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پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی

1- چکیده

تولید متابولیت های ثانویه زیست فعال ارزشمند از طریق کشت ریشه مویین گیاهان در بیورآکتور 

یکی از روش های جایگزین کشت مرسوم است که در سال های اخیر تحقیقات فراوانی در رابطه با 

آن انجام گرفته و در چند مورد تجاری سازی شده است. یکی از ابزارهای لازم برای انجام تحقیقات 

در این زمینه بیورآکتورهای آزمایشگاهی هستند که نتایج بدست آمده از کشت ریشه در ارلن قبل از 

ورود به مرحله پایلوت در آن ها ارزیابی شده و تأثیر عواملی که در ارلن قابل بررسی نیستند از جمله: 

... بررسی می شود. نظر به طولانی  اثر ساختار فیزیکی ظرف، شدت هوادهی، نحوه خوراک دهی و 

بودن مدت هر آزمایش کشت ریشه که حداقل یک ماه بطول می انجامد، لازم است آزمایش ها بصورت 

بیورآکتور  بیورآکتور است. لازم است  مناسبی  تعداد  بودن  اختیار  انجام گیرد که مستلزم در  موازی 

با امکانات و تجهیزات در  و تجهیزات جانبی آن تا حد امکان ارزان قیمت بوده و در داخل کشور 

دسترس قابل ساخت باشد. یکی از انواع بیورآکتور که در کشت ریشه مویین به خوبی عمل کرده 

است، بیورآکتورهای بالونی هستند. بجز حسگرها که استفاده از آنها ضروری نیست، سایر قسمت های 

این بیورآکتورها قابل ساخت می باشد. نتیجه بیش از دو سال آزمایش و تجربه با این بیورآکتورها در 

پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی در قالب دستورالعمل فنی حاضر ارائه می شود. این دستورالعمل 

می تواند برای پژوهشگرانی که در زمینه کشت ریشه مویین فعالیت می کنند، مفید و راهگشا باشد. 

2- واژه های کلیدی: بیورآکتور بالونی، ریشه مویین، راهبری، ساخت 
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3- مقدمه 
و  مواد مغذی  مناسب شامل آب،  که محیطی  اطلاق می شود  یا سیستمی  به دستگاه  بیورآکتور 

اکسیژن لازم برای رشد یک موجود زنده را فراهم می کند )Adelberg and Fári, 2010(. بیورآکتورها 

تولید  جهت  جانوری  و  گیاهی  سلول های  میکروب ها،  گیاهی،  اندام های  تکثیر  و  تولید  منظور  به 

 Cui et al., 2010; Dewir et al., 2005;( می گیرند  قرار  استفاده  مورد  متابولیت ها  یا  زیست توده 

Takayama and Akita, 2008(. علاوه براین، واحدهای کنترل کننده ایی چون سیستم تنظیم pH، دما، 

 Eibl and( و همچنین واحدهای هوادهی و همزن می تواند به یک بیورآکتور اضافه شوند EC ،اکسیژن

Eibl, 2008(. ضرورت استفاده از هر یک از این واحدها بستگی به ماهیت موجود زنده و هدف نهایی 

دارد. از آنجا که این دستورالعمل بر کشت ریشه مویین در بیورآکتور متمرکز می باشد، تفاوت های مهم 

 Heyerdahl et al.,( کشت ریشه مویین با کشت های تک سلولی در زیر مورد بررسی قرار می گیرد

.)1995; Takayama and Akita, 1994

مهم ترین تفاوت از نظر مورفولوژی است. در کشت های تک سلولی، رشد و افزایش زیست توده 

با افزایش تعداد سلول ها همراه است و اندازه و مورفولوژی هر سلول تغییر زیادی ندارد. در کشت 

تولید ریشه های جانبی رشد  نیز  با طولانی شدن و  مانده ولی هر ریشه  ثابت  تعداد ریشه ها  ریشه، 

می کند. در حالی که در کشت های تک سلولی با همزدن مکانیکی یا پنوماتیکی)جریان حباب های هوا( 

محتویات بیورآکتور در هر تراکم سلولی همگن می شوند. در کشت های ریشه مویین همزدن مکانیکی 

باعث تخریب ریشه ها شده و همزدن پنوماتیکی تنها در مراحل اولیه رشد، همگن بودن محیط را حفظ 

نموده و در مرحله ای از رشد ریشه ها در نقاطی از بیورآکتور به یکدیگر چسیبده و ساکن می شوند و 

به تدریج تراکم ریشه در این نقاط افزایش می یابد، در حالی که سایر نقاط درون محیط کشت عاری از 

ریشه می شود )Paek et al., 2001(. با افزایش تراکم ریشه ها جریان مایع در داخل توده ریشه کاهش 
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یافته و محدودیت های مواد غذایی، اکسیژن رسانی و حذف دی اکسیدکربن تولیدی بروز می کند. نظر 

