. Cherry i Papoutsakis (8) ustatiti,
ze dla tej strefy mozna okresli¢ lokalng predkos¢ rozpraszania energii, przyj-
mujac V rowne d”®, a zatem:

£ = Lmri dm

Dla 6-topatkowego turbinowego mieszadta tarczowego Rushtona i stan-
dardowego stosunku Srednicy mieszadta do $rednicy zbiornika (0,33) ustalo-
no, ze wartos¢ £m = 15e, natomiast w obszarze cyrkulacji £c = 0,28e (2).

Powyzsze zaleznosci moga by¢ pomocne przy oszacowaniu wymiaru t|, naj-
mniejslych wiréw w mikroskali Kotmogorowa lub alternatywnie parametru
r|//d, gdzie d jest $rednica kulistego nosnika komorek, przy ustalaniu para-
metréw pracy bioreaktora. Wykazano bowiem, ze wydajnos¢ hodowli w wy-
niku uszkodzenia komoérek zwierzecych unieruchomionych na kulistych nos-
nikach gwattownie spada, gdy a/d < 1, tzn. gdy W3rmiar g jest porownywalny
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lub mniejszy od $rednicy nosnika (9, 10). Wyniki doswiadczen potwierdzaja
takze wplyw podwyzszonej lepkosci cieczy w fermentorze na zmniejszenie sto-
pnia uszkodzenia komorek (9, 11). Zjawisko to moze czeSciowo wyjasni¢
wzrost wymiaru najmniejszych wiréw n oraz spadek intensdrwnosci zderzen
TCSg, wywotanych sitami $cinajagcymi.
Nmmniejsze wiiy wystepujace w przeptywie turbutentnym majg wymiar
Poniewaz najwiekszg site niszczgcg majg wiiy 0 wymiarach mniej-
szycn tub réwnych wielkosci kulek nosnika {ok. 150 - 200 gm), stad korzystne
jest tworzenie warunkdéw hydrodynamicznych, pozwalajacych na zwigkszenie
rozmiaréw wiréw. Mozna to osiggng¢ przez zmniejszenie predkosci dysypacji
energii (¢) poprzez wyeliminowanie z bioreaktora przegréd, zastgpienie mie-
szadta turbinowego mieszadtem t}rpu Sruba okretowa lub mieszadtem topat-
kowym, zmniejszenie predkosci mieszania oraz stosujac reaktoiy o wyokra-
glonych dnach i okragtych elementach konstrukcyjnych. Nalezy takze zalecac
stosowanie pozywek o wiekszej lepkosci kinematycznej. Skala turbulencji za-
lezy od takiego wyrazenia jak podczas gdy od predkosci dysypacji energii
tylko od Efekt zmiany lepkos$ci kinematycznej jest zatem znacznie wie-
kszy. Mozna to osiggna¢ poprzez dodanie substancji wysokoczgsteczkowych.
Wielu autoréw potwierdza ochronne dziatanie dodatku surowicy, biatek, gli-
kolu polietylenowego, alkoholu poliwinylowego, preparatu Pluronic F86, de-
kstranéw oraz pochodnych celulozy i skrobi, przy czym efekt ten jest Uly-
skiwany tylko przy dtugim kontakcie komérek z tymi substancjami. Z tego
wzgledu substancje te wprowadza sie do pozywki na poczatku hodowli.
Mechanizm ochronny tych dodatkéw polega na modyfikacji wiasciwosci
hydromechanicznych pltyndéw oraz na dziataniu biologicznym na komorki
(28, 31, 36).

Biorgc pod uwage fakt, ze w bioreaktorach z mieszaniem mechanicznym
najsilniej niszczacymi czynnikami sg mate wiry o rozmiarach ponizej $rednicy
kutek mikronosnikéw oraz kolizje z twardymi czeSciami bioreaktora, nalezy
z duzg roliwaga dobiera¢ rozmiary nosnikow. W bioreaktorach, w ktérych
kolizje z mieszadtem stanowig gtdwng przyczyne niszczenia komoérek zwierze-
cych, korzystne jest stosowanie mniejszych kutek nosnika. Mniejsza jest wow-
czas czestotliwos¢ i energia Kinetyczna kolizji. W systemach, gdzie gtdwnym
czynnikiem niszczacym sa burzliwe wiry, zmniejszenie rozmiaréw kulek nos-
nika pociaga za sobag zmniejszenie energi kolizji, ale jednoczes$nie wzrasta
czestotliwosé kolizji. Za korzystne uznac¢ takze nalezy stosowanie mozliwie
niewielkich $rednic mieszadet, gdyz zEirébwno ejak i T"g sa wprost proporcjo-
nalne do Srednicy.

