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Bioreaktory single-use z mieszaniem typu wave wyrozniaja si¢ na tle klasycznych bioreaktorow,
jak 1 innych aparatéw typu single-use, zastosowanym mechanizmem wzbudzania przeptywu
fazy cieklej, ktory wymuszany jest oscylacyjnymi wychyleniami zuzywalnego polimerowego
zbiornika mocowanego do dedykowanej platformy. Polimerowe zbiorniki bioreaktorow single-
use z mieszaniem typu wave s3 wykonane ze zgrzewanych ptatow folii, a faza ciekta wypelnia
je tylko czesciowo, tak by zapewni¢ mozliwos¢ statego lub okresowego przeptywu strumienia
fazy gazowej nad falujaca ciecza. Pomimo stosunkowo krotkiego okresu dostgpnosci na rynku
oferowanej komercyjnie aparatury, a co za tym idzie niedtugiego czasu rutynowej eksploatacji
w przemysle, bioreaktory z mieszaniem typu wave s3a szeroko wykorzystywane
w nowoczesnych obszarach przemyshu biofarmaceutycznego. Okazuje si¢, ze wydajnosci
mieszania oraz wnikania masy charakteryzujagce mechanizm wzbudzania przeptywu cieczy
zastosowany w urzadzeniach tego typu sa wielokrotnie mniejsze w poréwnaniu do klasycznych
bioreaktorow. Z tego powodu aplikacyjnos¢ bioreaktoréw z mieszaniem typu wave jest obecnie
ograniczona do realizacji bioprocesOw z wykorzystaniem biomasy charakteryzujacej si¢
umiarkowanym tempem proliferacji i umiarkowang szybkos$cia asymilacji tlenu.

Celem badan bylo opracowanie prototypu oraz bioprocesowa walidacja modyfikacji
intensyfikujagcych wymiang¢ masy w polimerowych zbiornikach Cellbag™ bioreaktora
ReadyToProcess WAVE™ 25, Zakres podjetych badan eksperymentalnych dotyczyt:
opracowania charakterystyki wydajnos$ci mieszania w fazie cieklej poddawanej oscylacyjnym
wychyleniom w zaleznosci od parametrow operacyjnych pracy bioreaktora, zbadania wplywu
zmian wybranych wlasciwosci fazy cieklej na wydajno$¢ wnikania masy, opracowania
autorskiej adaptacji metody kolorymetrycznej do pomiaru czasu mieszania w uktadzie i analizy
struktury falujgcej powierzchni mig¢dzyfazowej gaz-ciecz, oraz bioprocesowej walidacji
prototypowych modyfikacji polimerowych zbiornikéw podczas serii wgtgbnych okresowych
hodowli komorek Nicotiana tabacum linii BY-2.

Zbadano wptyw sktadu fazy ciektej 1 dodatku $rodka przeciwpiennego oraz lepkosci fazy
cieklej na wydajno$¢ wnikania masy przez falujaca powierzchni¢ miedzyfazowa gaz-ciecz.
Wykazano, ze wzrost lepkosci fazy ciektej] w badanym polimerowym zbiorniku powodowat
spadek wydajnosci wnikania masy, okre$lony iloSciowo poprzez pomiary wspotczynnika k; a
przy zastosowaniu metody odgazowywania. Na podstawie wynikéw eksperymentow
wnioskowano, ze obecno$¢ Srodka przeciwpiennego i zmiana sktadu fazy ciektej lacznie
wplynely na zmiang stosunku wspodtczynnika wnikania k; 1 powierzchni wilasciwej a
powodujac w badanym uktadzie spadek wydajno$ci wnikania masy.



Wyznaczono wartosci czasu mieszania dla pelnego zakresu parametréw operacyjnych
bioreaktora z mieszaniem typu wave. Przyjmujac metodyke planowania eksperymentu DoE,
zidentyfikowano istotny statystycznie wplyw amplitudy a i czgstotliwosci w wychylen
platformy bioreaktora (najsilniejszy wplyw) oraz stopnia napetnienia zbiornika f1 na wartosci
czasu mieszania, oraz stwierdzono brak istotnego wpltywu parametru acc. Zaproponowano
roOwnania korelacyjne do szacowania warto$ci czasu mieszania w zalezno$ci od wartosci
parametréw operacyjnych bioreaktora w zbiornikach Cellbag™ o dwoch réznych objetosciach
nominalnych oraz umozliwiajgce szacowanie wartosci parametrow operacyjnych, przy ktorych
warto$ci czasu mieszania w pordwnanych zbiornikach byly zblizone. W celu wydajnego
1 doktadnego pomiaru czasu mieszania w ukladzie bioreaktora z mieszaniem typu wave
opracowano adaptacje metody kolorymetrycznej bazujaca na zaprojektowanym na potrzeby
badan uktadzie do rejestracji materiatu filmowego oraz autorskim algorytmie do przetwarzania
1 analizy obrazu.

Opracowano prototypy polimerowych zbiornikow Cellbag™ zmodyfikowanych
strukturalnie w celu zwigkszenia wydajnosci mieszania i wnikania masy poprzez umieszczenie
na dolnej powierzchni wewnatrz zbiornika poétkulistych wypustek. Dobor geometrii
modyfikacji zweryfikowano na podstawie wynikow symulacji CFD przeptywu cieczy
wewnatrz zbiornika dla trzech wariantow modyfikacji. Nastgpnie wybrany wariant
scharakteryzowano ilosciowo pod katem wptywu na wartosci czasu mieszania i wspotczynnika
k; a, identyfikujac istotne statystycznie zmiany warto$ci parametrow wskazujace na pozadane
zwigkszenie intensywnosci mieszania i wnikania masy w zmodyfikowanym polimerowym
zbiorniku.

Na koncowym etapie badan do$wiadczalnych przeprowadzono bioprocesowa walidacje
aplikacyjnosci wybranego wariantu modyfikacji poprzez poroéwnanie warto$ci parametroOw
charakteryzujacych przebieg hodowli komoérek Nicotiana tabacum linii  BY-2
przeprowadzonych w niezmodyfikowanych i zmodyfikowanych zbiornikach. W przypadku
hodowli w zmodyfikowanych zbiornikach zaobserwowano wymierne zmiany przebiegu
hodowli: okoto jednodniowe korzystne przedluzenie okresu dostgpnosci tlenu rozpuszczonego
w medium hodowlanym, przy jednoczesnym spowolnieniu tempa spadku stezenia tlenu
w stosunku do hodowli kontrolnej, przesunigcie maksimum aktywno$ci metabolicznej
hodowanych komorek o okoto jeden dzien wczesniej w poréwnaniu do hodowli kontrolne;,
zwigkszenie koncowej wydajno$ci hodowli oraz zmiany w rozktadzie stgzenia cukréw
w medium hodowlanym w trakcie hodowli, wskazujace na zwigkszenie szybkosci przemian
metabolicznych zachodzacych w komoérkach hodowanych w zbiorniku, w ktérym burzliwo$¢
przeptywu byta zwigkszona dzigki zastosowaniu wypustek.
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