به اینکه تولید بسیاری از متابولیت های با ارزش از غلظت مواد غذایی و گازها تأثیر می پذیرد، این امر 

تأثیر منفی بر تولید متابولیت های پرارزش خواهد داشت. از طرف دیگر محدودیت فضای آزاد در 

داخل توده، رشد ریشه ها را کند و به تدریج متوقف می کند و تولید زیست توده به ازای واحد حجم 

محیط کشت کاهش می یابد. بنابراین ناهمگنی رشد ناشی از مورفولوژی ریشه ها بهره وری بیورآکتور 

.)Son and Paek, 2001( را از نظر کمی و کیفی کاهش می دهد

 .)Paek et al., 2005( کندی رشد دومین تفاوت کشت ریشه مویین با اغلب میکروارگانیزم هاست

دوره رشد میکروارگانیزم ها با مقیاس ساعت و روز سنجیده می شود، در حالی که در مورد ریشه ها و 

سلول های گیاهی، دوره رشد با هفته و ماه سنجیده می شود. به طور تقریبی سرعت رشد اندام گیاهی 10 

مرتبه کندتر از میکروارگانیزم هاست. این کندی رشد اثرات مثبت و منفی زیر را بر عملکرد بیورآکتور دارد:

1- زمان رشد متناسب با کندی رشد افزایش می یابد، در بیشتر موارد زمان رشد در بیورآکتورهای 

مویین  ریشه  بیورآکتورهای  در  اما  بوده  روز  دو  یکی  در حد  اغلب  و  هفته  از یک  کمتر  میکروبی 

حداقل یک ماه است )Eibl and Eibl, 2008(. زمان طولانی فرایند خطر آلودگی را افزایش می دهد 

و کوچک ترین مقدار آلودگی فرصت کافی برای رشد و آلوده کردن کل بیورآکتور را خواهد داشت، 

به گونه ایی که تنها یک باکتری سریع الرشد در صورت ورود به بیورآکتور 3 لیتری طی 3 هفته به 10 

میلیون عدد در میلی لیتر خواهد رسید که به معنی آلودگی بیورآکتور است. آلودگی با مصرف مواد 

غذایی، تغییر اسیدیته، تولید متابولیت های سمی و تولید آنزیم های هیدرولیزکننده بافت های گیاهی 

باعث توقف رشد و در نهایت مرگ ریشه مویین می شود. کنترل آلودگی یکی از بزرگ ترین مشکلات 

 .)Sivakumar et al., 2010( بیورآکتورهای کشت ریشه مویین است
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2- متناسب با کندی سرعت رشد، اکسیژن مورد نیاز موجود زنده در واحد زمان کاهش می یابد. 

برای بیورآکتورهای میکروبی مقدار هوادهی یک حجم هوا به ازای هر حجم بیورآکتور در هر دقیقه بوده 

و برای بیورآکتورهای گیاهی این مقدار 0/1 است. بنابراین ملزومات اکسیژن رسانی در بیورآکتورهای 

گیاهی ساده تر و کم هزینه تر از بیورآکتورهای میکروبی است )Zobayed, 2008(. در بیورآکتورهای 

میکروبی برای تأمین اکسیژن علاوه بر افزایش شدت هوادهی از همزدن نیز استفاده می شود، در حالی که 

.)Choi et al., 2008; Mishra and Ranjan, 2008( در بیورآکتورهای گیاهی عموماً به همزدن نیاز نیست

3- متناسب با کندی سرعت رشد، شدت تولید حرارت متابولیکی کاهش می یابد، در حالی که 

در بیورآکتورهای میکروبی، حذف حرارت متابولیکی از بیورآکتور برای ثابت نگه داشتن دما مستلزم 

استفاده از کویل های داخل بیورآکتور و یا دوجداره کردن بیورآکتور است. در بیورآکتورهای گیاهی 

حداقل در مقیاس آزمایشگاهی این تجهیزات مورد نیاز نبوده و تبادل حرارت با محیط از طریق جداره 

 .)Wu et al., 2011( بیورآکتور برای حذف حرارت متابولیکی کفایت می کند

4- طولانی بودن زمان فرآیند رشد باعث می شود تعداد کمی آزمایش بتوان در هر سال با یک 

بیورآکتور آزمایشگاهی انجام داد، در حالی که با یک فرمانتور میکروبی می توان حداقل 50  آزمایش 

در سال انجام داد. با یک بیورآکتور گیاهی این عدد حداکثر 10 می باشد. بدین ترتیب برای داده برداری 

لازم است چند بیورآکتور گیاهی بصورت همزمان مورد استفاده قرار گیرد؛ که این امر مستلزم ارزان 

بودن ساخت بیورآکتور است. 

