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The conditions of transformed roots growth in bioreactors
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-
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1. Wprowadzenie
Alternatywnym zrodiem wielu cennych produktéw pochodze-

nia roslinnego, m.in. substancji aktywnych farmakologicznie, sub-
stancji aromatycznych, barwnikéw, niektorych biatek (enzymow)
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i specyficznych polisacharydow moga by¢ roslinne kultury in vitro, w tym korzenie
transformowane (transgeniczne, witosnikowate) [1,2]. Korzenie transformowane, po-
wstajace w wyniku transformacji plazmidowego DNA bakterii glebowych Agrobacterium
rhizogenes, charakteryzujg sie szybkim przyrostem biomasy, stabilno$cig genetycz-
na, wydajng, utrzymujaca sie na stalym poziomie biosynteza metabolitéw [1,2].

Hodowle korzeni transformowanych, ktore stosunkowo tatwo przebiegaja w kol-
bach wstrzasanych, stwarzaja problemy w procesach bioreaktorowych. Ze wzgledu
na charakter wzrostu i delikatna strukture korzeni wlo$nikowatych konieczne jest
zastosowanie bioreaktoréw o specjalnej konstrukgcji [3,4].

2. Bioreaktory dla kultur korzeni transformowanych

Bioreaktory dla kultur korzeni transformowanych mozna sklasyfikowac¢ 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 proby powiekszenia
skali hodowli korzeni wio$nikowatych z kolb wstrzgsanych zwigzane byty z uzyciem
bioreaktoréw mieszadlowych zaprojektowanych do proceséw mikrobiologicznych.
W bioreaktorach tych, sity $cinajace wystepujace w strefie pracy mieszadfa niszczyly
delikatng strukture korzeni wtosnikowatych, powodujac powstawanie kalusa [3].
Podobne problemy wystepowaly 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 ulegaly 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
Przykiady zastosowania bioreaktoréw w kulturach korzeni transformowanych
Typ bioreaktora Pol(t(:irrnnr;;) > Kultura Gtéwne metabolity | Literatura
1 2 3 4 5
bioreaktory z mieszaniem mechanicznym

z mieszadiem mechanicznym 0,3 Armoracia rusticana - [8]

2 Tagetes 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 3 4 5
z mieszadiem mechanicznym z oddzie-| 0,3 Duboisia leichhardtii kopolamina [10]
long czeScia mieszadiows 2 Panax ginseng ginzenozydy [9]
3,5 Catharathus roseus ajmalicyna, katarantyna | [15]
14 Datura stramonium hiocsyjamina [42]
bebnowy 1 Daucus carrota - [6]
bebnowy z pianka poliuretanowg do im- 1 Daucus carrota - [6]
mobilizacji korzeni
bioreaktory z mieszaniem pneumatycznym
kolumna barbotazowa 0,25 Hyoscyamus muticus - [19]
1,5 Fragaria X ananassa - [24]
1,5 Artemisia annua artemizynina [11]
2,5 Artemisia annua artemizynina [14]
15 Solanum tuberosum - [43]
20 Coleus forkoskoblii forkoskolina [44]
kolumna barbotazowa z p6tkami 2,5 Artemisia annua rtemizynina [14]
air-lift 1,2 Panax ginseng ginzenozydy [45]
1,5 Nicotina rusticana nikotyna [3]
9 Nicotina rusticana nikotyna [12]
9 Trigonella foenum-graceum | diosgenina [12]
air-lift 7 siatkowymi pétkami 2,5 Artemisia annua artemizynina [14]
air-lift z siatkowym cylindrem do immo- 9 Nicotina rusticana nikotyna [12]
bilizacji korzeni 9 Trigonella foenum-graceum | diosgenina [12]
bioreaktory z mieszaniem hydraulicznym
ze zfozem upakowanym 1 Nicotina rusticana nikotyna [17]
1,4 Beta vulgaris - [22,23]
3,5 Catharanbus roseus ajmalicyna, katarantyna |  [15]
ze zlozem zraszanym 1,4 Hyoscyamus muticus - [19]
4 Fragaria X ananassa - [24]
ze ztozem cyklicznie zraszanym 0,25 | Hyoscyamus mulicus - (191
0,3 Armoracia rusticana - (8]
ze zlozem cyklicznie zalewanym 03 Armoracia rusticana - (8]
rozpytowy 1,5 Arlemisia annua artemizynina [11]
1,8 Carthamus tinctorius - [22,23]
1,8 Beta vulgaris - [22,23]
3 Stizolobium hassjoo [28]
4 Fragaria X ananassa - [24]
5 Paulownia tomentosa werbaskozyd [27]
9 Atropa belladonna atropina [46]
10 Paulownia fomentosa werbaskozyd [27]

