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Konduktancja jako parametr monitorujacy wzrost korzeni wtosnikowatych
Paulownia tomentosa w bioreaktorze

Wstep

Problemem analitycznym w kulturach korzeni transformowanych
w bioreaktorach jest brak mozliwosci bezposredniego oznaczania przy-
rostu biomasy w czasie trwania hodowli. W celu dobrania odpowiedniej
metody monitorowania wzrostu biomasy w wielu pracach obserwowane
byty korelacje pomigdzy przyrostem swiezej lub suchej masy i réznymi,
zmieniajacymi si¢ parametrami podtoza. Jedna z proponowanych metod
byto badanie zmiany stezenia cukru w podtozu pohodowlanym w czasie
trwania procesu. Matematyczna zalezno$¢ pomigdzy wzrostem korzeni
i zmiang zawarto$ci cukru stwierdzono dla korzeni Stizolobium hassjoo
[Huang i inni, 2004]. Kolejna propozycja byly badania zmian ci$nie-
nia osmotycznego, zaproponowane dla oszacowania przyrostu biomasy
korzeni transformowanych Hyoscyamus muticus [Ramakrishnan i inni,
1999] i Tagetes patula [Suresh i inni, 2001]. Pomiary konduktancji dla
okreslenia przyrostu biomasy korzeni wto$nikowatych proponowane
byty w badaniach [Taya, 1989, Suresh, 2005].

W tej pracy badano korelacje pomigdzy wzrostem biomasy i zmiang
konduktancji w kulturach korzeni wlosnikowatych P. tomentosa w kol-
bach wstrzasanych oraz w bioreaktorze rozpylowym o pojemnosci
10 dm’. Stwierdzono, ze konduktancja moze by¢ zastgpczym parame-
trem monitorujacym wzrost biomasy korzeni P. fomentosa w bioreakto-
rze rozpytlowym.

Materiat i metody

Kultury korzeni wiosnikowatych

Korzenie wlosnikowate Paulownia tomentosa (klon G) otrzymano
w Zakladzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Me-
dycznego w Lodzi. Kultury korzeni transformowanych prowadzono
w ciemnosci, w kolbach Erlenmeyera o pojemnosci 300 cm’ zawiera-
jacych po 80 cm’ podtoza WP bez regulatoréw wzrostu, zawierajace-
2o 3% sacharozy, w temperaturze 26°C+2°C, na wytrzasarce rotacyj-
nej 100 obr./min. W celu powigkszenia skali kultury hodowlg korzeni
wlo$nikowatych przeprowadzono w bioreaktorze o pojemnosci 10 dm’
(Rys. 1) zasilanym rozpylona pozywka [Pawtowska, 2004]. Do biore-
aktora wprowadzano sterylnie inokulat pochodzacy z kultur w kolbach
wstrzasanych. Hodowle prowadzono w temperaturze 26+2°C przez
4 tygodnie. W czasie trwania hodowli wykonywano pomiar konduktan-
cji. Po zakonczeniu kazdego cyklu mierzono mokra i sucha masg.

Rys. 1. Uklad bioreaktora rozpylowego o pojemnosci 10 dm’ z szafa sterujaca
umozliwiajaca pomiar konduktancji

Pomiar wzrostu korzeni w kolbach

Przyrost biomasy korzeni okreslano za pomoca oznaczen §wiezej
i suchej masy w g/kolbe i g/dm’. Korzenie wyjmowano z kolb, odsa-
czano na bibule i wazono $wieza mas¢. W celu uzyskania suchej masy,
fragmenty korzeni suszono w suszarce w 100°C przez 1 godzing, a na-
stepnie przez 24 godziny w 80°C.

Pomiar konduktancji

Do oznaczenia konduktancji w podtozu z hodowli w kolbach wstrza-
sanych zastosowano aparat pH / konduktometr CPC-551 firmy Elmetron
i czujnik konduktometryczny — typ CD-2 firmy Hydromet. W hodowli
w bioreaktorze zastosowano konduktometr typu UPM 2000 i czujnik
konduktometryczny firmy Pol-Eko Projekt.

Wyniki i dyskusja

Zbadano zalezno$¢ migdzy zmianami konduktancji a przyrostem bio-
masy korzeni P. tomentosa w kolbach wstrzasanych (Rys. 2). W kul-
turach korzeni transformowanych w kolbach wstrzasanych podczas
pierwszych 20 dni przyrost biomasy byl nieznaczny — widoczna jest
dluga faza adaptacyjna. Do 20 doby hodowli nie obserwowano takze
zmian konduktancji. Poczatek zmian stwierdzono w 25 dobie hodow-
li, a gwaltowny spadek miedzy 35 a 45 doba hodowli, co przypadato
na okres intensywnego wzrostu biomasy. Po 45 dobie hodowli, kiedy
korzenie byly w fazie spowolnionego wzrostu, warto$¢ konduktancji
malata w niewielkim stopniu.