نوع  راهبری یک  این دستورالعمل سعی شده جزئیات ساخت و  نکات فوق، در  نظر گرفتن  با در 

بیورآکتور آزمایشگاهی مناسب و ارزان قیمت ارائه شود. این بیورآکتور که به بیورآکتور بالونی موسوم 

است، قبلا در کشورهای ژاپن و کره جنوبی برای کشت ریشه مویین مورد استفاده قرار گرفته و گزارش 

شده است. در پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی تعدادی از این نوع بیورآکتور ساخته شده و به مدت 

15 ماه مورد آزمایش قرار گرفته است. 
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4- بررسی منابع 

مورد  اندام ها  و  سوماتیکی  جنین های  بافت ها،  سلول ها،  انبوه  تکثیر  منظور  به  بیورآکتورها 

بیورآکتور  نوع  تنها  همزن دار  مخزن  بیورآکتورهای   ،1970 دهه  اواسط  تا  می گیرند.  قرار  استفاده 

انواع  امروزه  اما  می گرفت.  قرار  استفاده  مورد  میکروارگانیزم ها  تکثیر  برای  و  بود  شده  ساخته 

بیورآکتور  انتخاب  جهت  محققین  دست  بنابراین  و  شده اند  تولید  و  ابداع  بیورآکتورها  از  مختلفی 

برای  میکروبی  کشت  بیورآکتورهای  در  استفاده  مورد  تجهیزات  اکثر  است.  باز  کارشان  مناسب 

مشکل  مرتفع سازی  منظور  به  نیستند.  مناسب  گیاهی  حساس  اندام های  و  بافت ها  سلول ها،  کشت 

استفاده قرار  بیورآکتورهای مختلفی طراحی و مورد  اندام های گیاهی،  یا  کشت سلول ها، بافت ها و 

 Heyerdahl et al., 1995; Honda et al., 2001; Kim et al., 2004; Matarese et( است  گرفته 

 .)al., 2014; Paek et al., 2001; Takayama and Akita, 1994; Yoeup and Chakrabarty, 2003

بیورآکتورهای مورد استفاده براساس نحوه همزدن محیط به سه دسته عمده تقسیم بندی می شوند. 

دسته اول دارای همزدن مکانیکی که شامل بیورآکتورهای همزن دار، بیورآکتورهای بشکه ای چرخنده 

پنوماتیکی که  دارای همزن  بیورآکتورهای  فیلتر چرخنده می باشد. دسته دوم  دارای  بیورآکتوهای  و 

شامل بیورآکتورهای با هوادهی معمولی، بیورآکتورهای دارای ستون حباب  و بیورآکتورهای هوا بالابر 

بیورآکتورهای  فاز گازی،  بیورآکتورهای  فاقد حرکت که شامل  بیورآکتورهای  می باشند. دسته سوم 

همزن  دارای  بیورآکتورهای  هستند.  سطح  از  هوادهی  بیورآکتورهای  و  اکسیژن رسانی  غشاء  دارای 

گیاهی  اندام های  و  بافت ها  برای  اما  می باشند،  صنعتی  مقیاس  در  بیورآکتورها  رایج ترین  مکانیکی 

مناسب نیستند. مناسب ترین نوع بیورآکتورها برای بافت ها و اندام های گیاهی، بیورآکتورهای دارای 

ستون حباب و بیورآکتورهای هوا بالابر هستند.
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مهم ترین مزیت های بیورآکتورهای دارای ستون حباب  و هوا بالابر عبارتند از: 1- تنش فیزیکی 

کمتر، 2- سادگی در طراحی و ساخت، 3- کاهش ریسک آلودگی از قسمت همزن، 4- مصرف انرژی 

کمتر. مهم ترین تفاوت بیورآکتورهای دارای ستون حباب با بیورآکتورهای هوا بالابر در نحوه چرخش 

محیط و رفتار هیدرودینامیکی محیط می باشد. در بیورآکتورهای هوا بالابر، میزان چرخش محیط با 

شدت جریان هوای ورودی تعیین می شود و در مقایسه با بیورآکتورهای دارای ستون حباب  دو جریان 

محیط وجود دارد: یکی جریان رو به بالا و دیگری جریان رو به پایین. اگرچه در هر دو نوع بیورآکتور 

جریان هوا از پایین به بالا اعمال می شود؛ اما بیورآکتورهای دارای ستون حباب  برای کشت سلول ها 

و اندام های گیاهی در مقیاس بزرگ مناسب ترند. 

