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Effekt av reningsutrustning pa néringsfallining och mikroflora
| bioreaktorbaserad in vitro-produktion av véxtravara

SAMMAR KHALIL, ANNA HOLEFORS

Detta faktablad baseras pad tva pro-
jekt med det gemensamma syftet att
utveckla en hallbar in vitro-baserad
produktion av vixtravara. Syftet har
aven wvarit att utveckla ett system
for recirkulering av ndringslosning i
storskalig  bioreaktorbaserad —odling.
Tva reningssystem testades — rening
med ”Advanced Oxidation Techno-
logies” (AOT) under 2013 (figur
1) och med kolfilter under 2014
(figur 2). Reningssystemen testa-
des utifran effektivitet att minska
ndaringsfallningar och mikroflora.

Bakgrund

Marknaden for orter/medicinal-
vixter ir stor, uppskattad till 544
miljarder SEK. For vissa medici-
nalvixter ir efterfrigan betydligt
storre dn tillgingen vilket lett till
utarmning av de naturliga bestan-
den. D3 efterfragan av dessa vixter
forvintas fortsitta att oka kom-
mer problematiken med vixt-
ravarubrist och fortsatt utarmning
att vara bestiende. In vitro Plant-
tech har utvecklat en vixtcellod-
lingsplattform som kommer att
anvindas for storskalig kommer-
siell produktion av vixtravara fran
svaraitkomliga medicinalvixter. I
projektet ville vi underséka om
det gar att infora recirkulering
av naringslosning 1 var vixtcell-
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Figur 1. System med AOT-rening

odlingsplattform, liknande den
som anvinds 1 hydroponiska od-
lingssystem. Recirkulering av ni-
ringslosning med rening skulle
medfora ytterligare forstirkning
av  hallbarhetsaspekten genom
minskad vatten- och niringsfor-
brukning. Hydroponisk odling
erbjuder optimerade odlingsbe-
tingelser for vixten med hinsyn
till tillforsel av vatten och vixt-
niring vilket leder till en positiv
eftekt pd bide avkastning och
produktkvalitet (Gruda, 2009).
Dessa system kan vara niringslos-
ningsbaserade odlingssystem sa-
som Nutrient Film-teknik (NFT)
och ”ebb and flow”-system eller
substratsbaserade  odlingssystem
dar bl.a. torv, pimpsten och sten-

ull anvinds som inert substrat
(Alsanius m.fl., 2000).Vatten- och
niringscykeln 1 dessa system kan
vara Oppna eller slutna system
(med naringslos-
ning), dir den sistnimnda vari-
anten foresprakas for att minska
utslippen av niringsberikat vat-
ten fran vixthus vilket leder till

cirkulerande

overgddning. Slutna system for-
utsitter behovsanpassad tillforsel
av vaxtniaring for optimering av
kulturens tillvixt och utveckling,
samt skordeplanering och pro-
duktkvalitet.

Vid in vitro odling odlas vix-
terna pa definierat niringsmedi-
innehallande niringssalter,
vitaminer, socker och hormoner.
Under odlingsperioden forbru-
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Figur 2. System med kolfilter-rening

kas wvissa niringsimnen, socker
och hormoner.Vixterna kan ock-
sa utsondra imnen som paver-
kar fortsatt tillvixt negativt och
ibland bildas fillningar i narings-
16sningen. Vid utveckling av re-
cirkulerande niringssystem med
rening ar det diarfor viktigt att
avligsna inhiberande substanser,
eventuellt bildade fillningar samt
ersitta forbrukade niringsimnen
och socker. Behandling med ozon
och aktivt kol har visat sig vara de
mest aktiva metoderna for rening
av vatten fran bl.a. hormoner. I
detta faktablad beskrivs forsok
med bade aktivt kol och renings-
metoden “Advanced Oxidation
Technologies” (AOT).

