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Message principal de mon expos

L'importance de I'nydrodynamique et du mélange
sur le résultat de culture

Aussi essentiel gue la composition du milieu de culturg
température de culture ect...

Choix rationnel :
=>» Du type d’'un design bioréacteur
=» De ses conditions de fonctionnement

=» Besoin d’OUTILS pour étudier cet impact

lllustré dans le cadre de culture de cellules animales




Specificités de la culture de cellules animal

Productionde vaccins, de glycoproteines, anticorps monoclonaux
Chiffre d’affaireen 2010 de 100 milliards de dollarsish,2010)

Caracteristiques specifiques
Temps de doublement long : 20 h (50 fois +)
Respiration faible: 0,4 pmole d'0L® cellules.ht (10 fois -)

Cellules en suspension Cellules adhérentes
(CHO, BHK, hybridomes,...) (Vero, CShM, ...)

(Barbouche, 2008




‘ Procédé d’expansion de cellules adhérent
1) En T-flask 2) En mode agité

Surface limitée (25-75-175 cm?)
Manutention importante
=» Risque de contamination




Mise en suspension des microporteu

Differents billes en polymer€ytodex 1, Cytodex 3, Hillex Il, CultiSpher, ...

) @/ Y - d~200-300 um
o s, e « plégerement > au milieu de culture
(par ex: Cytodex 1= 1030 kg
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3 régimes de m

(Roustan et al, 1999
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Impact de I'nydrodynamigue mise en evidence

dans les années 80-90: deux limitations

Travaux de Papoutsakis et al. (1986-1991), Croughan et al. (B88)-

Concentration cellulaire (cellules.m)_aprés 5 jours de culture en spinner de 250 mL.
Concentration initiale = 8 *@ellules.ml! (issus de Hirtenstein et Clark, 1981)

:LE+O7W

Mélange trop intense ¢ Mélange insuffisant
Contraintes meécaniques| Microporteurs stagnants

Cellules endommagees | Limitations de transfert

h
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Cascade d’énergie de Richardson et Kolmogorov

Ecoulement turbulent = tourbillons

Apport d’énergie
mécanique par le
moteur Transfert d’énergie a taux constant
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‘ Evenements géenérateurs de contraintes mécaniqu
d’apres Papoutsakis et al. , Crougharet al.

Au sein de I'écoulement liquide-solide
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Aération, limitée par I'ajout de Pluronic F68 W N
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‘ Quantification via une mesure moyenne pour
I'ensemble du bioréacteur a cuve agitée
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Distribution spatiale extréemement héterogene
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L'environnement hydrodynamique local évolue au cours du temps
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Nécessité de revisiter le sujet de recherc

Questions scientifiques:

* Représentativité des valeurs moyennes vis-a-vis du
« comportement » des cellules animales?

« Validités des preceptes établis pendant 30 ans?

Catalyseurs du regain d'intéréts

« Approche scientifique Quality by design (vs-approche
empirigde) imposee par les autorités regulatrices

* Mise au point des procedes d’expansion de culture de cellules
souches sur microporteurs.
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Revisite de la question: Approche Euler-Lagrange

Décrire la succession temporelle d’environnements hydrodynaiques
rencontrés par une cellule fixée sur un microporteur

1) Selectiorde géomeétries de reférence

2) Etude eulérienn@D-P.1.V. et modéle CFD RANS ou LES

0.0z

4) Etude couplé

3) Etude lagrangienndrajectographie optique et tracking numérique
h

I WL W

7 PN T ‘ Temps (s)
Evolution temporelle
des conditions

rencontrées

e ——
=

=_——

Y (i)

12




Sélection de géometrie
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[ionies

Mobiles axiaux pour minimisejs
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Cuves a fond bombe avec contre-pales et/ou sondes
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Caractérisation eulérienne
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‘ Pourquol?

Etablir descartes quantifiant la répartition spatide grandeurs clés
de I'écoulement
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Comment?
Experimentalemer(PIV) et/ou pasimulation numeriquéCFD)

@
Donnwcs a urian de mesure Informations 3D
Info 3.5 yInétrie de revolution

mais contres-pales et plongeants

Mesures brutes Résultats dependant du modele
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‘ Traitement. Champs instantanes
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‘ Décomposition de Reynolds :écoulement turbule

u(x,y, zt) = G(x, v,2)| + [U'(XY,zt)

A => énergieg, A, contraintes
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Exploitation de résultats: Taux de dissipation de

I'énergie cinétique turbulente ¢

I 0

£ (W/kg)
TP A0 (]
N..=50 rpm . o0

{3
(,:ﬁ’ E‘ -180 L. -150
-

200 1 oml

250} )! z

a 00 100 0 50 100
X (mrm) A (mm|

Distribution spatiale différente mais méme gamme de va@




Caracterisation lagrangienne
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‘ Pourquol?

Détermineria trajectoiresuivi par une particule au cours du temps
dans le bioréacteur

| 1
1] 50 100 150
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Comment: Dispositif de trajectographie optique

Inspiré des travaux de Wittmer (97) et Petiot (99)

HhER T BT TR
Backlights | ?f e j{d =490 pm Y
Leds blanches i N> p,=1028 kg/m? |

I

c Bon traceur
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‘ Modelisation

wl F
- M M Fl
Position ¥K,Y,4 de la particule = Peapfeur, 1 -
Intersection des deux faisceaux
—Modélisation des caméras Prapteur,2
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Etude couplée
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‘ Pourquol?

Superposer les trajectoires sur les cartes eulériennes

=

ml’lrj . W Rl

Evolution temporelle
des conditions
rencontrees

“ HM I,
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‘ Exemple de résultats
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Discussions:

e Type de mobile
N

* Critere 4, /d, 55




Couplage hydrobiologique
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[Oviecits

L'hydrodyna
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Modele intégre préedictif (bilan de population)

= Regles de montée en échelle basé sur wescription a
I'échelle locale 30



‘ Message principal de mon expos

L'importance de I'nydrodynamique et du mélange
sur le résultat de culture

Choix rationnel :
=>» Du type d’'un design bioréacteur (cuve, type de mobile)
=» De ses conditions de fonctionnement (N)

=» Baseé sur des OUTILS pour étudier cet impact

Généralisable a de nombreux procédés biotechnologiques
Structure des pelotes formees par Streptomycempespiralis apres 40h de culture

(E.Olmos et S. Delaunay)

Culture en floles a faible, modéré et forte agmati Culture en réacteur a lit flui

el
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