W hodowlach komérek swobodnie rozproszonych w ciecly, prowadzonych
w bioreaktorach z mieszadtem mechanicznym stwierdzono, ze uszkodzenia
komérek wystepujg przy czestoSci obrotow mieszadta wiekszych od 150-
350 min“? niezaleznie od konstrukcji fermentora (14, 23). W tych warun-
kach, wymiar najmniejszych wiréw w mikroskali Kotmogorowa jest 6-10
razy wiekszy od typowych wymiaréw komorek zwierzecych i zjawiska zwigzane
z rozpraszaniem energii nie sg gtéwng przyczyna ich uszkadzania. Jednakze
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przy podanej czestosci obrotéw mieszadta w zbiorniku bez przegréd powstaje
gteboki, osiowy wir ze sktonnoscig do zatam}rwania sie w dolnej czesci. Pro-
wdzi to do napowietrzania ciec!™ i powstawania stosunkowo duzych (o $red-
nicy 1-3 mm), elastycznych i fatwo pekajacych pecherzykow. Zjawisko to
uwaza sie za podstawowag przyczyne uszkodzenia komérek. Zauwazono takze,
ze wyeliminowanie osiowego wiru poprzez wigksze lub catkowite wypetnienie
fermentora cieczg lub zastosowanie bocznych przegréd, umozliwito zwieksze-
nie czestosci obrotow mieszadta do 600 - 700 min“* bez groznych skutkow
dla rozproszonych komorek (21). Powstajagce przy tym bardzo ruchliwe pe-
cherzyki powietrza o niewielkich rozmiarach (50 - 300 pm) sg sztywne i nie
tacza sie w wigksze, natomiast wymiar najmniejSly“ch wirdw jest poréwny-
walny ze S$rednicg typowych komorek dopiero przy czestosci obrotow
800 I/min.

Nalezy dodac, ze optymalna czesto$¢ obrotdw mieszadta w klasycznych
bioreaktorach nie przekracza 50 obr/min i zalezy od typu komoérek, wiasci-
wosci reologicznych pozywki oraz objetosci i ksztattu bioreaktora.

Maksymalna predkos$¢ scinajaca, a zatem i naprezenie $cinajace, sg pro-
porcjonalne do predkosci obwodowej mieszadta n n D, a $rednia predkosé
$cinajaca jest proporcjonalna do czestosci obrotow mieszadta, n. W typowych
bioreaktorach z mieszadtami warto$¢ naprezen $cinajacych wynosi ok. 10 -
12 N, natomiast w bioreaktorach wyposazonych w turbine Rushtona, maksy-
malne naprezenie Scinajace dochodzi do 90 N (30).

Ogolnie uznaje sig, ze mechanizm uszkadzania swobodnie rozproszonych
komorek zwierzecych w bioreaktorach z mieszadtami mechanicznymi jest
dwojaki. W zakresie niskich czestosci obrotdw mieszadta, przy dostepie po-
wietrza do powierzchni swobodnej cieczy w reaktorze i powstawaniu osiowego
wiru, uszkodzenia sg wynikiem rozrywania sie duzych pecherzykéw powietrza,
ktore tworzg sie w cieczy na skutek pochtaniania powietrza w procesie mie-
szania. Przy bardzo duzej intensywnosci mieszania, braku osiowego wiru i do-
stepu powietrza do cieczy, uszkodzenia komdrek powodujg naprezenia zwiga-
zane z mikroburzliwoscig cieczy i rozpraszaniem energii Kinetycznej wiréw.

Dla cieczy nienewtonowskich, poza uogoélnieniami do okreslania charakte-
rystyk mocy mieszania, brak jak dotad uzytecznych teorii poliwalajgcych osza-
cowac sity Scinajgce w bioreaktorach z mieszadtami. Wynika to z faktu, ze
lepkos¢ cieczy zalezy, miedzy innymi, od jej stanu hydrodynamicznego w mie-
szalniku, a zatem czestosci obrotéw mieszadta, typu mieszadta i mieszalnika.
Nie wystarczy w tym przypadku znajomos$¢ charakterystyki reologicznej danej
cieczy nienewtonowskiej, gdyz w dalszym ciagu trudno$¢ stwarza okreSlenie
aktualnego gradientu predkosci dw/dy dla danych obrotéw mieszadta oraz
konkretnego mieszalnika. Dla cieczy pseudoplastycznych moze np. nastgpic
lokalizacja ruchu w obrebie strefy mieszadta, prowadzac do gwattownego
wzrostu miejscowych predkosci $cinania (27).
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5.2. Bioreaktory betkotkowe