مهم ترین عیب بیورآکتورهای دارای ستون حباب و هوابالابر ایجاد کف در بالای بیورآکتور می باشد 

که این مورد با استفاده از ترکیبات ضدکف برطرف می شود، قبل از استفاده لازم است اثر این ترکیبات 

بر سلول ها و اندام ها مورد بررسی قرار گیرد )Leathers et al., 1995; Lee, 1997(. یکی از دلایل اصلی 

کف کردن محیط در بیورآکتورهای دارای ستون حباب و هوا بالابر، هم اندازه بودن قطر بیورآکتور در 

قسمت پایین و بالای بیورآکتور )حالت استوانه ایی( می باشد. برای رفع این مشکل می توان قطر قسمت 

بالای بیورآکتور را بیشتر گرفت که به این طراحی بیورآکتورهای بالونی گفته می شود. این دسته از 

بیورآکتورها در قسمت پایین خود شکلی شبیه »T« یا »Y« دارند. قطر کم بیورآکتور در قسمت پایین و 

سپس افزایش قطر بیورآکتور در بالا باعث کاهش آسیب به سلول ها و اندام ها شده و در نتیجه آن تجمع 

.)Seon et al., 1999; Son et al., 1999( کف و سلول های مرده در بالای بیورآکتور کاهش می یابد

بیورآکتورهای دارای ستون حباب بالونی در بسیاری از مطالعات اخیر مورد استفاده قرار گرفته اند. 

جیانگ و همکاران از بیورآکتورهای دارای ستون حباب  بالونی 5 لیتری برای کشت ریشه های نابجای 

لیتر محیط  ازای هر  به  موفق شدند 12/7 گرم ریشه خشک  کردند و  استفاده   Oplopanax elatus
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ستون حباب دار  بیورآکتورهای  از  همکاران  و  جئونگ   .)Jiang et al., 2015( کنند  برداشت  کشت 

اسید  کافئیک  تولید  منظور  به   Echinacea purpurea برای کشت ریشه های جانبی  لیتری   5 بالونی 

استفاده کردند و موفق به تولید 10/4 گرم بر لیتر ریشه خشک حاوی 2/8 درصد شیکوریک اسید 

 Jeong( شدند که نسبت به گیاه رشد کرده در مزرعه، بیش از 10 برابر ماده مؤثره بیشتری داشته است

et al., 2009(. چویی و همکاران از بیورآکتورهای دارای ستون حباب بالونی 3 لیتری به منظور کشت 

ریشه های نابجای گل راعی )Hypericum perforatum( استفاده کردند و موفق به تولید 14/65 گرم 

بر لیتر ریشه خشک حاوی 0/13 درصد هایپرسین شدند )Cui et al., 2010(. چویی و همکاران از 

بیورآکتورهای ستون حباب دار بالونی 500 لیتری به منظور کشت ریشه نابجای جینسنگ استفاده کردند 

 Choi( و از این طریق سرعت تولید جینسنگ را نسبت به کشت در مزرعه 150 برابر افزایش دادند

et al., 2000(. علاوه براین، بیورآکتورهای بالونی در کشت ریشه مویین بسیاری از گیاهان دیگر نیز 

 Baque et al., 2013; Jin et al., 2012; Min et al., 2007;( با موفقیت مورد استفاده قرار گرفته است

.)Park et al., 2005; Wang and Qi, 2010; Wu et al., 2018; Yin et al., 2014

5- ساختار بیورآکتور 
بیورآکتورهای بالونی آزمایشگاهی شامل بدنه شیشه ای، درب و ملحقات است که جزئیات هر 

یک در این قسمت شرح داده می شود: 

1-5- بدنه شیشه ای 
این بدنه که توسط شیشه گری ساخته شده شامل قسمت های زیر می باشد )شکل1(:

 قسمت کروی: قسمت اصلی بدنه از یک بالون شیشه ای تشکیل یافته است که قسمت های دیگر 

توسط واحد شیشه گری به آن متصل می شوند. در کشت ریشه مویین به دلیل اینکه ریشه ها در سطح 



دستورالعمل ساخت و راهبری بیوراکتور بالونی

8

مایع تجمع یافته و رشد می کنند، مقدار محیط کشت باید به گونه ای تنظیم شود که سطح آزاد مایع زیاد 

باشد. بنابراین محیط کشت تا نصف یا اندکی بیشتر از نصف بالون را پر کند. براین اساس درصورتی که 

حجم مفید 3 لیتر مورد نیاز باشد در ساخت بیورآکتور از بالون شیشه ای 4 لیتری و درصورتی که حجم 

مفید 4 لیتر مورد نیاز باشد، از بالون 5 لیتری استفاده می شود. 

 دهانه: دهانه بیورآکتور باید به اندازه کافی بزرگ باشد تا ریشه رشد یافته را بتوان به راحتی از آن 

خارج و شست وشو داد. علاوه براین بتوان حسگرها و سایر ملحقات را در آن تعبیه نمود. قطر حدود 

10 سانتی متر برای بیورآکتورهای 3 تا 6 لیتری مناسب است. دهانه بالون های شیشه ای مورد استفاده 

برای ساخت بیورآکتور کمتر از این مقدار است، بنابراین باید توسط شیشه گر تعویض شود. دهانه 

یافته و  افزایش  با درب  تا سطح تماس جداره داخلی آن  استوانه ای ساخته می شود  بصورت کاملًا 

استقرار درب در آن پایدار شود و درزبندی کامل صورت گیرد. ارتفاع دهانه باید حداقل 5 سانتی متر 

باشد تا درب به خوبی در آن پایدار شود. از طرف دیگر بهتر است ارتفاع دهانه از 8 سانتی متر بیشتر 

نباشد، زیرا ارتفاع زیاد درب، ارتفاع کل بیورآکتور را افزایش داده و استقرار آن در اتوکلاو را با مشکل 

مواجه می کند. همچنین ارتفاع زیاد درب، طول موردنیاز حسگر برای عبور از درب و رسیدن به داخل 

محیط کشت را زیاد می کند. لبه دهانه بهتر است تخت باشد تا درزبندی آن توسط درب بهتر انجام 

شود. 

