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The conditions of transformed roots growth in hioreactors

Summary

Transformed roots are also called transgenic roots or due to their appear-
ance - hairy roots. Transformed roots are obtained by infection of plants or
parts of them with soil bacteria, Agrobacterium rhizogenes. Genetically trans-
formed roots are characterised by rapid and stable growth of biomass, genetic
stability, and stable biosynthesis of metabolites. Hairy roots can be an alterna-
tive source of many economically important chemicals like enzymes, pigments,
flavours and especially bioactive pharmaceuticals. Cultures of transformed roots
are comparatively easy to cultivate in shaking flasks. Application of flasks does
not allow to obtain great amount of biomass. There is a necessity of scaling up
the culture using bioreactors. The first attempts of scaling up the culture were
connected with bioreactors designed for microbiological processes. However,
these bioreactors are inadequate for hairy roots cultures. Some promising re-
sults were achieved in the case of using mist bioreactor. This paper is a review
of bioreactors employed in cultures of hairy roots and mathematical modelling
of hairy root growth.

Key words:
hairy root cultures, bioreactors, metabolites, hairy root growth, mathemati-
cal modelling of hairy root growth.

1. Wprowadzenie

Alternatywnym zrodtem wielu cennych produktéw pochodze-
nia roslinnego, m.in. substancji aktywnych farmakologicznie, sub-
stancji aromatycznych, barwnikéw, niektérych biatek (enzyméw)
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i specyficznych polisacharydow moga by¢ roslinne kultury in vitro, w tym korzenie
transformowane (transgeniczne, wlosnikowate) [1,2|. Korzenie transformowane, po-
wstajgce w wyniku transformacji plazmidowego DNA bakterii glebowych Agrobacterium
rhizogenes, charakteryzuja sie szybkim przyrostem biomasy, stabilnoscig genetycz-
ng, wydajng, utrzymujgcq sie na stalym poziomie biosynteza metabolitow [1,2].

Hodowle korzeni transformowanych, ktére stosunkowo tatwo przebiegajg w kol-
bach wstrzasanych, stwarzajg problemy w procesach bioreaktorowych. Ze wzgledu
na charakter wzrostu i delikatng strukture korzeni wiosnikowatych konieczne jest
zastosowanie bioreaktoréw o specjalnej konstrukcji [3,4].

2. Bioreaktory dla kultur korzeni transformowanych

Bioreaktory dla kultur korzeni transformowanych mozna sklasyfikowa¢ wedtug
ogoélnego kryterium metody dostarczania energii do mieszania i transportu masy
[5], sa to: bioreaktory z mieszaniem mechanicznym (rys. 1), z mieszaniem pneuma-
tycznym (rys. 2), z mieszaniem hydraulicznym (rys. 3). Pierwsze préby powiekszenia
skali hodowli korzeni wiosnikowatych z kolb wstrzgsanych zwigzane byly z uzyciem
bioreaktoréw mieszadtowych zaprojektowanych do proceséw mikrobiologicznych.
W bioreaktorach tych, sity Scinajgce wystepujace w strefie pracy mieszadta niszczyty
delikatng strukture korzeni wtosnikowatych, powodujgc powstawanie kalusa [3].
Podobne problemy wystepowaty w hodowli korzeni w bioreaktorze bebnowym [6].
Takze w klasycznych bioreaktorach z mieszaniem pneumatycznym (kolumny barbo-
tazowe, bioreaktory typu air-lift), gdzie mieszanie zachodzi pod wptywem pecherzy-
kéw powietrza, korzenie ulegaty niszczeniu [7,8|. Konieczna byta zatem inzynierska
modyfikacja bioreaktoréw o klasycznej budowie. Przyktady kultur korzeni wtosniko-
watych hodowanych w bioreaktorach przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Przykitady zastosowania bioreaktoréw w kulturach korzeni transformowanych
) Pojemnosé , i .