Dla unikniecia uszkodzen mechanicznych komaorek korystne rozwigzanie
stanowi hodowla komoérek w reaktorze z pneumatycznym przemieszczaniem
cieczy (air-li/t). Zapewnia on znacznie tagodniejsze warunki hodowli dzigki
temu, ze wyeliminowane jest mieszanie mechaniczne. W literaturze mozna
spotka¢ liczne opisy hodowli komoérkowych w tego typu bioreaktorach
(1. 6, 17).

Najbardziej rozpowszechniona konstrukcja bioreaktora typu air-lift, sktada
sie z dwdch pionowych, wspdtosiowych rur, przy czym do rury $Srodkowej
(zazwyczaj ssacej) od dotu jest wttaezane powietrze przy uzyciu betkotki, wy-
wotujac ruch cieczy w gore. W gornej czesci reaktora gaz opuszcza ciecz, a ta
sptywa w dét rurg zewnetrzng (opadowag) (rys. 1). W ten sposob, uzyskuje sie
zarOwno mieszanie jak i napowietrzanie.

Jedng z podstawowych zalet bioreaktorow betkotkowych jest uporzadko-
wany przeptyw cieczy i niewielkie sity $cinajace. Do wad nalezg nizsze wartosci
wspoétczynnikéw wnikania masy, a zatem mniejsze natlenianie hodowli. Bio-
reaktory betkotkowe znajdujg zastosowanie gtéwnie do hodowli kultur komor-
kowych, dla ktérych zapotrzebowanie tlenu jest niskie, zas komorki sg bardzo
podatne na uszkodzenia.

Hydrodynamika bioreaktoréw betkotkowych jest bardzo zlozona i jeszcze
niedostatecznie poznana. Bitenke i in. (5) badali ruch cieczy w reaktorze
z wspotosiowymi rurami, obserwujac kilka stref powstawania wiréw. Doty-
czyto to strefy potozonej bezposrednio nad rurg ssacg i dwdch stref wokét jej
gornej i dolnej krawedzi (rys. 1). Uwaza sie
jednak, ze maks3rmalne sity Scinajace wy-
stepuja w strefie najwiekszej burztiwosci
przy powierzchni cieczy, gdzie nastgpuje Strefy sfabego
gromadzenie sie pecherzykéw powietrza, lieszania
ich koalescencja i uwalnianie z cieczy.
Btonka tworzgca powierzchnie miedzyfazo-
wa pecherzyka powietrza, znajdujgcego sie
na powierzchni cieczy, pod wplywem sit
cigzenia i sit napiecia powierzchniowego
staje sie najcienisza w gornej czesci peche- lenetrzna rura
rzyka i w tym miejscu przerywa sie. Peche- kierunkoua
rilyk zapada sie, zmniejszajgc gwattownie
do zera powierzchnie mied/yfazows. Jezeli st .

. M : . refa wznoszenia
do powierzchni miedzyfazowej przylegajg cieczy
komorki, ulegaja one dziataniu naprezen
stycznych (rys. 2). Wielkos¢ tyeh naprezen .
zalezy od predkosei zapadania sie peche- Strfa opadania

Rozk¥ad predkosci
przephywow

Rys. 1. Profile przeptywu eieczy i strefy powstawa-
nia wiréw w reaktorze betkotkowym ze wspdlérodkowa

rurg kierunkowa. Powietrze
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rzykéow, ktérg oszacowa¢ mozna z zaleznosci (25):

Wza' 20
Ph

gdzie: o oznacza napiecie powierzchniowe cieczy, p jej gestos¢, natomiast h
grubos¢ btonki miedzyfazowej.