 حباب ساز: حباب ساز شامل یک لوله استوانه به قطر یک پنجم قطر بالون شیشه ای است که در 

کف آن یک قطعه لوله شیشه ای شیلنگ خور برای ورود هوا به واسطه یک تبدیل جوش داده شده است. 

با توجه به حجم هوادهی قطر شیلنگ خور 6 یا 8 میلی متر کفایت می کند. در محل اتصال تبدیل به 

لوله استوانه ای یک قرص سینترگلاس نصب شده که نقش حباب ساز را ایفا می کند. 
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سینترگلاس دارای چهار نمره G1, G2, G3, G4 است. هر چه نمره سینترگلاس بالاتر باشد قطر 

حباب های تولیدی ریزتر خواهد بود. حباب ریزتر دارای نسبت سطح به حجم بزرگتری است و در 

نتیجه انتقال اکسیژن از حباب به محیط کشت سریع تر و کامل تر خواهد بود. علاوه براین حباب ریزتر 

تنش مکانیکی کمتری به ریشه ها وارد می کند. براین اساس حباب های ریزتر مطلوب تر هستند و بهتر 

است از بالاترین نمره سینترگلاس استفاده شود. به هرحال هرچه نمره سینترگلاس افزایش یابد فشار 

لازم برای عبور دادن هوا از آن بیشتر خواهد بود. ایجاد فشار بیشتر به کمپرسورهای گران قیمت تر 

نیاز داشته و مصرف انرژی را نیز افزایش می دهد. با توجه به توضیحات فوق و آ زمون های به عمل 

از  نمره  این  با  بیورآکتور  انتخاب شد. هوادهی  بیورآکتور  برای ساخت   G3 نمره  آمده سینترگلاس 

سینترگلاس به فشار کمی نیاز داشته و با کمپرسورهای آکواریمی نیز قابل انجام است.  

برای  که  شده  نصب  دیگر  شینگ خور  لوله  یک  سینترگلاس  بالای  در  استوانه ای  لوله  بر 

نمونه برداری و تخلیه محیط کشت از آن استفاده می شود. طول این لوله باید در حد امکان کوتاه باشد 

تا خطر شکستن آن کاهش یابد. هرچه ارتفاع لوله استوانه ای بیشتر باشد، ماندگاری حباب های هوا 

در بیورآکتور بیشتر شده و فرصت تبادل اکسیژن بین حباب و محیط کشت بیشتر خواهد شد. از طرف 

دیگر با افزایش ارتفاع لوله استوانه ای، ارتفاع کل بیورآکتور افزایش خواهد یافت که اتوکلاو کردن 

آن را نیازمند اتوکلاوهای بزرگ می سازد. ارتفاع کل حباب ساز از ابتدای شیلنگ خور تا محل اتصال به 

بالون بین 10 تا 15 سانتی متر مناسب است. 
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شکل 1- اجزای بدنه شیشه ای بیورآکتور: 1- قسمت کروی 2- دهانه 3- لوله استوانه ای حباب ساز 
4- شیلنگ خور ورود هوا 5- سینترگلاس 6- شیلنگ خور نمونه برداری

2

1

3

5

4

6

1

2

3

6

4

5
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2-5- درب بیوراکتور 
درب علاوه بر درزبندی بیورآکتور و پیشگیری از آلودگی محل استقرار حسگرها و مسیرهای 

ورود و خروج هوا و افزودنی های محیط کشت است )شکل 2(. درب بیورآکتور از جنس سیلیکون 

نرم قالب ریزی شده است. شکل درب به صورت یک استوانه به ارتفاع 5 و قطر10 سانتی متر برابر 

قطر داخلی دهانه بیوراکتور است که در انتهای آن یک استوانه دیگر به قطر 12 سانتی متر به عنوان لبه 

قرار دارد. لبه علاوه بر درزبندی مانع از افتادن درب به داخل بیورآکتور می شود. مقرهای تعبیه شده 

در درب به قرار زیر است:

 مقر حسگر مرکب دما و pH: یک منفذ به قطر 10 میلی متر برای استقرار این حسگر در درب 

تعبیه شده است. 

 مقر حسگر EC: یک منفذ به قطر 10 میلی متر برای استقرار این حسگر در درب تعبیه شده است. 