Typ bioreaktora (dm3) Kultura Gléwne metabolity Literatura

1 2 3 4 5

bioreaktory z mieszaniem mechanicznym

z mieszadtem mechanicznym 0,3 Armoracia rusticana - 18]

2 Tageles patula tiofeny [40]

2 Panax ginseng ginzenozydy [41]

2 Panax quiquefolium ginzenozydy [41]

1 Daucus carrota - [6]

14 Catharathus roseus ajmalicyna, katarantyna [31]
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1 2
z mieszadiem mechanicznym z oddzie- 0,3
long czescig mieszadtowa 2
35

14

bebnowy 1
bebnowy z pianka poliuretanowa do im- 1

mobilizacji korzeni

kolumna barbotazowa 0,25
15
15
25
15
20
kolumna barbotazowa z pétkami 25
air-lift 1.2
15
9
9
air-lift z siatkowymi pétkami 25
air-lift z siatkowym cylindrem do immo- 9
bilizacji korzeni 9

ze zlozem upakowanym

ze zlozem zraszanym

ze ztozem cyklicznie zraszanym

ze ztozem cyklicznie zalewanym

rozpytowy

bioreaktory z
1
14
35
14
4
0,25
0,3
0,3
15
18

3
Duboisia leichhardtii
Panax ginseng
Catharathus roseus
Datura stramonium
Daucus carrota
Daucus carrota

bioreaktory z mieszaniem pneumatycznym

Hyoscyamus muticus
Fragaria X ananassa
Artemisia annua
Artemisia annua
Solanum tuberosum
Coleusforkoskohlii
Artemisia annua

Panax ginseng

Nicotina rusticana
Nicotina rusticana
Trigonellafoenum-graceum
Artemisia annua
Nicotina rusticana
Trigonellafoenum-graceum
mieszaniem hydraulicznym
Nicotina rusticana

Beta vulgaris
Catharanhus roseus
Hyoscyamus muticus
Fragaria X ananassa
Hyoscyamus muticus
Armoracia rusticana

Armoracia rusticana

Artemisia annua
Carthamus tinctorius
Beta vulgaris
Stizolobium hassjoo
Fragaria X ananassa
Paulownia tomentosa
Atropa belladonna

Paulownia tomentosa

2.1. Bioreaktory z mieszaniem mechanicznym

4

kopolamina
ginzenozydy
ajmalicyna, katarantyna
hiocsyjamina

artemizynina
artemizynina
forkoskolina
rtemizynina
ginzenozydy
nikotyna
nikotyna
diosgenina
artemizynina
nikotyna
diosgenina

nikotyna
ajmalicyna, katarantyna
artemizynina

werbaskozyd
atropina
werbaskozyd

[10]
(o1
[15]
[42]
[6]
[6]

W bioreaktorze mieszadtowym strefa rosnacych korzeni transformowanych, od-
dzielana jest od destrukcyjnego wptywu mieszadta za pomocg stalowego koszyka,
wewnatrz ktérego nastepuje rozwdj biomasy. W badaniach przeprowadzonych dla
korzeni Nicotiona rustica [3], Panax ginseng [9] i Duboisia leichhardtii [10] potwierdzono
skuteczno$¢ zastosowanej zmodyfikowanej konstrukcji bioreaktora z mieszadtem

mechanicznym.
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powietrze
kosz kosz
powietrze powietrze

Rys. 1. Bioreaktory z mieszaniem: a) bebnowy, b) klasyczny z mieszadtem mechanicznym do proce-
séw mikrobiologicznych, c) z mieszadtem mechanicznym z wydzielonag cze$cia do wzrostu korzeni,
d) z mieszadlem mechanicznym - $miglowym z wydzielong czescig do wzrostu korzeni.

W typowym bioreaktorze bebnowym, zastosowanym przez Kondo i wsp, [6] do ho-
dowli korzeni transformowanych Daucus carota, podczas obrotowego ruchu bebna, ko-
rzenie ulegaly niszczeniu. Bioreaktor wyposazono w warstwe poliuretanowej pianki,
przymocowanej do wewnetrznej Scianki bioreaktora. Pianka poliuretanowa stanowita
rodzaj nosnika dla korzeni i stwarzata dobre warunki podtrzymania ich i mechanicznej
ochrony. Dzieki takiej modyfikacji bioreaktora bebnowego, korzenie transformowane
nie ulegaty odrywaniu sie i niszczeniu, co poprawito ogélng wydajnos¢ procesu [6].