Na rys. 3 przedstawiono wyniki pomiaréw konduktancji mierzonej
w podtozu pohodowlanym bezposrednio po usunigciu z kolby korzeni,
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Rys. 2. Zmiany suchej masy i konduktancji wilasciwej w podtozu WP podczas hodowli
korzeni Paulownia tomentosa w kolbach wstrzasanych

po uzupeknieniu podtoza do jego pierwotnej objgtosci oraz konduktan-
cj¢ wyliczona z uwzglednieniem ilo$ci odparowanej z podtoza wody.
Dynamika zmian we wszystkich wariantach miata podobny przebieg,
jednakze konduktancja oznaczana bezposrednio malala wolniej niz
w dwoch pozostatych wariantach. Zalezno$¢ pomigdzy przyrostem bio-
masy i zmianami konduktancji podloza opisano modelem matematycz-
nym (Rys. 4):
K=aX+b 8

gdzie:

X — biomasa, [g/dm3],

k —konduktancja wtasciwa [mS/cm],
a i b—wyznaczone do$wiadczalnie wspotczynniki.
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Rys. 3. Zmiany wartosci konduktancji podczas hodowli korzeni wto$nikowatych Paulownia
tomentosa
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Rys. 4. Zmiany konduktancji wlasciwej podtoza w funkcji zmian biomasy korzeni
w kolejnych dobach hodowli korzeni wtosnikowatych Paulownia tomentosa
w kolbach wstrzasanych

Otrzymano w ten sposob zaleznosci liniowe dla:
— bezposredniego oznaczenia konduktancji podtoza pohodowlanego:

Kk =3,00 £ 0,05 0,35+ 0,01 )

— oznaczenia po uzupetnieniu podtoza woda do jego pierwotnej objg-
tosci:
Kk =2,66+0,07-0,34 + 0,02X 3)

— z przeliczeniem uwzgledniajacym odparowana wodg:
Kk =2,67+0,06- 0,34 + 0,02X 4)

Pomimo niewielkich réznic, mozna przyjac, ze kazdy sposéb ozna-
czenia kondunktancji moze by¢ wykorzystany do $ledzenia wzrostu
korzeni.

Obliczono takze zalezno$¢ odwrotna, tj. zmian biomasy korzeni
w funkcji zmian konduktancji podtoza, zgodnie z propozycja z pracy
[Suresh i in., 2004]. Otrzymano w ten sposob rownanie

X=8,34+0,25-2,75+0,10x %)

Podczas hodowli korzeni wtosnikowatych w bioreaktorze 10 dm’
(Rys. 1) badano przebieg wzrostu biomasy korzeni, monitorujac zmiany
kondunktancji. Wyniki przedstawiono na rys. 5. Na podstawie wyko-
nanych pomiaréw konduktancji i wykorzystujac do obliczen rownanie
(5) wyznaczono krzywa wzrostu korzeni. Obliczona warto$¢ koncowa
masy korzeni byta o 6,8%nizsza od rzeczywiste;.

Okreslenie koncowej masy korzeni w bioreaktorze na podstawie po-
miar6w konduktancji dla kultur korzeni A. rusticana wykonano w pracy
[Taya i in., 1989]. Po 25 dobach hodowli w bioreaktorze mieszadtowym
wyznaczone konduktometrycznie wartosci suchej masy wynosity: 5,1
kg/m3 (rzeczywista 4,8 kg/m3); w bioreaktorze air-lift: 5,1 kg/m3 (rze-
czywista 2,8 kg/m3); w bioreaktorze ze ztozem zraszanym: 7,1 kg /m’
(rzeczywista 6,8 kg/m3). Duze réznice migdzy biomasg oszacowana za
pomoca konduktancji i rzeczywista zwazona wystgpowaly w bioreak-
torach mieszadtowym i air-lift. Metoda nie w kazdym zatem przypadku
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Rys. 5. Zmiany konduktancji w czasie hodowli korzeni wlo$nikowatych P. tomentosa w bio-
reaktorze rozpytowym o pojemnosci 10 dm’i wyznaczona na tej podstawie dynamika przy-
rostu biomasy

pozwalata na doktadny pomiar biomasy, ale podczas trwania hodowli
dawata obraz jego przebiegu — w fazie najintensywniejszego wzrostu
konduktancja gwaltownie malata. W dwuetapowych kulturach korzeni
transformowanych Duboisia leichhardtii w bioreaktorze stwierdzono,
ze ujemna korelacja wystgpowata migdzy konduktancja a biomasa pod-
czas intensywnego wzrostu biomasy korzeni, ale nie bylo jej w drugim
etapie procesu, podczas produkcji skopolaminy. Takie obserwacje moga
by¢ istotne w projektowaniu i regulowaniu procesow biosyntezy okre-
$lonych metabolitow [Muranaka i in., 1993].

Podsumowanie

W kulturach korzeni wtosnikowatych P. fomentosa w kolbach wstrza-
sanych stwierdzono ujemna korelacj¢ migdzy wzrostem biomasy i zmia-
na kondunktancji w czasie intensywnego namnazania korzeni.

Wyznaczono bezposrednia zalezno$¢ liniowa zmian konduktancji
podtoza w funkcji zmian biomasy korzeni w kolejnych dobach hodowli
i opisano ja rownaniem matematycznym. Zalezno$¢ matematyczna za-
stosowano do §ledzenia wzrostu korzeni P. tomentosa w bioreaktorze
rozpytowym o pojemnosci 10 dm’, na podstawie wynikow pomiaréw
konduktancji. Obliczony wynik koncowy byl nizszy od rzeczywistego
0 6,8%.

Opracowana po$rednia metoda oznaczania przyrostu biomasy pod-
czas prowadzenia kultur roslinnych w bioreaktorze pozwala na przy-
blizone oszacowanie biomasy korzeni wlosnikowatych Paulownia to-
mentosa w bioreaktorze o pojemnosci 10 dm® w oparciu o konduktancje
podtoza.
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