 مقر حسگر اکسیژن: این مقر یک منفذ دارای دو قسمت با قطرهای متفاوت است که قسمت قرار 

گرفته به سمت سطح بیرونی درب به عمق 3 سانتی متر دارای قطر20 میلی متر و قسمت قرار گرفته به 

سمت سطح داخل بیورآکتور با قطر 10 میلی متر است. بدین ترتیب می توان الکترود کوتاه اکسیژن را 

تا عمق بیشتری به داخل بیورآکتور فرو برد. 

 منافذ خروج هوا: دو منفذ به قطر 4 میلی متر برای خروج هوا درنظر گرفته شده که با عبور لوله 

استیل به قطر 4 میلی متر از داخل آن امکان خروج هوا از بیورآکتور فراهم می شود.

 منفذ نمونه گیری: یک منفذ به قطر 4 میلی متر برای نمونه برداری داخل درب تعبیه شده که یک 

لوله به همین قطر از داخل آن عبور می کند. 

 مجرای خوراک دهی جهت افزودن ترکیبات لازم به محیط کشت: یک منفذ به قطر 4 میلی متر 

برای این منظور درنظر گرفته شده است.

 منفذ کنترل pH: یک منفذ به قطر 4 میلی متر برای افزودن اسید یا باز درصورتی که کنترل pH لازم 

باشد، در داخل درب تعبیه شده است. 
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شکل 2- درب بیورآکتور: 1- بدنه درب 2- لبه درب 3- منافذ دارای دو قطر متفاوت مقر نصب 
الکترودهای کوتاه 4- منفذ مقر نصب الکترود بلند 5- منافذ محل عبور لوله های مختلف برای خروج 

هوا، نمونه برداری، ورود افزودنی ها به بیورآکتور و ورود اسید و باز جهت تنظیم اسیدیته

5 3

2

15543 55
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 3-5- ملحقات بیوراکتور

برای عملیاتی شدن بیورآکتور ملحقات زیر به آن متصل می گردند:

 پمپ هوا: لازم است پمپ هوا متناسب با شدت هوادهی مورد نیاز انتخاب شود. برای کشت 

ریشه مویین هوادهی به میزان 0/2-0/1 لیتر هوا به ازای هر لیتر محیط کشت کفایت می کند. با بررسی 

به عمل آمده در صورتی که برای حباب سازی از سینترگلاس نمره G3 استفاده شود، برای بیوراکتورهای 

3 تا 6 لیتری کمپرسورهای آکواریومی مناسب است. پمپ هوا مدل Aqua AP9805 با توان 6/5 وات 

برای این منظور مناسب است؛ به ویژه اینکه قابلیت تنظیم دبی هوا در آن وجود دارد و نیازی به نصب 

شیر در مسیر خروجی آن برای تنظیم دبی هوا وجود ندارد. این کمپرسورها صدای کمی تولید می کنند 

و مهم تر از همه اینکه بدون روغن هستند. کمپرسورهایی که در آنها از روغن استفاده می شود، ذرات 

روغن در هوای خروجی پخش می کنند که این ذرات فیلترهای هوا را مسدود می کنند. در صورت نیاز 

به هوادهی های شدیدتر می توان از کمپرسورهای آکواریومی بزرگ تر استفاده کرد. 

 فیلتر هوا: برای استریل کردن هوا از فیلترهای 0/2 میکرون استفاده می شود. فیلترهای سارتوریوس 

به قطر 5 سانتی متر برای حجم های هوای مورد نیاز بیوراکتورهای 3 تا 5 لیتری کفایت می کند. در 

صورت نیاز می توان دو فیلتر به صورت موازی مورد استفاده قرار داد. 

 پیش فیلتر هوا: ورود ذرات همراه هوا به فیلتر به تدریج باعث گرفتگی آن می شود که به صورت 

رنگ سیاه در سمت ورود هوا به فیلتر ظاهر شده و عمر فیلتر کوتاه می شود. برای جلوگیری از این 

مشکل یک پیش فیلتر ساده ساخته شده که در مسیر هوا قبل از فیلتر ورودی هوا نصب می شود )شکل 

3(. این پیش فیلتر متشکل از یک فالکون 50 میلی لیتر است که در درب و انتهای آن دو شیلنگ خور 

نصب شده اند. داخل فالکون از پشم مصنوعی یا پنبه طبیعی پر شده است. 
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فالکون،                 درب   -3 مصنوعی،  پنبه   -2 میلی لیتری،   50 فالکون  بدنه   -1 هوا:  پیش فیلتر  شکل3– 
4- سرشیلنگی از جنس فولاد ضد زنگ به همراه واشر و پیچ

3

1

2

4

4
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4-5- رطوبت گیر جریان خروجی هوا

 برای گرفتن ذرات آب همراه با جریان هوای خروجی از بیورآکتور، قبل از ورود به فیلتر هوای 

خروجی یک رطوبت گیر قرار داده می شود )شکل 4(. این رطوبت گیر شامل یک فالکون 50 میلی لیتری 