2.1. Bioreaktory z mieszaniem mechanicznym

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 Nicotiana rustica [3], Panax ginseng [9] i Duboisia leichhardtii [10] potwierdzono
skutecznos¢ zastosowanej zmodyfikowanej konstrukcji bioreaktora z mieszadlem
mechanicznym.
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Rys. 1. Bioreaktory z mieszaniem: a) bebnowy, b) klasyczny z mieszadtem mechanicznym do proce-
s6w mikrobiologicznych, c¢) z mieszadlem mechanicznym z wydzielong cze$cia do wzrostu korzeni,
d) z mieszadlem mechanicznym - smiglowym 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 poprawifo ogé6lna wydajnos¢ procesu [6].

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

wem pecherzykéw sprezonego powietrza wprowadzanych przez dysze w dolnej
czesci bioreaktora. Do hodowli korzeni transformowanych proponowane sg zaréw-
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Rys. 2. Bioreaktory z mieszaniem pneumatycznym: a) kolumna barbotazowa z wktadem mechanicz-
nym, c) kolumna barbotazowa z pétkami, d) bioreaktor typu air-lift, e) bioreaktor typu air-lift z no$nikiem
mechanicznym z wewnetrzna recylkulacja, f) bioreaktor typu air-lift z no$nikiem mechanicznym z zew-
netrzng recyrkulacja, g) bioreaktor typu air-lift z pétkami, h) bioreaktor typu air-lift z zewnetrzng rurg re-
cyrkulacyjng.

no kolumny barbotazowe jak i bioreaktory typu air-lift [7,8,11]. Korzystna okazala
sie modyfikacja tego typu bioreaktoréw polegajaca na zastosowaniu mechanicznej
matrycy, umozliwiajacej , przyczepienie” korzeni i zabezpieczenie ich w ten sposob
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 [11]. 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 [13]. Do unieruchomienia korzeni Artemisia
annua [14] w bioreaktorze air-lift i kolumnie barbotazowej zastosowano poiki 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-
mocg zewnetrznej pompy. Do hodowli korzeni wlo$nikowatych proponowano bio-
reaktor ze zlozem upakowanym z biomasa rosngca na mechanicznym nos$niku zanu-
rzonym w cyrkulujacym, napowietrzanym podtozu. Taki bioreaktor zastosowano dla
kultur korzeni wtosnikowatych Catharathus roseus [15], Beta vulgaris [16] i Nicotiana
rusticana [17].

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

Do tej grupy bioreaktoréw zaliczany jest takze bioreaktor z ciggta faza gazowa
i rozproszong fazg ciekla, w ktérym korzenie zawieszone na no$niku w atmosferze
powietrza, zraszane sa pozywka w sposob ciagly lub 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 zraszajacym zastosowano w kulturze korzeni wiosniko-
watych Datura stramonium [21]. Uklad bioreaktora skiadat sie z kilku zasadniczych
czeSci: gléwnego bioreaktora o pojemnosci 500 dm3, bioreaktora posiewowego
o pojemnosci 10 dm?3 i rury o specjalnej konstrukgcji, umozliwiajacej rozdrobnienie
korzeni i sterylng inokulacje gtéwnego bioreaktora. Proces przebiegal w trzech eta-
pach. W pierwszym etapie przez 14 dni namnazano biomase pochodzaca z kolb
wstrzgsanych w bioreaktorze ,wysiewajacym” w podiozu inokulacyjnym. Po tym
czasie, naczynie wysiewajace bylo umieszczane bezposrednio nad kr6¢cem inokula-
cyjnym bioreaktora gtébwnego i za pomoca rury sterylnie przenoszono biomase.
W drugim etapie rozdrobnione fragmenty korzeni byty recyrkulowane w inokulacyj-
nym podiozu, co powodowato ich zaczepianie na zawieszonych haczykach, nastep-
nie podloze inokulacyjne byto wypompowane. W trzecim etapie uruchamiano sys-
tem zraszajacy; korzenie rosly zawieszone na haczykowatych tancuchach w atmos-
ferze powietrza, zraszane podiozem produkcyjnym.