2.2. Bioreaktory z mieszaniem pneumatycznym
W bioreaktorach z mieszaniem pneumatycznym mieszanie zachodzi pod wpty-

wem pecherzykéw sprezonego powietrza wprowadzanych przez dysze w dolnej
czesci bioreaktora. Do hodowli korzeni transformowanych proponowane sg zarow-
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powietrze

)] h)

potki
kosz

powietrze powietrze

Rys. 2. Bioreaktory z mieszaniem pneumatycznym: a) kolumna barbotazowa z wktadem mechanicz-
nym, c) kolumna barbotazowa z p6tkami, d) bioreaktor typu air-lift, €) bioreaktor typu air-lift z no$nikiem
mechanicznym z wewnetrzna recylkulacja, f) bioreaktor typu air-lift z nosnikiem mechanicznym z zew-
netrzna recyrkulacja, g) bioreaktor typu air-lift z pétkami, h) bioreaktor typu air-lift z zewnetrzna rura re-
cyrkulacyjna.

no kolumny barbotazowe jak i bioreaktory typu air-lift [7,8,11]. Korzystna okazala
sie modyfikacja tego typu bioreaktoréw polegajgca na zastosowaniu mechanicznej
matrycy, umozliwiajgcej ,przyczepienie” korzeni i zabezpieczenie ich w ten sposéb
przed uszkodzeniem. Takie unieruchomienie (immobilizacja) moze by¢ przeprowa-
dzone za pomocg wprowadzonego do kolumny barbotazowej koszyka z siatki stalo-
wej [11] lub nylonowej [12|. Ten spos6b immobilizacji stosowano dla kultur korzeni
Trigonella foenum-graceum w bioreaktorze air-lift [12], dla kultur Artemisia annua
w kolumnie barbotazowej [1 lj. Nosnikiem dla korzeni moze by¢ takze poliuretano-
wa pianka. Taki sposéb immobilizacji zastosowano w bioreaktorze air-lift dla korze-
ni Armoratia rusticana [8] i Datura metel [13j. Do unieruchomienia korzeni Artemisia
annua [14] w bioreaktorze air-lift i kolumnie barbotazowej zastosowano poéfki ze sta-
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lowej siatki. Taka metoda umozliwia zabezpieczenie korzeni przed zniszczeniem,
a takze umozliwia wzrost korzeni we wszystkich kierunkach.

2.3. Bioreaktory z mieszaniem hydraulicznym

W bioreaktorach z mieszaniem hydraulicznym energia dostarczana jest za po-
moca zewnetrznej pompy. Do hodowli korzeni wiosnikowatych proponowano bio-
reaktor ze ztozem upakowanym z biomasg rosnacg na mechanicznym nosniku zanu-
rzonym w cyrkulujagcym, napowietrzanym podtozu. Taki bioreaktor zastosowano dla
kultur korzeni witosnikowatych Catharathus roseus [15], Beta vulgaris [16] i Nicotiana
rusticana [17].

W kulturach korzeni Armoracia rusticana zastosowano bioreaktor mieszany hy-
draulicznie, z cyklicznie zalewanym ztozem korzeni immobilizowanych na piance
poliuretanowej [8j.

Do tej grupy bioreaktoréw zaliczany jest takze bioreaktor z ciagta faza gazowa
i rozproszong faza ciekla, w ktérym korzenie zawieszone na nosniku w atmosferze
powietrza, zraszane sa pozywka w sposob ciagly tub okresowy. W tego typu biore-
aktorze przeprowadzono hodowle korzeni Nicotiana glauca, Nicotiana rustica, Datura
stramonium [18], Hyoscyamus muticus [19] i Armoracia rusticana [20].