است که دهانه آن با یک درپوش از جنس سیلیکون به ضخامت 2 سانتی متر مسدود شده است و دو 

لوله استیل با قطر 4 میلی متر از داخل درب سیلیکونی عبور داده شده و به داخل فالکون وارد شده 

است. دو لوله کوتاه و دارای طول حدود 5 سانتی متر بوده و پس از عبور از داخل سیلکون، 3 سانتی متر 

آن بیرون می ماند. دو لوله دیگر بلند و دارای طول 10 سانتی متر بوده و پس از عبور از داخل سیلکون 

بلند که در  حدود 5 سانتی متر به داخل فالکون رفته و 3 سانتی متر آن بیرون می ماند. سر لوله های 

داخل فالکون قراردارد خم شده تا احتمال ورود قطرات آب به داخل آن کمتر شود. دو لوله خروج 

هوای بیورآکتور به دو لوله کوتاه وصل می شود. لازم است رطوبت گیر به صورت عمودی نصب شود 

به طوری که درب سیلیکونی در پایین قرار گیرد که می تواند مستقیماً بر روی درب بیوراکتور وصل 

شده و یا با رابط شیلنگ در فاصله مناسبی از بیوراکتور نصب شود. دو شیلنگ نیز لوله های بلند را به 

فیلترهای هوای خروجی متصل می کند. فیلترهای هوای خروجی نیز فیلترهای 0/2 میکرون به قطر 5 

سانتی متر هستند. نحوه اتصال فیلترها به رطوبت در شکل 5 نشان داده شده است. 

5-5- فیلتر نمونه برداری از پایین بیورآکتور

یک فیلتر سرسرنگی 0/2 میکرون مناسب برای فیلتر کردن محلول های آبی به واسطه یک شیلنگ 

سیلکون به سرشیلنگی قسمت استوانه ای حباب ساز متصل می شود. در این روش نمونه برداری، نمونه 

فیلتر شده و سلول های گیاهی یا آلودگی احتمالی از نمونه جدا می شود. بنابراین این نمونه برداری برای 

بررسی ذرات موجود در نمونه مناسب نیست. 
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شکل 4- رطوبت گیر جریان هوای خروجی از بیورآکتور: 1- بدنه فالکون 50 میلی لیتری، 2- درپوش 
سیلیکونی، 3- لوله های استیل بلند برای خروج هوا از رطوبت گیر، 4- لوله های کوتاه برای ورود هوا 

از بیورآکتور به رطوبت گیر

3

1

4
2
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شکل 5- نحوه اتصال فیلترهای هوا به رطوبت گیر هوای خروجی از بیورآکتور

برای تهیه نمونه فیلتر نشده از محلول، از ابزار نمونه برداری دیگری استفاده می شود که در زیر شرح 

داده می شود.
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6-5- اسباب نمونه برداری

برای برداشت نمونه از محلول درون بیورآکتور می توان یک فیلتر 0/2 میکرون به سر خروجی 

شیلنگ نمونه برداری متصل نمود و با کمک سرنگ نمونه برداری را انجام داد )شکل 6(. این روش 

باعث حذف سلول های داخل محیط کشت می شود. آغشته شدن فیلتر به محیط کشت، خطر رشد 

میکروارگانیزم های آلوده کننده در فواصل بین نمونه گیری را افزایش می دهد. برای رفع این مشکل یک 

رابط نمونه برداری ساخته شد که از لحاظ ساختار، مشابه رطوبت گیر بوده و شامل یک فالکون 50 

میلی لیتری با درپوش سیلیکونی است که سه لوله استیل با قطر 4 میلی متر به داخل آن وارد شده  است. 

طول یک لوله 10 سانتی متر بوده و با عبور از درپوش سیلیکونی وارد فالکون شده و 3 سانتی متر آن در 

خارج از فالکون باقی می ماند. لوله دوم به طول 8 سانتی متر، که 5 سانتی متر آن وارد درپوش فالکون 

می شود و لوله سوم به طول 5 سانتی متر که 3 سانتی متر آن در خارج از درپوش قرار دارد. لوله 10 

سانتی متری به واسطه یک شیلنگ کوتاه )حدود 15 سانتی متر( به یک فیلتر 0/2 میکرون سرنگی متصل 

می شود. لوله 8 سانتی متری به شیلنگ نمونه برداری از داخل بیورآکتور متصل می شود. سر بیرونی لوله 

کوتاه به یک شیلنگ وصل شده و سر دیگر آن مسدود بوده و ترجیحاً در یک فالکون حاوی الکل 

70 درصد قرار داده می شود. این فالکون نیز به صورت عمودی در بالای بیورآکتور نصب می شود؛ 

به طوری که درب سیلیکونی در قسمت پایین قرار گیرد. برای نمونه برداری، یک سرنگ به سر فیلتر 

سرنگی متصل و با مکش هوا به داخل فالکون خلاء ایجاد شده که باعث می شود محیط کشت از 

داخل شیلنگ نمونه برداری به داخل فالکون مکیده  شود. مسیر شیلنگ نمونه برداری مسدود شده و سر 

