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Scaling up the Paulownia tomentosa hairy roots’ culture
Summary

Hairy roots, characterized by rapid and stable growth, can be considered as
a source of natural plant’s metabolites. The commercial utilization of roots is
limited because of the difficulties during the culture in scaling up and designing
of bioreactors, which could meet the requirements of optimal conditions of cul-
ture.

The transformed root cultures of Paulownia tomentosa were conducted in
shaking flasks of 300 cm” containing 80 cm” hormone-free WP medium, with
3% of sucrose.

A mist bioreactor was also designed for transformed roots’ cultures. Its
glass prototype of 5 dm” volume was used for optimization of hairy roots of
Paulownia tomentosa. In the bioreactor containing | dm® of the medium, after
28 days the dry mass harvest was 10.5-20.5 g depending on culture variants.
The total amount of the main metabolite - verbascoside in these roots was
860-1-1170 mg in one culture (56-"72 mg/g of dry mass).

The research performed on the prototype bioreactor enabled the optimiza-
tion ofits construction. It resulted in a new laboratory bioreactor of 10 dm” vol-
ume made of glass and stainless steel.
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Powigkszenie skali hodowli korzeni wiosnikowatych Paiilownia tomentosa

1. Wprowadzenie

Korzenie wlosnikowate mozna otrzymac¢ w wyniku transformaciji catych roslin,
ich czesci lub roslinnych kultur in vitro bakteriami Agrobacterium rhizogenes. W wyni-
ku zakazenia rosliny, nastepuje integracja fragmentu T-DNA tego plazmidu z DNA
komorki roslinnej (1,2). Korzenie te charakteryzujg sie szybkim tempem wzrostu
i genetyczng stabilnoscig oraz moga wytwarza¢ metabolity wtorne charakterystycz-
ne dla rosliny macierzystej na poziomie do niej poréwnywalnym (3-6), a nawet wyz-
szym (4,7). Korzenie transformowane moga tez by¢ zrédtem nowych zwigzkow, in-
nych niz te, ktére wystepuja w roslinach rosnacych naturalnie (4); posiadaja tez
zdolno$¢ biotransformacji ré6znego typu egzogennych prekursoréw (8). Korzenie
witosnikowate moga takze stuzy¢ do regeneracji roslin (9,10).

W badaniach uzyte byty korzenie transformowane paulowni puszystej (Paulownia
tomentosa Steudt., rodzina Scrophiilariaceae). Paulownia jest rosling od wiekéw wy-
korzystywana w medycynie chifiskiej w leczeniu schorzerh watroby i serca, zawie-
rajagcg rowniez sktadniki o wtasciwosciach odkazajacych i przeciwbakteryjnych. Sub-
stancjami biologicznie czynnymi sa: glikozydy fenylopropaidowe (m.in. werbasko-
zyd), glikozydy irydoidowe, glikozydy fenolowe, kwasy fenolowe, lignany, pochodne
furanochinonu (11,12)

2. Materiat i metody

2.1. Materiat

W badaniach wykorzystano kultury korzeni transformowanych Paulownia tomen-
tosa, szczep E otrzymane w Zaktadzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersy-
tetu Medycznego w todzi. Kultury korzeni transformowanych prowadzono w kol-
bach wstrzgsanych i bioreaktorze rozpytowym.

2.2. Kultury korzeni wio$nikowatych

2.2.1. Kultury w kolbach wstrzasanych

Kultury korzeni transformowanych prowadzano w kolbach Erlenmeyera o po-
jemnosci 300 cm” zawierajgcych po 80 cm” podtoza WP (13) bez regulatoréw wzro-
stu. W | dm” podioza znajdowaly sie: sacharoza - 30 g, KH2PO4 - 170 mg,
NH4NO3 - 400 mg, MgS04 - 180,7 mg, CaCl2 - 72,5 mg, Ca(N03)2 + H20 - 555 mg,
K2S04 - 990 mg: H3BO3 - 6,2 mg, MnS04 + 4 H20 - 25 mg, FeS04+7 H20 - 37,5 mg.
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ZnS04 + 7 H20 - 8,6 mg, CUSO4 + 5 H20 - 0,25 mg, Na2Mo04 + 2 H20 - 0,25 mg,
tiamina - 0,4 mg, pirydoksyna - 0,1 mg, kwas nikotynowy - 0,5 mg, inozytol -
100 mg.