Advanced Oxidation Technologies
och kolfilter

AOT anvinds idag inom ett fler-
tal kommersiella tillimpningar sd-
som ballastvattenhantering inom
global sjofart, badvattenrening 1
badhus och spa, samt tappvatten-
rening 1 storre fastigheter som
hotell, aldreboenden och kontor.

Den tillimpas ocksd i kommersi-
ella odlingssystem med gronsaker
som reningsitgird mot vixtpa-
togener. AOT baseras pa mycket
snabba fysikaliska-kemiska pro-
cesser dar ljus av energier 1 den
ultravioletta delen av spektrumet
omvandlas till kemisk energi. Det-
ta sker over halvledande fotokata-
lytiska material av nanokristaller
som belagts pd renarens viggar.
Med titandioxid som katalysator
bildas fria radikaler 1 vitskemediet
som oxiderar biade biologiskt och
annat organiskt material.

Kolfilter har anvints 1 olika stu-
dier som verktyg for rening av vat-
ten fran bl.a. likemedelsrester och
hormoner (Gunnarsson & Larsson
2011). En eftektiv reningsitgard
kommer att bidra till en hallbar
produktion av vixtravara i biore-
aktorbaserad in vitro produktion.

Genomforande

Bada forsoken utfordes i In vitro
Plant-techs laboratorium i Mal-
mo. Cellkulturer (kallus) av rosen-
rot anvands. Cellkulturerna odla-

des 1 flytande smaskaliga 10 liters
bioreaktorsystem av typen SUB
(single use bioreactor) med luft-
ning och omrérning enligt SOP
RCO10.Tva system ingick 1 un-
dersokningarna:

System 1: Kontroll; cirkulerande
hydroponiskt system utan renings-
atgarder

System 2: Cirkulerande hydro-
poniskt system med filter och
AOT system som reningsatgirder
resp. med filter och kolfilter-
utrustning som reningsatgirder.

Odlingsmedium RCO1 bestiende av
niringssalter, vitaminer och hormo-
ner som ger god tillvixt av rosenrots-
cellmassan anvindes 1 forsoken som
utfordes med tre replikat av varje
system. I bada systemen justerades
niringslosningen med avseende pa
niringssalter, socker, hormoner och
pH innan den dterupptogs av plan-
torna. For att ha ritt niringsjustering
analyserades niringslosningen frin
varje system innan dterforsel till
vixtbidden (AOT) resp. innan
kolfilterbehandlingen. Tre sub-
kulturer anvindes dir odlings-
perioden for dessa kulturer var tre
manader. Forsoken upprepades
over tid.

[ kolfilterbehandlingen anvin-
des 20 g aktivt kol per filter. Ni-
ringslosningen filtrerades genom
kolfiltret. Den filtrerade nirings-
l6sningen analyserades med av-
seende pd niring och mikrobiell
tillvixt. Effekten av kolbehand-
lingen undersoktes en timme res-
pektive 72 timmar efter tillsatts av

kolfilter.
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Foljande analyser utfordes for _
bida reningsmetoder: Effekt av UV-behandling
Tillvixtanalyser e
Tillvixten av vixtcellmassan re- 150 152

gistrerades genom firsk- och
torrviktsanalyser, samt densitets-
mitning av vixtcellmassa. Densi-
tetsmitning utfordes en ging per
vecka, firskviktsanalyser utfordes
vid forsokets start, vid byte av
niringslosning, samt vid avslutad
tillvixtperiod. Torrviktsanalyser
utfordes

period.

efter avslutad tillvaxt-

Niringsanalyser

Niringsanalyser utfordes vid byte
av niringslosning innan och ef-
ter rening. Analyserna utfordes av
LMI 1 Helsingborg. Provtagning
utfordes varannan vecka under
torsoksperioden.

Mikrobiella analyser

Under forsokens lopp undersoktes
tillvixt av svamp respektive bak-
terier 1 systemet. Analyser utfor-
des pd maltextraktagar (MA) for
svamptillvixt och pa Tryptic Soya
Agar (TSA) for bakterietillvixt.
Analyserna var fokuserade pa stu-
dera forekomsten och inte halten.