Bioreaktory rozpylowe nazywane tez mglowymi (mist bioreactor) sa specjalng
konstrukcjg bioreaktora ze ztozem zraszanym. Korzenie transformowane rozwijaja
sie w nich na specjalnych nosnikach w atmosferze jalowego powietrza, natomiast
zasilanie ich w skfadniki odzywcze zachodzi poprzez doprowadzanie pozywki roz-
pylonej w postaci mgly — kropelek o srednicy kilku mikrometrow. Mgia moze zo-
sta¢ wytworzona za pomoca ultradzwiekowych generatoréow mgty [11,22,23] lub
przez zastosowanie dysz rozpylajacych o specjalnej budowie [24]. W konstrukgji ta-
kiego bioreaktora wyeliminowano warunki powstawania sit cinajacych i utatwiono
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Rys. 3. Bioreaktory z mieszaniem hydraulicznym: a) z wydzielona przestrzenig dla korzeni, b) ze
zlozem zraszanym, na rusztach immobilizacji korzeni, c) rozpylowy — rozpylanie cieczy za pomocg ge-
neratora mgly, d) rozpylowy — rozpylanie cieczy za pomoca dyszy rozpylowej.

dostep tlenu do wzrastajgcej biomasy [25-27]. Efekty te warunkuja przydatnos$¢ ta-
kiego rodzaju bioreaktora do prowadzenia hodowli korzeni wtosnikowatych.

W pracach eksperymentalnych, ktérych celem bylo poréwnanie réznych typow
bioreaktorow do hodowli korzeni transformowanych, stwierdzono wyzsza wydaj-
no$¢ biomasy i metabolitow w bioreaktorach rozpytowych [11,24]. W pracy Kim
i wsp. [11] badano produkcje artemizyniny w kulturach korzeni Artemisia annua
w dwoch rodzajach bioreaktoréw. Okazato sie, ze trzykrotnie wiecej metabolitu uzy-
skano w bioreaktorze rozpytowym (2,64 pg/g s.m.) niz w kolumnie barbotazowej
(0,98 ng/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 §wiezej bio-
masy uzyskali w bioreaktorze rozpytowym (37 g/dm?3), podobny w kolumnie barbota-
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Fot. 1. Uklad bioreaktora zasilanego rozpy- Fot. 2. Kultura korzeni wiosnikowatych
lona pozywka. Paulownia tomentosa w bioreaktorze zasilanym roz-
pylona pozywka (o pojemnosci 5 dm3).

zowej (32 g/dm3), natomiast najnizszy w bioreaktorze zraszanym (24 g/dm3) [24]. Ho-
dowle korzeni Nicotiana tabacum w bioreaktorach: rozpytowym, zraszanym, typu
air-lift oraz w kolbach wstrzgsanych poréwnane zostaly w pracy Whitney [4]. Przyrost
biomasy korzeni w bioreaktorze rozpytowym (127,6 g) byt ponad dwukrotnie wyzszy
niz w pozostalych hodowlach. W porownaniu z hodowlg kultur korzeni Paulownia
tomentosa w kolbach wstrzasanych po 28 dobach hodowli, wyzszg wydajno$¢ bioma-
sy i wyzszg produkcje werbaskozydu uzyskano w bioreaktorze rozpytowym (fot. 1
i2)[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 zwiazku 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 r6z-
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nymi, zmieniajgcymi sie parametrami podioza. Badane byly zmiany stezenia cukru
[28], zmiany ci$nienia osmotycznego [29,30] i zmiany konduktancji [11,15,28-31].
Pomiar konduktangji, jako parametru okreslajgcego przyrost biomasy korzeni wtos-
nikowatych wykorzystywany byt w wielu pracach. Prébowano sformutowac rézne
matematyczne zalezno$ci pomiedzy przyrostem biomasy i zmieniajgcg sie konduk-
tancja podtoza hodowlanego:

X = A+ B« [27,28] (1)
AX = a [] Ax [8,27,30] (2)

gdzie: ¥ — konduktancja, X — masa korzeni, Ax — zmiana konduktancji, AX -
wzrost suchej biomasy, a, A, B — wyznaczone doswiadczalnie wspo6tczynniki.

Korelacje pomiedzy wzrostem biomasy i zmiang konduktancji zaproponowano dla
kultur korzeni wto$nikowatych P. tomentosa hodowanych w kolbach wstrzgsanych. Po-
miar konduktancji wykorzystano do $ledzenia wzrostu korzeni P. tomentosa w bioreak-
torze rozpylowym o pojemnosci 10 dm3. Korzystajac z wyznaczonych zaleznosci linio-
wych w kolbach wstrzasanych, wyznaczono hipotetyczny wzrost biomasy w bioreak-
torze. Koncowy wynik uzyskany z liniowej zaleznosci byl nizszy od rzeczywistego
o 6,8%. Stwierdzono, ze konduktancja moze by¢ zastepczym parametrem monito-
rujgcym wzrost biomasy korzeni P. tomentosa w bioreaktorze rozpytowym [27].

Wyznaczenia koncowej 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 mieszadtem mechanicznym, na podstawie pomiaru konduktancji,
uzyskano nastepujace wartosci dotyczace biomasy: 5,1 kg s.m./m3 (rzeczywista
4,8 kg s.m./m3); w bioreaktorze air-lift: 5,1 kg s.m./m3 (rzeczywista 2,8 kg s.m./m3);
w bioreaktorze ze zlozem zraszanym: 7,1 kg s.m./m3 (rzeczywista 6,8 kg s.m./m3).
Duzy bigd pomiedzy oszacowana 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 doktadny pomiar biomasy, ale podczas trwania ho-
dowli dawala obraz jego przebiegu — w fazie najintensywniejszego wzrostu, gwat-
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, natomiast pozosta-
wala niezmieniona w drugim etapie procesu, podczas produkcji skopolaminy. Takie
obserwacje moga by¢ istotne w projektowaniu i regulowaniu proceséw biosyntezy
okreslonych metabolitow [10].

Badanie zmiany stezenia cukru w podlozu pohodowlanym moze takze stanowic
metode posredniego okre$lania wzrostu korzeni. Matematyczng zalezno$¢ pomie-
dzy wzrostem korzeni i zmiang zawartos$ci 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 — wspoéiczynniki w rowna-
niu.

Kolejna propozycja byto badanie zmian ciSnienia osmotycznego. Taka metode
oszacowania przyrostu biomasy zaproponowano dla korzeni transformowanych
Hyoscyamus muticus [29] i Tagetes patula [30].

Odmienng koncepcja pomiaru wzrostu korzeni w kulturze bioreaktorowej byto
wyposazenie bioreaktora w statyw o trzech nézkach, z ktérych jedna (skrécona)
umieszczona bytaby na wadze [27]. Rozwigzanie to wymagalo odpowiedniego wy-
kalibrowania wskazan wagi jako cze$ci rzeczywistego przyrostu biomasy w bioreak-
torze. Okresowe przerwy w doprowadzeniu pozywki pozwalaty na pomiar masy bio-
reaktora z rosnacymi korzeniami po sptynieciu nadmiaru pozywki W ten sposéb S§le-
dzono przyrost mokrej biomasy. Wykorzystana w eksperymencie metoda nie przy-
niosta jednak oczekiwanego rezultatu, poniewaz waga czesto ulegata rozkalibrowa-
niu, uniemozliwiajac doktadny pomiar.