Do kolb wprowadzano fragmenty korzeni w iloéci okoto 0,015 g. Kolby umiesz-
czano na wytrzasarce 100 obr./min w ciemnym fitotronie, w temperaturze 26°C
i przy wilgotnosci 80-90%. W tych warunkach kultury prowadzono przez 55 dni
w trzech seriach po 3-5 powtdrzen. Co 5 dni pobierano préby do analiz. Przeprowa-
dzono trzy warianty hodowli; 1) préba odniesienia - kontrolna, 2) préba uzupetniona
jonami fosforanowymi w 25 dniu hodowli, 3) préba z catkowitg wymiang podioza po
45 dniach hodowli.

2.2.2. Kultury korzeni wlos$nikowatych w bioreaktorze

Giéwny, szklany zbiornik (Buchi) zestawu o pojemnosci catkowitej 5 dm” ma
ksztatt cylindra z wypuktym dnem i kr6¢cem pozwalajagcym na catkowity sptyw nad-
miaru pozywki. W pokrywie znajduja sie kro¢ce: inokulacyjny, odprowadzajacy po-
wietrze oraz pozwalajgcy na wprowadzenie czujnika temperatury. W gornej czesci
wnetrza bioreaktora znajduje sie siatka ze stali kwasoodpornej, na ktérej umiesz-
czane sg korzenie. Szklany zbiornik posredniczacy (Biichi) zawierajacy pozywke ma
pojemnos¢ 1,5 dm”, wyposazony jest w ptaszcz termostatowy i kro¢ce: doprowa-
dzajacy i wyprowadzajacy pozywke, umozliwiajacy pobranie préb i wprowadzenie
elektrod pomiarowych oraz wyréwnujacy cisnienie (schemat 1). Pozywka ze zbiorni-
ka posredniczacego jest doprowadzana do zbiornika giéwnego przy uzyciu pompy
perystaltycznej typu CMF 10 (Chemap) i rozpylana przez polipropylenowa dysze
0 przeptywie strumieniowo-wirowym. Skraplajaca sie ciecz sptywa na dno zbiorni-
ka, a nastepnie wraca do zbiornika posredniczacego. Cykl pracy pompy jest regulo-
wany za pomocg zegara sterujgcego MC 5B (Fael). Konstrukcja bioreaktora zapew-
nia rozwoéj korzeni w warunkach aseptycznych, w atmosferze jalowego powietrza
przez caly czas pracy bioreaktora. Temperatura pozywki w granicach 25-*27°C jest
utrzymywana przy uzyciu termostatu Thermomix (Braun Biotech International).

Zbiornik posredniczacy napetniano | dm” pozywki WP z 3% zawartoscig sacharo-
zy bez regulatoréw wzrostu i w catosci sterylizowano w autoklawie. Do bioreaktora
wprowadzano inokulat pochodzgcy z kultur w 300 cm” kolbach wstrzgsanych. Ho-
dowle prowadzono w temperaturze 26°C + 2°C, regulujac ja na bazie pomiaru tem-
peratury w gornej i dolnej czesci bioreaktora. Bioreaktor zasilany byt sterylnym po-
wietrzem w ilosci 0,8 cm”~/min. Po dwéch tygodniach hodowli do zbiornika posred-
niczacego dodawano wariantowo 0,5 dm”: podioza WP (préba kontrolna), wody de-
stylowanej, wody destylowanej z jonami amonowymi, wody destylowanej z jonami
fosforanowymi lub catkowicie wymieniano podtoze WP (1 dm”). Hodowle prowa-
dzono przez 4 tygodnie. Po zakoriczeniu kazdej hodowli mierzono mokrg i suchag
biomase oraz zawartos¢ gtéwnego metabolitu, tj. werbaskozydu.
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Schemat 1. Uklad bioreaktora rozpytowego; a) gtéwny zbiornik, b) zbiornik pomocniczy; | - siat-
.2 - dysza rozpytowa, 3,4 - termometr, 5 - wlot powietrza, 6 - kréciec inokiilacyjny, 7 - wylot
wietrza, 8 - odplyw podioza, 9 - filtr powietrza, 10 - szafa sterujgca, 11 - pompa perystaltycz-
. 12 - plaszcz grzejny, 13 - termostat.

