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1. Wprowadzenie

odowla zawiesinowa komorek roslinnych in vitro stawia specjalne wy-

magania techniczne uzywanym do tego celu bioreaktorom. Stosowane

sa zazwyczaj konstrukcje oparte na dwoch typach bioreaktoréw opracow:
nych dla proceséw mikrobiologicznych; sg to bioreaktory z mieszadtem me-
chanicznym oraz bezmieszadtowe typu air-Itft. Poniewaz komorki roslinne sa
znacznie bardziej wrazliwe od drobnoustrojowych na dziatanie sit $cinajacych,
preferowane sg bioreaktory bezmieszadtowe, a w mieszadtowych konstruo-
wane sg specjalne typy mieszadet i stosowana jest niska szybkos¢ ich obrotow
(1-3).

Mieszanie i napowietrzanie sg przyczyng pienienia sie hodowli, wimoszenia
komoérek z piang nad powierzchnie cieczy i ich osadzanie sie na Scianie bio-
reaktora i innych elementach znajdujgcych sie nad poziomem hodowli. Po-
zbawione skiadnikéw odzywczych komoérki nie syntetyzujg pozadanego pro-
duktu i ulegajac autolizie zwiekszaja pienistos¢ hodowli. W efekcie potego-
wane jest dalsze ,,wynoszenie” komorek z zawiesiny. Stwarza to powazny prob-
lem technolgiczny m.in. w hodowli komoérek roslinnych, trwajacych zazwyczaj
kilkanascie dob.

Problem taki wystgpit w pracy zespotu badawczego Uniwersytetu i Polite-
chniki w Lozannie (4). W celu jego rozwigzania podjeto probe modyfikacji
oryginalnego laboratoryjnego bioreaktora typu air-lift firmy CHEMAP o poje-
mnosci catkowitej 14 1

Jako model biologiczny uzyto hodowle zawiesinowg Beta vulgaris. Prowa-
dzono ocene namnozenia komorek, pienienia sie hodowli i adhezji komérek
w gornej czesci bioreaktora. Wykonano pomiary objeto$ciowego wspotczynnika
whnikania ttenu z fazy gazowej do wody.
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3 bioreaktora

oreaktor (rys. IA) o Srednicy wewnetrznej 150 mm i wyso-

k vyposazony byt w rure cyrkulacyjng o $rednicy 75 mm. Po-
w izane bylo do wnetrza ruiy za pomocga betkotki. W celu za-
pe tawaniu martwej strefy mieszania i osadzania sie biomasy

na styku dna i Sciany bioreaktora zastosowano mieszadto Smigtowe z dolnym
napedem o obrotach 150 min~"

W celu zmniejszenia pienienia sie hodowli i wynoszenia komérek z zawie-
siny zastosowano modyfikacje dokonujgce zmiany:

1) systemu napowietrzajacego,

2) kierunku cyrkulacji zawiesiny,

3) geometrii gornej czesci bioreaktora (rys. IB).

Przeplyw powietrza w bioreaktorze typu air-lift spetnia dwa zadania: do-
starczenie tlenu do zawiesiny komorek oraz wymuszenie przeptywu i miesza-
nia zawiesiny w bioreaktorze. Zasadniczymi czynnikami wpfywajgcymi na te
dwa parametry sa: szybko$¢ przeptywu powietrza i wielko$¢ powierzchni mie-
dzyfazowej gaz-ciecz. Ta ostatnia zalezy od stopnia rozdrobnienia powietrza,
czyli liczby i wielkosci pecherzykow wydostajgcych sie z urzadzenia napowie-
trzajgcego.

W oryginalnym bioreaktorze powietrze wttaczane bylo przez kilkanascie
otworéw o S$rednicy ok. 1| mm, dajgc roj pecherzykoéw o srednicy kilku mm.
Zastosowano uktad czterech cylindrycznych stalowych spiekéw porowatych
(Srednica 10 mm, diugos$¢ 25 mm, wielkosci porow 10 pm) rozmieszczonych
symetrycznie na okregu. Wykonano dwa ukiady: a) o $rednicy 60 mm —
mniejszej od Srednicy rury cyrkulacyjnej, b) o srednicy 120 mm — posredniej
pomiedzy Sredniea rury i bio-
reaktora. W pierwslym wypad-
ku zawiesina komorek w rurze
cyrkulacyjnej byta przemiesz-
czana do gory, w drugim na- (A) (B) *
tomiast, kierunek ruchu za-
wiesiny byt przeciwny (rys. 1). \t t7

Modyfikujac bioreaktor
zwiekszono jego S$rednice w
gornej ezesci (rys. IB) przez

Rys. 1. Schemat bioreaktora i cyr-
kulacji zawiesiny komorek w biore-
aktorze: (A) bioreaktor oryginalny,
(B) — bioreaktor zmodyfikowany.
Strzatki pokazujg kierunek cyrkulacji
zawiesiny komorek. 1| — betkotka.
2 — spiek porowaty, 3 — rura cyrku-
laeyjna, 4 — depozyt komérek na Scia-
nie bioreaktora.
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dodanie szklanego cylindra o $rednicy 220 mm i wysoko$
konicznego stalowego tgcznika o wysokosci 150 mm. Taki i
dwukrotne zmniejszenie predkosci przeptywu zawiesiny kom
ne czesci bioreaktora.