Resultat, AOT
Tillvixtanalyser
Cellerna visade
vara 10-liters bioreaktorsystem.
Vi jamforde ocksd hur AOT-be-
handlingen paverkade celltillvix-
ten och det visade sig att rening
av ndringslosning genom UV-be-
handling gav simre tillvixt av
cellkulturerna jimfort med ni-
ringslosning som ej renats med
UV-]jus (Figur 3).
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Figur 3. Effekt av UV-behandling pa tillvixt av celler.

Niringsanalyser
Niringslosningsanalyserna visade
inga signifikanta skillnader nir
det giller halten av makro- res-
pektive mikroniringsimnen un-
der forsdkets lopp. Ett undantag
tor detta var halten av jirn och
ammoniumkvive som Okade 1
slutet av forsoket och halten av
kisel som minskade. Detta innebir
att AOT=-systemet och cirkulering
har en positiv effekt pa ackumu-
lering av niringsimnen.
Resultaten fran detta forsta pro-
jekt visade att rening med AOT
effektivt himmade fillningar av
de flesta niringsimnen men att
forekomsten av  mikroorganis-
mer dr ett problem som behover
undersokas vidare. Slutsatsen att
annan reningsutrustning behover
testas for att uppnd en eftektivare
rening gjorde att av ndstkomman-
de projekt dir kolfilter testades

kunde startas som en naturlig ut-
veckling och fortsittning pa pro-
jektet.

Resultat, kolfilter

Tillvixtanalyser

Cellkulturerna vixte bra 1 vara
10 liters bioreaktorsystem.Vi un-
dersokte ocksd hur det nirings-
medium som renats genom kol-
filtrering paverkade tillvixten hos
vixtcellkulturer. Rening genom
kolfiltrering gav bittre tillvixt
jamfort med recirkulerat narings-
medium utan kolrening (Figur 4).

Niringsanalyser

Niringsanalyser gjordes 1 bor-
jan samt 1 slutet av forsoksperi-
oden och visade en minskning i
pH samt ledningstalet efter kol-
behandling.
kol orsakade minskning i halten

Behandling med

av makro- respektive mikroni-
ringsimnen bade 1 bdrjan samt

Fakulteten for landskapsarkitektur, tradgdrds- och vixtproduktionsvetenskap 2015




S

SLU Info nr 30

Fakta fran Partnerskap Alnarp

25

20

FARSKVIKT(G)
-
[}

I
o

APR28-3a (-kol)

APR28-2a (-kol)

Inverkan av kolrening pa tillvaxt hos suspensionskulturer

APR28-3b (-kol)

APR28-2b (-kal)

APR28-3a (+kol)

APR28-3b (+kol)

APR28-2a (+kol) APR28-2b (+kol)

Figur 4. Inverkan av kolrening pa tillvixt hos cellkulturer.

1 slutet av forsdksperioden. Den
ligsta halten var efter 72 tim-
mars behandling. Detta inne-
bir att kolbehandlingen har en
positiv effekt pa niringsfillning
1 bioreaktorssystem. Ett undan-
tag frin detta dr halten av kisel
och natrium som Okade efter
kolbehandlingen.

Mikrobiella analyser

De mikrobiella analyserna indike-
rade ingen forekomst eller tillvixt
av varken bakterier eller svamp 1

proverna som samlades in under
torsokets lopp.

Resultaten frin detta projekt
visar att kolfiltrering ir en effek-
tiv metod att anvinda 1 bioreak-
torsystem for att hamma fillning-
ar av de flesta niringsimnen samt
forekomsten av mikroorganismer.
Annan reningsutrustning behover
dock testas for att uppna en ef-
tektivare rening. Kiselackumule-
ring ir ocksai ett problem som bor
undersokas nirmare.
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