2.3. Oznaczanie Swiezej i suchej masy

Po odsgczeniu korzeni na bibule wazono $wieza (mokrg) mase i wynik wyrazano
w g/kolbe i w g/dm”. W celu oznaczenia suchej masy, Swiezg biomase suszono
w 100°C przez 60 min, a nastepnie przez 24 h w 80°C. Obliczano procentowg zawar-
tos¢ suchej masy i zawartos¢ suchej masy w g/kolbe i g/dm”.
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2.4. Oznaczanie konduktancji i pH podtoza

Do oznaczenia konduktancji zastosowano aparat pH/konduktormetr CPC-551 fir-
my ,Elmetron” i czujnik konduktometryczny - typ CD-2 firmy ,Hydrometr”. War-
tos¢ pH mierzono za pomoca elektrody ERH-11.

2.5. Analiza chemiczna sktadu podioza

Zawartos¢ sacharozy, glukozy i fruktozy oznaczano za pomocg aparatu HPLC fir-
my ,Waters”, detektor Rl 410, wykorzystano kolumne Shodex SH-1011, jako eluet
zastosowano 0,01 N roztwoér kwasu siarkowego.

Zawarto$¢ ortofosforanéw oznaczano wedtug normy PN 89-C 04537/02, zawar-
tos¢ jondbw amonowych - metodg salicylanowg za pomocg testu Hasch - nr 8155,
a zawartos¢ jondw azotanowych - metoda redukcyjna z uzyciem kadmu za po-
mocg testu Hasch - nr 8039.

2.6. Oznaczenie zawartosci werbaskozydu w korzeniach

Wysuszone, rozdrobnione korzenie ekstrahowano metanolem i poddawano ana-
lizie chromatograficznej na zawartos¢ werbaskozydu przy uzyciu aparatu HPLC fir-
my ,Waters”, wykorzystujgc detektor PDA przy dtugosci fali 322 nm i kolumne
C - 18 - RP (0,39 x 15).

3. Wyniki i wnioski

Badania prowadzono z uzyciem kultur korzeni transformowanych Paulownia
tomentosa szczep E w kolbach wstrzgsanych i bioreaktorze rozpytowym. Przeprowa-
dzono trzy rodzaje hodowli korzeni transformowanych w kolbach wstrzgsanych;
probe kontrolng w podtozu WP, hodowle z catkowitg wymiang podtoza w 45 dobie,
oraz hodowle uzupetniong w 25 dobie roztworem fosforanu potasowego do steze-
nia 170 mg/dm”. Po zakoriczeniu hodowli mierzono Swiezg i suchg mase korzeni
i oznaczano zawartos¢ werbaskozydu w biomasie. W podiozu pohodowlanym
oznaczano konduktancje i pH, a takze zawarto$¢ jonéw fosforanowych, amono-
wych i azotanowych. W prébie kontrolnej do pietnastego dnia przyrost biomasy
byt nieznaczny (faza adaptacyjna), w tym okresie obserwowano niewielki spadek
cukru w podiozu, a takze niewielkie zuzycie jondw fosforanowych i amonowych,
stezenie jondw azotanowych pozostawato na stalym poziomie. Wysoki przyrost
biomasy obserwowano od 30 do 45 dnia hodowli, z jednoczesnym szybkim zuzy-
ciem sacharozy, jondw fosforanowych i amonowych; stezenie jondw azotano-
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Wykres 1. Zmiany zawartosci cukru, jonéw fosforanowych, amonowych i azotanowych w podtozu WP
w czasie hodowli korzeni wiosnikowatych Paulownia tomentosa, przyrost biomasy - préba kontrolna.

wych spadalo dopiero po prawie catkowitym wykorzystaniu jondw amonowych
(wykres 1).