Przy pienieniu sie cieczy wewnatrz reaktora, powstatg na powierzchni pia-
ne tworzg pecher?'yki powietrza rozdzielone cienkimi warstewkami cieczy. Je-
zeli w cieczy uwiezionej pomiedzy pecherzykami znajdujg sie np. komorki,
ulegajg one naprezeniom styczn}nn charakterystycznym dla przeptywu
w szczelinach (lys. 2b). Poniewaz Sredni wymiar komoérek jest zwykle wigkszy
od przecietnej grubosci warstwy cieczy pomiedzy pecherzykami (0,2 - 2,0 pm),
uwiezione komoérki beda odksztalca¢ miedzyfazowa btonke, rwiekszajac jesz-
cze bardziej sity Scinajace. Oddziat}rwania mechaniczne komérek na powierz-
chnie miedzyfazowag moga takze utatwia¢ pekanie pecherzykéw i w rezultacie
wywotywac¢ dodatkowe naprezenia jak na rys. 2a.

Przedstawione mechanizmy oddziatywah na granicy faz pecherzyk powie-
trza-ciecz wskazuja, ze podstawowe znaczenie dla tych oddziatywan maja wia-
Sciwosci pecherzykow powietrza, a szczegotowiej wiasciwosci powierzchni mie-
dzyfazowej. Do najwazniejszych parametrow okreslajagcych whasciwosci peche-
rzykéw powietrza nalezy jego sztywnos¢”, decydujaca o zdolnosci do tgczenia
sie z innymi pecherzykami (koalescencji) i zdolnosci do pekania. Sztywnosé
pecherzyka zalezy zaréwno od jego srednicy (odwrotnie proporcjonalnie) i od
wihasciwosci fizycznych powierzchni miedzyfazowej (18). Male pecherzyki po-
wietrza sg zatem bardziej sztywne od duzych, a na ich wielkos¢ wptywa za-
sadniczo konstrukcja betkotek, za$ w reaktorach z mieszadtem mechanicz-

nym geometria mieszalnika i para-
metr e. Wérdd wiasciwosci fizycznych
cieczy, decydujacych o sztywnosci pe-
cherzykéw powietrza najwazniejsze jest
napiecie powierzehniowe medium w re-
aktorze. Substancje powierzehniowo
czynne, obnizajgce napiecie powierzch-
niowe cieczy, stwarzajg warunki do po-
wstawania niewielkich, trwatych peche-
rzykow powietrza o matej zdolnosci do
koalescencji i tworzenia stabilnej piany
na swobodnej powierzchni ciecly.

Rys.2. Dwa rodzaje mechanicznych oddziaty-
wan pecherzykéw gazu na rozproszone komorki:
(a) pekajace i zapadajace sie pecherzyki na swo-
bodnej powierzchni cieczy, (b) komorki uwiezione
w cieczy pomiedzy pecherzykami gazu.
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5.3. Ultrafillry i reaktory membranowe

Mikrofiltracja i ultrafiltracja stuzy do zageszczania i odzyskiwania z zawie-
sin materiatu biotogicznego. Do separacji komoérek zwierzecych tub metabo-
titébw z ich hodowti (np. przeciwcial) stosuje sie na ogét filtracje dynamiczna,
najczesciej filtraeje styczng (26, 33). Wykorzystuje sie do tego celu moduty
ptaskie lub moduty hollow-fiber. Roztwoér tub zawiesina przeptywa przez po-
rowatg przegrode, ktéra zatrzymuje niektoére jej sktadniki. Przegroda filtracyj-
na, jak i utworzona warstwa osadu, stawia znaczne opory przeptywowi eieczy
i pokonanie tych oporéw wymaga stosowania zwiekszonego cisnienia. W re-
zultacie materiaty poddane zostajg dziataniu sit $cinajacych, mogacych je
uszkodzi¢, szczegodlnie wtedy gdy ciecz recyrkutuje kilkakrotnie w module do
ultrafittracji. W modutach uttrafittracyjnych wystepujg dwa typy przeptywéw:
uwarstwiony i burzliwy. W obu typach przeptywu maksymalne naprezenie
styczne wystepuje przy Sciankach uttrafitrow. Naprezenie styczne przy Scian-
ce lw, jest wprost proporcjonalne do réznicy cisnien Ap i np. dla kanalikéw
0 przekroju kotowym wynosi:

X =
4L

gdzie D jest $rednica kanalika, a L jego dtugoscia.

Naprezenie styczne przy $ciance w}rrazi€ mozna takze przy uzyciu wspot-
czynnika oporéw tarcia lepkiego X i wtedy:

Iw = 2~ WwW" p/8

W ruchu uwarstwionym cieczy newtonowskiej X = 64/Re, a w burzliwym,
dla gtadkich Scianek kanalikbw mozna wykorzysta¢ jedno z proponowanych
rownan empirycznych, np. zalezno$¢ Btasiusa (3):

X = 0,316 Re 4

Dla kanalikéw o przekroju innym niz kotowy, odpowiednie zaleznosci po-
dajg podstawowe opracowania z zakresu mechaniki ptyndéw.