Bioreaktor z systemem zraszajgcym zastosowano w kulturze korzeni wios$niko-
watych Datura stramonium (21]. Uklad bioreaktora skiadat sie z kilku zasadniczych
czesci; glébwnego bioreaktora o pojemnosci 500 dm”, bioreaktora posiewowego
0 pojemnosci 10 dm” i rury o specjalnej konstrukcji, umozliwiajacej rozdrobnienie
korzeni i sterylng inokulacje gtéwnego bioreaktora. Proces przebiegat w trzech eta-
pach. W pierwszym etapie przez 14 dni namnazano biomase pochodzgca z kolb
wstrzgsanych w bioreaktorze ,wysiewajgcym” w podtozu inokulacyjnym. Po tym
czasie, naczynie wysiewajgce bylo umieszczane bezposrednio nad kro¢cem inokula-
cyjnym bioreaktora gtbwnego i za pomoca rury sterylnie przenoszono biomase.
W drugim etapie rozdrobnione fragmenty korzeni byly recyrkutowane w inokulacyj-
nym podtozu, co powodowato ich zaczepianie na zawieszonych haczykach, nastep-
nie podioze inokulacyjne bytlo wypompowane. W trzecim etapie uruchamiano sys-
tem zraszajacy; korzenie rosty zawieszone na haczykowatych tancuchach w atmos-
ferze powietrza, zraszane podtozem produkcyjnym.

Bioreaktory rozpytowe nazywane tez mgtowymi (mist bioreactor) sg specjalng
konstrukcjg bioreaktora ze zlozem zraszanym. Korzenie transformowane rozwijajg
sie w nich na specjalnych nosnikach w atmosferze jalowego powietrza, natomiast
zasilanie ich w sktadniki odzywcze zachodzi poprzez doprowadzanie pozywki roz-
pylonej w postaci mgly - kropelek o $rednicy kilku mikrometréw. Mgla moze zo-
sta¢ wytworzona za pomocg ultradzwiekowych generatorow mgty [11,22,23] lub
przez zastosowanie dysz rozpylajgcych o specjalnej budowie [24]. W konstrukciji ta-
kiego bioreaktora wyeliminowano warunki powstawania sit Scinajacych i utatwiono
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b)

™V

kosz ruszt

powietrze powietrze

Rys. 3. Bioreaktory z mieszaniem hydraulicznym: a) z wydzielong przestrzenig dla korzeni, b) ze
ztozem zraszanym, na rusztach immobilizacji korzeni, c) rozpylowy - rozpylanie cieczy za pomoca ge-
neratora mgty, d) rozpylowy - rozpylanie cieczy za pomoca dyszy rozpytowe;.

dostep tlenu do wzrastajacej biomasy [25-27], Efekty te warunkujg przydatnos¢ ta-
kiego rodzaju bioreaktora do prowadzenia hodowli korzeni wtosnikowatych.

W pracach eksperymentalnych, ktérych celem bylo poréwnanie réznych typéw
bioreaktoréw do hodowli korzeni transformowanych, stwierdzono wyzszg wydaj-
nos¢ biomasy i metabolitow w bioreaktorach rozpytowych [11,24]. W pracy Kim
i wsp. ]J11] badano produkcje artemizyniny w kulturach korzeni Artemisia annua
w dwoch rodzajach bioreaktorow. Okazato sie, ze trzykrotnie wiecej metabolitu uzy-
skano w bioreaktorze rozpytlowym (2,64 pg/g s.m.) niz w kolumnie barbotazowej
(0,98 pg/g s.m). Nuutila i wsp. ]24] poréwnali wzrost korzeni Fragaria x ananassa
w bioreaktorze z korzeniami zraszanymi (trickling bioreactor), w bioreaktorze roz-
pytowym (mist bioreactor) i kolumnie barbotazowej. Najwyzszy przyrost swiezej bio-
masy uzyskali w bioreaktorze rozpytowym (37 g/dm”), podobny w kolumnie barbota-
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Fot. 1. Uktad bioreaktora zasilanego rozpy- Fot. 2. Kultura korzeni wlosnikowatych
long pozywka. Paulownia tomentosa w bioreaktorze zasilanym roz-
pylong pozywka (0o pojemnosci 5 dm”).