Poréwnano prébe kontrolng z pozostatymi wariantami hodowli. Catkowita wy-
miana podtoza spowodowata wyzszy przyrost biomasy i zwiekszenie produkcji wer-
baskozydu, a dodanie do podioza jondéw fosforanowych spowodowato nizszy przy-
rost biomasy i w efekcie nizszg produkcje werbaskozydu (wykres 2 i 3). We wszyst-
kich trzech wariantach hodowli stwierdzono korelacje miedzy wzrostem suchej
masy korzeni a spadkiem wartosci konduktancji podtoza. We wszystkich kulturach,
w czasie pierwszych 30 dni hodowli, gdzie przyrost biomasy byt niewielki, konduk-
tancja zmieniata sie w niewielkim stopniu. Od 35 doby konduktancja spadata
gwaltownie z réwnoczesnym szybkim przyrostem biomasy korzeni. W hodowli
z catkowita wymiang podioza stwierdzono, ze od 65 dnia konduktancja wzrasta,
prawdopodobnie spowodowane jest to niszczeniem (destrukcjg) korzeni i uwalnia-
niem do podtoza zwigzkoéw zawartych w komorce. Od 65 doby stwierdzono réw-
niez spadek zawarto$ci werbaskozydu.
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Wykres 2. Przyrost suchej masy dla ré6znych wariantéw kultur korzeni transformowanych Paulownia
tomentosa w kolbach wstrzasanych.
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Wykres 3. Wydajno$¢ werbaskozydu dla réznych wariantéw kultur korzeni transformowanych
Paulownia tomentosa w kolbach wstrzasanych.
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Wykres 4. Przyrost biomasy i zmiany konduktancji w czasie hodowli korzeni transformowanych
Paulownia tomentosa w kolbach wstrzasanych - préba kontrolna.

Pomiar konduktancji podtoza byt dokonywany w celu znalezienia korelacji po-
miedzy zmiang konduktancji i przyrostem biomasy. Wyznaczenie takiej zaleznosci
jest przydatne do okreslenia dynamiki wzrostu biomasy podczas hodowli korzeni
w bioreaktorze, gdzie nie jest mozliwe bezposrednie jej oznaczenie (14). Wyzna-
czono taka liniowa zaleznosé: Ak = a * Am, gdzie Am - przyrost biomasy (g/dm”),
Ak - spadek konduktancji wkasciwej (mS/cm), a - wspoétczynnik wyznaczony dos-
wiadczalnie réwny 0,1924 g+ cm /dm™ mS (wykres 4 i 5).

W pierwszym etapie pracy nad powiekszeniem skali kultur korzeni wto$nikowa-
tych sprawdzono warunki wzrostu korzeni w bioreaktorze prototypowym. Wyko-
rzystujgc ten sam zbiornik gtéwny, zaprojektowano trzy warianty bioreaktora réz-
nigce sie miedzy soba potozeniem dyszy rozpytowej i umiejscowieniem siatki inoku-
lacyjnej (schemat 2) (15). W wariancie pierwszym siatke inokulacyjng umieszczono
na styku kotnierzy pokrywy i zbiornika, za$ dysze rozpylowg w dole zbiornika na
wysokosci 85 mm od jego dna. W wariancie drugim i trzecim siatke umieszczono
w potowie wysokosci zbiornika, przy czym dysza rozpylajagca w wariancie drugim
byla umieszczona na dole zbiornika, a w wariancie trzecim zainstalowano jg w po-
krywie zbiornika, w odlegtosci 70 mm od jej powierzchni. Najbardziej optymalny do
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Wykres 5. Wykres zaleznosci zmian konduktancji wtasciwej od przyrostu biomasy.

wzrostu korzeni i wygodny dla uzytkownika, jak sie okazato, byt wariant drugi.
W wariancie pierwszym zbyt wysoko umieszczona siatka, stanowigcg podpore ko-
rzeni, ograniczata rozwéj korzeni do géry. W wariancie trzecim, dysza rozpytowa
utrudniata inokulacje.

a) b) )