3. Kinetyka i modelowanie wzrostu korzeni transformowanych

Badania kinetyki procesu biotechnologicznego obejmujg pomiar i analize szyb-
ko$ci wzrostu biomasy, szybkosci wykorzystywania sktadnikéw podtoza, tworzenia
metabolitow i ustalenie zalezno$ci matematycznych pomiedzy tymi wielkoSciami
[32]. Poznanie kinetyki pozwala na opisanie proceséw biologicznych za pomoca
roéwnan 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 komorek zachodzi w specyficznych tkankach
merystematycznych, podczas gdy pozostate komorki podlegaja czasowym zmianom
w inne typy tkanek, takich jak: floem, ksylem [33]. Zr6znicowanie komérek korzenia
przedstawiono na rysunku jego poprzecznego przekroju (rys. 4). Podejmujgc proby
modelowania wzrostu korzeni nalezy uwzgledni¢ fakt, ze nie wszystkie komérki
maja poréwnywalny cykl komorkowy i znajduja sie w poréwnywalnych fazach cyklu
komorkowego [34]. W zwigzku z tym poszukiwane sg metody analizy zmian za-
chodzacych w komorkach podczas wzrostu korzeni [35].

W badaniach korzeni wtosnikowatych Artemisia annua Wyslouzil i wsp. [36] ob-
serwowali rzeczywisty wzrost pojedynczych korzeni w specjalnie skonstruowanych
bioreaktorach i opisali wydiuzanie i rozgatezianie sie pojedynczych korzeni w funk-
¢ji czasu. Zaproponowana zalezno$¢ 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) wtosniki, 6) epiblema — skorka korzenia, 7) endoderma
— $rodskornia, 8) pasma Caspary’ego.

_LO

Przyrost dtugosci = 4

0

catkowita dtugos¢ korzenia

(5)

Jednostka wzrostu korzenia = - - -
liczba wierzchotkow

W modelu wzrostu korzeni wto$nikowatych Kino-Oka i wsp. [37], przyjeli za-
lozenia zgodne z morfologig rozgaleziania i wydtuzania sie korzeni (rys. 5). W mo-
delu tym zalozono, ze:

B zywe GP

D martwe GP

stan poczgtkowy stan pomiedzy dwoma
sgsiednimi rozgatezianiami

Rys. 5. Schemat wzrostu korzeni wlosnikowatych wg Kino-Oka i wsp. [38].
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Warunki wzrostu korzeni transformowanych w bioreaktorach

1) korzenie wio$nikowate rosng w spos6b jednowymiarowy, wydtuzajgc sie na
wierzchotku korzenia — merystemie (wierzcholek wzrostu, GP) o dtugosci Lg;

2) podwojenie sie GP w korzeniu wlosnikowatym nastepuje w ciggu niezna-
czacego czasu; kazdy GP ros$nie i formuje wysoko rozgateziony korzen wtosnikowa-
ty;

3) czynniki $rodowiska, takie jak np. sity Scinajgce, powoduja zanikanie GP;

4) korzen jest cylindrem o $rednicy D i diugosci L.

W podstawowym zatozeniu 1, liniowy wzrost jednego GP opisano rownaniem:
dL/dt = plg (6)

gdzie u — wlasciwa szybkos$¢ wydluzania GP; At — czas pomiedzy kolejnymi po-
dziatami GP, At przedstawiono wzorem:
L
At= dL| pL, (7)
0
Warunki graniczne:
t=0;L=Ly; N=Ng;(np=1)
t=1tinp; L= Linb; N=Nypps (np22)

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

dN/dt = k N (8)

Wyznaczajac og6lng 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 =pn(l-W,)LD4V 9)

gdzie: W. — zawarto$¢ wody w korzeniach, X — sucha biomasa korzeni, p — ge-
sto$¢ korzenia, p — specyficzna szybko$¢ wydtuzania, L — ditugos$¢ korzenia wtosni-
kowatego, D — $rednica korzenia, V — objeto$¢ podtoza.