zowej (32 g/dm”), natomiast najnizszy w bioreaktorze zraszanym (24 g/dm®) (24]. Ho-
dowle korzeni Nicotiano tabacum w bioreaktorach: rozpytowym, zraszanym, typu
air-lift oraz w kolbach wstrzasanych poréwnane zostaty w pracy Whitney [4]. Przyrost
biomasy korzeni w bioreaktorze rozpytowym (127,6 g) byt ponad dwukrotnie wyzszy
niz w pozostatych hodowlach. W poréwnaniu z hodowla kultur korzeni Paulownia
tomentosa w kolbach wstrzasanych po 28 dobach hodowli, wyzszg wydajno$¢ bioma-
sy i wyzszag produkcje werbaskozydu uzyskano w bioreaktorze rozpytowym (fot. |
i 2) [27].

2.4. Monitorowanie wzrostu biomasy w bioreaktorach

Podczas prowadzenia hodowli korzeni transformowanych w bioreaktorach za-
sadniczym problemem analitycznym jest oznaczanie biomasy. Poniewaz nie ma moz-
liwosci bezposredniego pomiaru jej przyrostu, w zwigzku z tym poszukuje sie me-
tod posrednich. W celu dobrania odpowiedniej metody pomiaru biomasy obserwo-
wane byly korelacje pomiedzy przyrostem biomasy (Swiezej lub suchej masy) i roz-
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nymi, zmieniajgcymi sie parametrami podtoza. Badane byly zmiany stezenia cukru
[28], zmiany ciSnienia osmotycznego [29,30] i zmiany konduktancji [11,15,28-31],
Pomiar konduktanciji, jako parametru okreslajagcego przyrost biomasy korzeni wtos-
nikowatych wykorzystywany byt w wielu pracach. Prébowano sformutowacé rézne
matematyczne zaleznosci pomiedzy przyrostem biomasy i zmieniajgca sie konduk-
tancjg podioza hodowlanego:

X =AH B« [27,28] &
AX = a Ak [8,27,30] @

gdzie: K - konduktancja, X - masa korzeni, Ak - zmiana konduktancji, AX -
wzrost suchej biomasy, a. A, B - wyznaczone doswiadczalnie wspétczynniki.

Korelacje pomiedzy wzrostem biomasy i zmiang konduktancji zaproponowano dla
kultur korzeni wtosnikowatych P. tomentosa hodowanych w kolbach wstrzgsanych. Po-
miar konduktancji wykorzystano do $ledzenia wzrostu korzeni P, tomentosa w bioreak-
torze rozpytowym o pojemnosci 10 dm”. Korzystajac z wyznaczonych zaleznosci linio-
wych w kolbach wstrzgsanych, wyznaczono hipotetyczny wzrost biomasy w bioreak-
torze. Koncowy wynik uzyskany z liniowej zaleznosci byt nizszy od rzeczywistego
0 6,8%. Stwierdzono, ze konduktancja moze by¢ zastepczym parametrem monito-
rujgcym wzrost biomasy korzeni P. tomentosa w bioreaktorze rozpytowym [27].

Wyznaczenia koricowej masy korzeni na podstawie pomiaréw konduktancji do-
konano w pracy Taya i wsp. dla kultur korzeni A. rusticana [8]. Po 25 dobach hodowli
w bioreaktorze z mieszadlem mechanicznym, na podstawie pomiaru konduktancji,
uzyskano nastepujgce wartosci dotyczace biomasy: 51 kg s.m./m” (rzeczywista
4,8 kg s.m./m™); w bioreaktorze air-lift: 5,1 kg s.m,/m” (rzeczywista 2,8 kg s.m./m3);
w bioreaktorze ze ztozem zraszanym: 7,1 kg s.m./m® (rzeczywista 6,8 kg s.m,/m™).
Duzy btad pomiedzy oszacowang za pomocg konduktancji masg i zwazong masg
rzeczywistg na koncu procesu obserwowano w hodowlach prowadzonych w biore-
aktorze z mieszadtem mechanicznym i typu air-lift. Proponowana metoda nie w kaz-
dym przypadku pozwalata na dokladny pomiar biomasy, ale podczas trwania ho-
dowli dawala obraz jego przebiegu - w fazie najintensywniejszego wzrostu, gwal-
townie malata konduktancja.