Schemat 2. Warianty pracy bioreaktora.
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W bioreaktorze o wybranej konstrukcji przeprowadzono pie¢ procesow hodowli
korzeni wlosnikowatych. Zbiornik posredniczacy napetniano | dm” podioza WP,
a po dwoch tygodniach hodowli uzupetniano go wariantowo: 0,5 dm” podtoza WP
(préba kontrolna), wody destylowanej, wody destylowanej z jonami amonowymi,
wody destylowanej z jonami fosforanowymi lub catkowicie wymieniano podtoze WP
(I dm™). Po zakonczeniu, trwajacej 4 tygodnie hodowli oznaczano Swieza i suchg
mase korzeni oraz zawarto$¢ w nich werbaskozydu (tab., wykres 6). Najwyzszy plon
biomasy otrzymano w przypadku catkowitej wymiany podtoza (20,5 g suchej masy),
najnizszy, gdy podtoze uzupetniano woda (10,5 g suchej masy). Najwiekszg produk-
cje werbaskozydu (1169 mg) uzyskano w hodowli z catkowitg wymiang podtoza WP.
Mniejsza produkcja (939 mg) byta w korzeniach z hodowli, w ktérej pozywke uzu-
petniono roztworem fosforanu potasu. Natomiast w hodowli bez wymiany podtoza
(préba kontrolna) oraz z uzupetnianiem roztworem azotanu amonu tub uzupehnia-
niem wodg, zawarto$¢ werbaskozydu byla na nizszym poziomie (odpowiednio:
853 mg, 859 mg, 836 mg).

Tabela

Wyniki badan kultur korzeni transformowanych Paulownia tomentosa w bioreaktorze rozpytowym o po-
jemnosci 5 dm”

) i Sucha masa Werbaskozyd Werbaskozyd catkowity
Wariant hodowli

1] [mg/g s.m.] Imgl
préba kontrolna 13,6 62,7%6,2 853
dodatek wody 10,5 71,429 835
dodatek wody z KH2POa 13,4 70,1 +2,6 939
dodatek wody z NHaNo" 15,3 56,0422 859
wymiana podtoza 20,5 58,0*16 1169

Z przeprowadzonych badan wynika, ze dostarczenie nowych skladnikéw pozyw-
ki poprzez catkowitg wymiane podioza prowadzi zaréwno do znacznie wiekszego
namnozenia biomasy jak i do wiekszej catkowitej produkcji werbaskozydu. Dodatek
tylko jonu fosforanowego, ktory jest wykorzystywany bardzo szybko, nie powoduje
wiekszego przyrostu biomasy, ale przyczynia sie do zwiekszenia zawartosci werba-
skozydu. Odmienny byt wptyw dodatku azotanu amonowego: obserwowano znacz-
ny przyrost biomasy korzeni (taki, jak przy catkowitej wymianie poditoza), ale malata
w niej zawartos¢ werbaskozydu. W efekcie koncowym byta ona podobna do zawar-
tosci w probie kontrolne;.

Opisany wyzej bioreaktor postuzyt jako model prototypowy bioreaktora labora-
toryjnego o pojemnosci 10 dm”. Bioreaktor laboratoryjny zbudowany zostat ze stali
kwasoodpornej i szkla. Szklany cylinder w dolnej czesci wyposazony jest w stalowg
.mise", w ktérej umieszczone sg krécéce do recyrkulacji pozywki, elektroda pH
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120

warianty hodowli

Wykres 6. Przyrost biomasy i zawarto$¢ werbaskozydu w réznych wariantach hodowli: | - dolanie

H dm3 podioza WP; 2 - dolanie 2 dm" wody destylowanej; 3 - dolanie /2 dm” wody destylowanej
z KH2PO4; 4 - dolanie H dm” wody destylowanej z NH4NO3: 5 - wymiana podioza (1 dm*).

i czujnik konduktometryczny. W pokrywie znajdujg sie 4 krééce inokulacyjne (umoz-
liwia to réwnomierne roztozenie inokulatu na siatce), wlot i wylot powietrza, czuj-
niki temperatury. W czesci srodkowej bioreaktora znajduje sie siatka, stanowigca
podpore dla korzeni.

Praca finansowana z grantu KBN nr 5P05F05222.
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