W przeptywie uwarstwionym cieczy nienewtonowskiej, np. cieczy pseu-
doptastycznej, liczbe Re w wyrazeniu X = 64/Re zastepuje sie uogdlniong
liczbg Reynoldsa w postaei:

Re = D" WE -n p
K 8n -1
MaioreHa i in. (26) wskazuja, ze gtéwnym czynnikiem niszczacym komorki
w mikrofitrach z przeptywem stycznym {cross-fow fltration] jest Scinanie
przy przeptywie uwarstwionym, pr2y czym warto$¢ krytyczna predkosci Sci-
nania wynosi ok. 3000 s~*. Zalecane jest utrzymanie przeptywu prly pred-
kosci Scinania ponizej tej wartosci w potgczeniu z ograniczeniem cisnienia
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transmembranowego. Prowadzenie filtracji przy przeptywie burzliwym chroni
komorki przed zniszczeniem. Autorzy nie stwierdzili niszczenia komérek przy
wartosciach liczby Reynoldsa do 71 000 i wymiaru wiréw Kotomogorowa po-
wyzej 12 pm.

Wiele kultur komérkowych hodowanych jest z powodzeniem w bioreakto-
rach kapilarnych lub miedzy warstwami membran ptaskich (16, 19). Przeptyw
cieczy w bioreaktorach membranowych, stosowanych jako reaktory o dziata-
niu ciaglym, jest podobny do przeptywu w ultrafiltrach. Produkty reakcji sg
usuwane na zasadzie ultrafittracji, za§ komorki pozostajg w cyrkulujgcej cie-
czy lub zostaja unieruchomione pomiedzy membranami. Oddziatywania me-
chaniczne, wywotane sitami $cinajgcymi, sga podobne do panujgcych w apa-
raturze do ulrafittracji, z wyjatkiem proceséw o diugim czasie retencji.

6. Efekty biologiczne powodowane przez stres mechaniczny

Wiete doniesienn wskazuje, ze sity scinajgce powodujg zmiany we wzroscie,
budowie i fizjologii komorek zwierzecych. Wsréd zmian obserwowanych w ho-
dowlach komdrek rosngcych na nosnikach wymienia sie spadek predkosci
wzrostu, trudnosci w zasiedlaniu powierzchni nosnika przez komorki, zwie-
kszenie ilosci komorek martwych, zmiany morfologiczne komoérek oraz utrud-
nienie w przyczepianiu sie komorek do nosnika.

Komérki wystawione na diugotrwate dziatanie sit $cinajacych sitnie zmie-
niaja swojg morfologie. W pierwszym okresie ulegaja znacznemu skrdceniu
i przybierajg ksztatt wyoblony. Nastepnie zaokragtajg sie, az w koncowej fazie
przyjmuja forme kulista. Powierzchnia kontaktu z nosnikiem zmniejsza sie,
co prowadzi do odrywania komoérek i unoszenia ich przez ciecz. Przy dtugo-
trwatej ekspol?ycji komorek nerek chomika na sity $cinajgce tworza sie chara-
kterystyczne ,,zwatowiska” komérek przypominajgce przegrody (24).

W hodowlach z uzyciem mikronosnikéw efektywnos$¢ przyczepiania sie ko-
morek do powierzchni nosnika zalezy od czestotliwosci kolizji miedzy obu
ciatami. W poczatkowej fazie hodowli komorki wprowadzane sg do pozjrwki
w formie zawiesiny. Zawiesina ta jest uzyskiwana z hodowli inoculum w but-
lach, po odczepieniu komérek z powierzchni szkia metodg tiyptynizacji. Po
wprowadzeniu komérek do bioreaktora i wiaczeniu mieszadta dochodzi do
kontaktow miedzy komoérkami i kutkami nosnika. Im czestsze sg kolizje, t3nn
wieksza jest szansa zwigzania sie komérki z mikronos$nikiem. Decydujagcym
czynnikiem jest przede wszystkim réznica w predkosci poruszania sie obu
cial, gdyz decyduje to o czasie ich wzajemnego kontaktu podczas zetkniecia.
Za idealng S3duacje nalezy uznac te, w ktorej wzgledna rdznica predkosci
komorek i nosnika jest zblizona do zera. W tym rozumieniu wszelkie turbu-
lencje w ptynie hodowlanym w czasie zasiedlania nosnika przez komoérki za-
ktécajg ten stan i obnizajg efektywnos¢ wigzania komaorek. Obnizenie wiel-
kosci sit scinajgcych wystepujacych w bioreaktorze moze by¢ osiggnieta przez
zwiekszanie lepkosci pozywki, np. przez dodatek niewielkiej ilosci agaru. Jed-
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noczesnie muszg by¢ zapewnione jednakowe warunki mieszania w calej ob-
jetosci pozywki (29).