W dwuetapowych kulturach korzeni transformowanych Duboisia leichhardtii
w bioreaktorze stwierdzono, ze konduktancja spadata podczas pierwszego etapu
hodowli, czyli w czasie intensywnego wzrostu biomasy korzeni, nhatomiast pozosta-
wata niezmieniona w drugim etapie procesu, podczas produkcji skopolaminy. Takie
obserwacje mogg by¢ istotne w projektowaniu i regulowaniu procesOw biosyntezy
okreslonych metabolitéw [10].

Badanie zmiany stezenia cukru w podtozu pohodowlanym moze takze stanowic
metode posredniego okreslania wzrostu korzeni. Matematyczng zalezno$¢ pomie-
dzy wzrostem korzeni i zmiang zawartosci cukru w pozywce stwierdzono dla korze-
ni Stizolobium hassjoo ]28]:
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X = B+A S (3)

gdzie X - sucha masa korzeni, S - stezenie cukru, A, B - wspditczynniki w réwna-
niu.

Kolejng propozycja byto badanie zmian cisnienia osmotycznego. Takg metode
oszacowania przyrostu biomasy zaproponowano dla korzeni transformowanych
Hyoscyamus muticus (29] i Tagetes patula [30].

Odmienng koncepcjg pomiaru wzrostu korzeni w kulturze bioreaktorowej byto
wyposazenie bioreaktora w statyw o trzech ndézkach, z ktérych jedna (skrécona)
umieszczona bytaby na wadze ]27|. Rozwigzanie to wymagato odpowiedniego wy-
kaiibrowania wskazan wagi jako czesci rzeczywistego przyrostu biomasy w bioreak-
torze. Okresowe przerwy w doprowadzeniu pozywki pozwalaly na pomiar masy bio-
reaktora z rosngcymi korzeniami po sptynieciu nadmiaru pozywki W ten sposob Sle-
dzono przyrost mokrej biomasy. Wykorzystana w eksperymencie metoda nie przy-
niosta jednak oczekiwanego rezultatu, poniewaz waga czesto ulegata rozkalibrowa-
niu, uniemozliwiajgc doktadny pomiar.

3. Kinetyka i modelowanie wzrostu korzeni transformowanych

Badania kinetyki procesu biotechnologicznego obejmujg pomiar i analize szyb-
kosci wzrostu biomasy, szybkosci wykorzystywania sktadnikow podtoza, tworzenia
metabolitow i ustalenie zaleznoSci matematycznych pomiedzy tymi wielkoSciami
132|. Poznanie kinetyki pozwala na opisanie proceséw biologicznych za pomocg
réwnan matematycznych i stworzenie matematycznych modeli wzrostu. W dotych-
czasowym pismiennictwie przedmiotem wielu prac eksperymentalnych jest modelo-
wanie proceséw mikrobiologicznych, pozwalajace przewidzie¢ szybkos$¢ wzrostu
mikroorganizméw ]5,32|. Niewiele natomiast uwagi poswiecono modelowaniu
wzrostu korzeni wtosnikowatych. Kultury korzeni i innych zorganizowanych tkanek
roslinnych znacznie r6znig sie od kultur mikrobiologicznych i roslinnych kultur za-
wiesinowych. Formowanie nowych komérek zachodzi w specyficznych tkankach
merystematycznych, podczas gdy pozostatle komoérki podlegajg czasowym zmianom
w inne typy tkanek, takich jak: floem, ksylem ]33|. Zréznicowanie komorek korzenia
przedstawiono na rysunku jego poprzecznego przekroju (rys. 4). Podejmujac proby
modelowania wzrostu korzeni nalezy uwzgledni¢ fakt, ze nie wszystkie komorki
majg poréwnywalny cykl komérkowy i znajdujg sie w porownywalnych fazach cyklu
komorkowego ]34]. W zwigzku z tym poszukiwane sg metody analizy zmian za-
chodzacych w komérkach podczas wzrostu korzeni ]35].