3. Wyniki. Warunki pracy bioreaktora

Obserwacje hodowli komdrek Beta vulgaris pozwolity na ocene uzytecznosci
wprowadzonych modyfikacji bioreaktora. Powiekszenie $rednicy bioreaktora
w gornej czesci, powodujac spadek predkosci unoszenia komoérek, prowadzito
do zmniejszenia gestosci biomasy w strefie przypowierzchniowej. W efekcie
obserwowano redukcje wynoszenia komoérek do strefy piany nad hodowla.

Zmiana kierunku przeptywu (do gory w czesci przysciennej i do dotu w ru-
rze cyrkulacyjnej) miata wpltyw na zmniejszenie sie przylegania komérek do
Sciany bioreaktora nad poziomem hodowli. Komarki byly przemieszczane od
$ciany bioreaktora do jego czesci centralnej, gdzie nastepowato ich zasysanie
do ruiy cyrkulacyjnej.

Oceniajac warunki napowietrzania w zmodyfikowanym bioreaktorze wyko-
nano pomiary wspotczynnika wnikania tlenu z powietrza do fazy wodnej.
Zaleznos$¢ wspoétczynnika kLa od szybkosci przeptywu powietrza przedstawiono
na rys. 2.

W oryginatnym bioreaktorze wtasciwe warunki mieszania i napowietrzania
w fazie intensywnego namnazania komorek uzyskiwano przy szybkosci prze-
pfywu powietrza 0,3 wm, co odpowiadato wartosci kia = 13,6h“" (dla wody)
i natlenieniu hodowli na poziomie 30%.

Zastosowanie nowego systemu napowietrzajagcego pozwolito na uzyskanie
(dla tej samej szybkosci napowietrzania) ki"a = 40 h*“\ natomiast warto$¢
kiYa = 13,6h"" uzyskano dla S2:ybkosci napowietrzania 0,05 wm, a zatem
szesciokrotnie nizszej anizeli wymagana w bioreaktorze oryginalnym. Tak zna-
czna redukcja szybkosci napowietrzania ma nastepujace znaczenie technolo-
giczne; 1) zmniejszenie 0 ponad 80% zapotrzebowania na sprezone powietrze,
co daje znaczny efekt ekonomiczny w skali przemystowej, 2) redukcje sit
scinajacych, co ma znaczenie w hodowli wrazliwych na $cinanie komorek
roslinnych, 3) zmniejszenie pienienia sie hodowli i wynoszenia komérek do
piany, 4) redukcje depozytu biomasy na S$cianie bioreaktora.

4. Podsumowanie

Zjawisko wynoszenia komoérek do fazy piany w bioreaktorze typu air-lift
w ktorym powietrze obok dostarczania tlenu spetnia réwniez role czynnika
mieszajacego, byto analizowanym obiektem badawczym. Sposréd trzech mo-
dyfikacji bioreaktora najwieksze znaczenie, jak sie wydaje, ma zmiana uktadu
napowietrzajgcego, powodujgca zwiekszenie powierzchni miedzyfazowej wni-
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Rys. 2. Zalezno$¢ wspédtczynnika kja od s:cybkosci przeptywu powietrza. 1 — warto$¢ dla
bioreaktora oryginalnego w warunkach napowietrzania odpowiadajacych fazie intensywnego na-
mnazania komorek, 2 i 3 — wartosci dta zmodyfikowanego uktadu napowietrzajgcego, 2 — bio-
reaktor bez zmiany $rednicy czeéci gornej fVrob = 11 1)- 3 — bioreaktor o zwiekszonej $rednicy
czesci gornej fVrob = 20 1).

kania tlenu (wzrost kpa) przy réwnoczesnsrm zmniejszeniu wymaganej szyb-
kosci przeptywu powietrza. Zmiana kierunku przeptywu zawiesiny komorek
w bioreaktorze spetnita role pomocniczg, zmniejszajac tendencje do osadzania
sie komorek na Scianie bioreaktora na powierzchni hodowli. Powinno sprzyjaé
temu réwniez poszerzenie Srednicy bioreaktora. Wobec naktadania sie r6znych
efektéw na wynik koricowy oraz niewielka pojemnos¢ bioreaktora trudno jest
wyrozni¢ wptyw tej ostatniej modyfikacji, gdyz nie prowadzono pomiaréw
zmiany gestosci komoérek w poszczegblnych czeSciach bioreaktora w czasie
trwania hodowli. Nalezy oczekiwac¢, ze wpltyw ten moze by¢ znaczny przy
powiekszaniu skali hodowli (wielkosci bioreaktora), gdyz wowczas wysokos$¢
czesci rozszerzonej, a zatem diugos¢ strefy spadku predkosci unoszenia ko-
morek (i ich gestosci) bedzie wzrastata.
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Bioreactor modification for plant celi culture

Summary

Air-lift laboratory bioreactor for plant cell culture was improved. Diameter of the upper part
of the bioreactor was expanded from 155 to 220 mm. Function of a draughtube was changed
from a suspension riser to a downcomer. Instead of original aeration tube with holes stainless
steel sintered air sparger was introduced. As a result the aeration rate was reduced sixfold for
the same kLa value, and the culture foaming and cell deposit on the bioreactor wall was markedly
limited.
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