Zmiany wywotane Szokiem mechanicznym ws$réd komarek rosngcych w za-
wiesinie dotyczg wzrostu liczebnosci komorek martwych, uszkodzen w btonie
cytoptazmatycznej, zmian w syntezie DNA i biatek, zmian w metabolizmie
RNA i produkcji biatek cytoszkieletowych (4, 13, 32).

Badania Lakhotia i in. (22) nad wpltywem stresu mechanicznego na rosngce
w zawiesinie komorki CHO wskazuja, ze przy wiekszonej czestosci mieszania
pozywki spada liczebnos¢ zywych komoérek, lecz jednocze$nie obserwowany
jest wzrost proliferencji komorek, szczegélnie w fazie S. Szybko$¢ syntezy
DNA w takich warunkach wzrastata 0 50% w stosunku do hodowli kontrolnej
prowadzonej przy matych czesto$ciach obrotéw mieszadia.

7.WhnioskKi

Komorki zwierzece wykazuja wyjatkowo duza wrazliwo$¢ na zniszczenie
przez sity mechaniczne wigzane z mieszaniem i napowietrzaniem pozywki.
Wsréd gtownych czynnikéw fizycznych, ktére wplywajg niszczaco na komorke,
nalezy wymieni¢ sity $cinajgce wystepujgce przy mieszaniu pozywki, szcze-
golnie zas sity w matych wirach, sity powodujace zderzanie sie komorek ze
sztywnymi ptaszczyznami bioreaktora i kulkami mikrono$nikéw oraz sity wy-
stepujace na ptaszczyznie wymiany miedzyfazowej gaz/ciecz/ ciato. Utrzyma-
nie integralnosci fizycznej komorek zwierzecych hodowanych w bioreaktoraeh
przy zapewnieniu dobrej wymiany masy miedzy komoérka a otoczeniem sta-
nowi gtdéwng trudnos¢ w hodowlach komorkowych.

Dla ograniczenia zniszczen mechanicznych komorek zalecane jest zwie-
kszenie lepkosci kinematycznej pozywek oraz zmniejszenie predkosci rozpra-
szania energii. W praktyce mozna to osiagng¢ przez dodatek wysokoczaste-
czkowych substancji oraz stosowanie specjalnych konstrukcji bioreaktoréw.
W wielu rozwigzaniach proces napowietrzania pozywki jest przeprowadzany
W sposéb bezpecherzykowy poprzez dyfuzje czasteczkowq gazoéw przez poro-
wate przegrody. W tym celu stosuje sie jednostki hollow-fiber, wezownice
silikonowe i dyfuzory siateczkowe (rys. 3)
lub ceramiczne.

Dobra znajomos$¢ wihasciwosci mechani-
cznych poszczegélnych rodzajow komarek
jest niezbedna przy projektowaniu proce-
sow biotechnicznych, cho¢ jak dotad, wie-

dza ta jest bardzo ograniczona. ileszadl'o
dyfuzor siateczka
stalowa
pozyvka pecherzyki
Rys.3. Bioreaktor z mieszadtem mechanicznym kondrkaii gazu

i dyfuzorem siateczkowym.
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Mechanical damage of animal cells In bioreactors

Summary

Fluid-mechanical damages of shear sensitive animal cells due to forces generated by media
agitation and aeration are reviewed. In anchorage-dependent cultures grown in a stirred bioreac-
tor the cell damage is caused by small turbulent eddies of size of the microcarrier beads and
by collision between microcarriers and against the impeller and the stationary parts of bioreactor.
In the freely suspended cells grown in stirred or air-lift reactors the cell damage is due mainly
to air bubble breakup. The mechanical damages can be limited by an increase of kinematic
viscosity of fluid and reduction of the local energy dissipation rate. Biological aspects of shear
stress are also discussed.

key words:
animal cell, bioreactor, cell damage.
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