W badaniach korzeni wilosnikowatych Artemisia annua Wyslouzil i wsp. ]36) ob-
serwowali rzeczywisty wzrost pojedynczych korzeni w specjalnie skonstruowanych
bioreaktorach i opisali wydtuzanie i rozgatezianie sie pojedynczych korzeni w funk-
Cji czasu. Zaproponowana zaleznos¢ ma postac:
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Rys. 4. Schemat poprzecznego przekroju korzenia wg Yu (34): 1) plerom - walec osiowy, 2) pery-
blem - kora pierwotna, 3) floem, 4) ksylem, 5) wtos$niki, 6) epiblema - skérka korzenia, 7) endoderma
- 8rddskodrnia, 8) pasma Caspary’ego.

Przyrost dlugosci = -—"

(4)

, catkowita dtugos$é¢ korzenia
Jednostka wzrostu korzenia = A

()

liczba wierzchotkow

W modelu wzrostu korzeni wtosnikowatych Kino-Oka i wsp. [37], przyjeli za-
tozenia zgodne z morfologig rozgateziania i wydtuzania sie korzeni (rys. 5 ). W mo-
delu tym zatozono, ze:

- zywe GP

D martwe GP

stan pomiedzy dwoma
sasiednimi rozgatezianiami

Rys. 5. Schemat wzrostu korzeni wiosnikowatych wg Kino-Oka i wsp. |38|.
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Warunki wzrostu korzeni transformowanych w bioreaktorach

1) korzenie wilosnikowate rosng w sposob jednowymiarowy, wydtuzajgc sie na
wierzchotku korzenia - merystemie (wierzchotek wzrostu, GP) o dlugosci Lg;

2) podwojenie sie GP w korzeniu wiosnikowatym nastepuje w ciggu niezna-
czacego czasu; kazdy GP rosnie i formuje wysoko rozgateziony korzen witosnikowa-
ty;

/ 3) czynniki Srodowiska, takie jak np. sity $cinajace, powodujg zanikanie GP;

4) korzen jest cylindrem o Srednicy D i dlugosci L.

W podstawowym zatozeniu 1, liniowy wzrost jednego GP opisano rownaniem:
dL/dt = pLc ©)

gdzie ju - wlasciwa szybkos¢ wydtuzania GP; At - czas pomiedzy kolejnymi po-
dziatami GP, At przedstawiono wzorem:

L
At = |dL/(pLc) @

Warunki graniczne:
t=0;L =1L0o;, N = No; (nb=1)
t ~thhb» L — Lnbl ~ ~ ~ALnb | (b — 2)

gdzie: t - czas wzrostu korzeni, L - dlugos¢ korzenia, N - liczba wierzchotkow
GP, indeks 0 - warunki poczatkowe, | nb - wartosci po czasie t| ,b-
Szybkos$¢ niszczenia GP opisano wzorem:

dN/dt = -k N @)

Wyznaczajgc 0ogdlng diugos¢ korzenia L z pierwszego przedstawionego w mode-
lu réwnania, z uwzglednieniem zniszczenia N stozkéw GP, wyznaczono stezenie su-
chej masy korzeni X w nastepujgcej postaci:

X =pir(l-Wc) LD2/4 V )

gdzie: Wc - zawartos¢ wody w korzeniach, X - sucha biomasa korzeni, p - ge-
sto$¢ korzenia, p - specyficzna szybkos¢ wydtuzania, L - dilugos¢ korzenia wto$ni-
kowatego, D - $rednica korzenia, V - objetos¢ podtoza.

W pracy Kim i wsp. [34] i Hjorsto [38] zaproponowano najpierw model roz-
gateziania sie korzenia (rys. 6), a hastepnie pewne modele segregowane wzrostu ko-
rzenia oraz stochastyczny model rozgateziania korzenia z uwzglednieniem zamiera-
nia pewnej ilosci stozkédw wzrostu. Zaproponowany model pozwala okresli¢ ilos¢
frakcji - F(i,N) korzeni o N zywych wierzchotkach, po czasie i-At w sposéb rekuren-
cyjny (na podstawie ilosci frakcji po czasie (i-1)-At).
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t=0 t=At2=2 ) t=Ati =3

t=2At2=4 A"

* t=Ati +At2=5

t=2At | “3At2
Ir

Rys. 6. Schemat przyrostu odgatezieri wg Hjorsto (39]; odgatezienia korzeni sa oznaczone za po-
moca strzatek, a miejsca tworzenia wierzchotka - za pomoca kropek: t - czas wzrostu korzenia, At] -
czas, po ktérym powstaje wierzchotek na korzeniu rodzicielskim, Atz - czas, po ktérym powstaje bocz-
ne odgatezienie z wierzchotka na korzeniu rodzicielskim.