W pracy Kim i wsp. [34] i Hjorsto [38] zaproponowano najpierw model roz-
galeziania sie korzenia (rys. 6), a nastepnie pewne modele segregowane wzrostu ko-
rzenia oraz stochastyczny model rozgaleziania korzenia z uwzglednieniem zamiera-
nia pewnej ilo$ci stozkow wzrostu. Zaproponowany model pozwala okresli¢ ilo$¢
frakcji — F(i,N) korzeni o N zywych wierzchotkach, po czasie i[JAt w spos6b reku-
rencyjny (na podstawie ilosci frakcji po czasie (i-1)JAt).
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t=0 tzAtz =2 tzAt1 =3
.———." ey p—————P e > ¢ ‘ >
t=2At,=4 «”
pmr l o> ' i S
....................... > t=Aty +At,=5
L
v
] l

t=2At1 =3At2 =6
<4

v

Rys. 6. Schemat przyrostu odgalezien wg Hjorsto [39]; odgalezienia korzeni sg oznaczone za po-
moca strzatek, a miejsca tworzenia wierzchotka — za pomoca kropek: t — czas wzrostu korzenia, Aty —
czas, po ktéorym powstaje wierzchotek na korzeniu rodzicielskim, At, — czas, po ktérym powstaje bocz-
ne odgatezienie z wierzchotka na korzeniu rodzicielskim.

2 ! .
FiN= Fi-1,M M p¥2 1.p (10)
vz N/2! M-N/2!

Zaprezentowano réwniez wykorzystanie tego modelu do wyliczenia liczby ko-
rzeni z martwymi wierzchotkami.
i 2" M
Fi0 = Fj-1i,M 1-p (11)
=1 M=t
gdzie: At — czas, po ktorym pewna ilo$¢ wierzchotkéw korzeni podwaja sie przy
zatozeniu, ze zaden wierzchotek nie obumrze, N — ilo$¢ wierzchotkéw powstatych
z iloSci M w czasie At: F(i,N) — ilo$¢ frakcji korzeni o N zywych wierzchotkach, po
czasie i[JAt: F(i,0) — ilos¢ frakcji korzeni z martwymi wierzchotkami, po czasie
illAt: p — prawdopodobienstwo, ze dany wierzcholek ulegnie podwojeniu, a nie ob-
umrze w czasie At.
Wzrost kultur korzeni transformowanych probowano opisaé¢ réwnaniami wyko-
rzystywanymi w kulturach drobnoustrojowych. Podjeto prébe opisania wzrostu ko-
rzeni wio$nikowatych za pomoca krzywej logistycznej [27,31,39]:
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X = Xy/(1+Aek ) (12)

gdzie: X, — maksymalna masa korzeni, k — wspoéiczynnik wzrostu, A — iloraz
masy plonu do masy inokulatu, X — masa korzeni, t — czas hodowli.

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

Model logistyczny wzrostu korzeni zaproponowali Moreno-Valenzuela i wsp.
[31]. Dla kultur korzeni wiosnikowatych Catharathus roseus; zaproponowano zalezno$¢
X = 13/(1+e(0.157t) Model logistyczny przedstawili takze Rijwani i wsp. [39] dla
kultur korzeni Catharathus roseus; dla kilku pasazy otrzymali: X = Xpy/(1+e(4.71-0.27t))
X=Xum/(1 +e(4,99—0,24t))‘ X=Xpm/1 +e(5,16-0,21¢)

Przyrost masy korzeni opisywano takze za pomocg krzywej wyktadniczej:

X = XO ent (13)

Ten model wykorzystano w kulturze korzeni wio$nikowatych Paulownia tomentosa
do opisu fazy intensywnego wzrostu korzeni [27]. Wyznaczona wtasciwa szybkos$¢
wzrostu dla korzeni P. tomentosa wynosifa: p = 0,173 [doba’!], a okres podwojenia
biomasy korzeni ty = 4,01 [dobal].

4. Podsumowanie

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