M! N/2 M-N/2

FGi,N)= 2* F(i-1,M a-p) 10
(-N) M=N/2 @ )(N/2)!—(M—N/2)! N

Zaprezentowano réwniez wykorzystanie tego modelu do wyliczenia liczby ko-
rzeni z martwymi wierzchotkami.

j=i [M=r ]

gdzie: At - czas, po ktérym pewna ilos¢ wierzchotkéw korzeni podwaja sie przy
zatozeniu, ze zaden wierzchotek nie obumrze, N - ilos¢ wierzchotkéw powstatych
z ilosci M w czasie At: F(i,N) - ilos¢ frakcji korzeni o N zywych wierzchotkach, po
czasie i-At: F(i,0) - ilos¢ frakcji korzeni z martwymi wierzchotkami, po czasie i-At:
p - prawdopodobienistwo, ze dany wierzchotek ulegnie podwojeniu, a nie obumrze
W czasie At.

Wzrost kultur korzeni transformowanych prébowano opisa¢ réwnaniami wyko-
rzystywanymi w kulturach drobnoustrojowych. Podjeto prébe opisania wzrostu ko-
rzeni wlosnikowatych za pomoca krzywej logistycznej 127,31,39):
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Warunki wzrostu korzeni transformowanych w bioreaktorach

X = XM/(I+Ae-kt) 12

gdzie: Xm - maksymalna masa korzeni, k - wspoétczynnik wzrostu, A - iloraz
masy plonu do masy inokulatu, X - masa korzeni, t - czas hodowli.

Ten model zastosowano dla kultur korzeni wto$nikowatych P. tomentosa i otrzy-
mano: Xm = 10,33 [g/dm3], k = 0,309 [doba'i]; A= 880 [27].

Model logistyczny wzrostu korzeni zaproponowali Moreno-Valenzuela i wsp.
[31L Dla kultur korzeni wtosnikowatych Catharathus roseus; zaproponowano zaleznos¢
X = 13/(1+eh0'i57t)) Model logistyczny przedstawili takze Rijwani i wsp. [39] dla
kultur korzeni Catharathus roseus; dla kilku pasazy otrzymali: X = Xm/(l +e(4.7i-0,27t))*
X=Xm/(1 +e(4.99-0.24t)* X =Xm/! +e(5.i6-0.2it).

Przyrost masy korzeni opisywano takze za pomocag krzywej wykfadniczej:

X = Xn eMt (13)

Ten model wykorzystano w kulturze korzeni wtosnikowatych Paulownia tomentosa
do opisu fazy intensywnego wzrostu korzeni [27]. Wyznaczona wtasciwa szybkos¢
wzrostu dla korzeni P. tomentosa wynosita: p = 0,173 [doba’”], a okres podwojenia
biomasy korzeni tj = 4,01 [doba].

4. Podsumowanie

w badaniach kultur korzeni witosnikowatych waznym i aktualnym kierunkiem
prac jest znalezienie optymalnej do ich wzrostu konstrukcji bioreaktora, umozli-
wiajgcej powiekszenie skali hodowli i komercyjne wykorzystanie korzeni. Obie-
cujgce wyniki osiggnieto w przypadku zastosowania bioreaktora rozpytowego lub
mgtowego nie stosowanego dotychczas do hodowli drobnoustrojéw (mist, nutrient-mist
bioreactor). W pracach badawczych, jak dotad, niewiele uwagi poswiecono kinetyce
i modelowaniu wzrostu korzeni wto$nikowatych, zatem ten obszar inzynierii biore-
aktorowej wymaga intensyfikacji badan.
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