شیلنگ متصل به لوله کوتاه در یک ظرف نمونه برداری قرار داده می شود. با تزریق هوا توسط سرنگ 

به داخل فالکون فشار ایجاد شده و نمونه محلول از فالکون به  ظرف نمونه برداری تخلیه می شود. سپس 

لوله نمونه برداری مسدود شده و سر آن در الکل 70 درصد قرار داده می شود. لازم است انتهای دو 
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لوله بلند داخل فالکون با یکدیگر فاصله داشته باشد؛ درغیر این صورت ممکن است نمونه به داخل 

فیلتر سر سرنگی کشیده شود.

1

3

4

2 5

شکل 6- اسباب نمونه برداری: 1- بدنه فالکون 50 میلی لیتری، 2- درپوش سیلیکونی، 3- لوله بلند 
برای تخلیه یا تزریق هوا به داخل فالکون، 4- لوله ورود محلول نمونه از بیورآکتور به فالکون، 5- لوله 

تخلیه محلول نمونه داخل فالکون به بیرون



دستورالعمل ساخت و راهبری بیوراکتور بالونی

20

7-5- سه پایه
سه پایه از لوله ای به قطر 8 میلی متر ساخته شده است )شکل 7(. قطعه ای از لوله به شکل حلقه 

درآورده و سه پایه به آن جوش داده شده می شود. طول پایه به گونه ای انتخاب می شود که سرشیلنگی 

ورود هوا به بیورآکتور حداقل 5 سانتی متر با زمین فاصله داشته باشد تا محدودیتی برای اتصال شیلنگ 

هوا به وجود نیاید. از طرف دیگر بلندتر گرفتن پایه نیز برای اتوکلاو کردن محدودیت ایجاد می کند.

شکل 7- سه پایه استیل برای استقرار و جابه جا کردن بیورآکتور
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6- دستورالعمل استفاده از بیورآکتور برای کشت ریشه مویین

بیورآکتور بالونی ساخته شده به روش فوق برای کشت ریشه و سلول های گیاهی و نیز بسیاری از 

میکروارگانیزم ها قابل استفاده است. در اینجا روش آماده سازی و راهبری بیورآکتور شرح داده می شود.

1-6- اتصال تجهیزات جانبی
طول  در  بیورآکتور  استقرار  و  جابجایی  و  نگهداری  بیورآکتور:  روی  بر  پایه  دادن  قرار   -1

عملیات اتصال ملحقات، اتوکلاو کردن و انجام فرآیند به همراه پایه خواهد بود.

2- مسیر ورود هوا: شیلنگ ورود هوا به شیلنگ خور و فیلتر هوا به سر دیگر شیلنگ متصل 

می شود. با توجه به اینکه پس از پر کردن بیورآکتور با محیط کشت، مایع به تدریج از سینترگلاس 

عبور کرده و وارد شیلنگ می شود، لازم است طول شیلنگ اتصال سر شیلنگی به فیلتر، به اندازه کافی 

بلند باشد؛ به طوری که بتوان آن را به درب بیورآکتور آویزان و فیلتر در بالاترین قسمت قرار گیرد تا از 

ورود محیط کشت به آن جلوگیری شود )شکل 8(. فیلترهای هوا دارای مسیرهای جداگانه ورود و 

خروج هوا هستند و مسیر خروج فیلتر باید به شیلنگ رابط فیلتر و بیورآکتور وصل شود. سمت دیگر 

فیلتر به واسطه یک شیلنگ به پیش فیلتر متصل می شود. استفاده از پیش فیلتر اختیاری است و بجای 

پیش فیلتر می توان از یک فیلتر دیگر استفاده کرد که سری کردن دو فیلتر، احتمال آلودگی بیورآکتور از 

طریق هوا را به شدت کاهش داده و افت فشار مسیر را افزایش خواهد داد. همچنین می توان دو فیلتر 

و یک پیش فیلتر را به صورت سری به کار برد. در صورتی که افت فشار فیلترها باعث کاهش دبی هوا 

شود، می توان با استفاده از سه راهی، دو یا چند فیلتر را موازی نمود. ورودی فیلترها با کمک شیلنگ 

به خروجی پمپ هوا متصل می شود. برای اندازه گیری جریان هوا می توان بین پمپ هوا و فیلتر یا 

پیش فیلتر، روتامتر قرار داد. روتامتر با دامنه بین 0 تا 1 لیتر در دقیقه برای اکثر کاربردها مناسب بوده 
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و برای شدت های هوادهی زیاد می توان از روتامتر 0 تا 10 لیتر در دقیقه استفاده نمود )شکل 8(. لازم 

به ذکر است که قبل از اتوکلاو کردن فقط فیلتر و پیش فیلتر هوا به بیورآکتور متصل می شوند و اتصال 

روتامتر و پمپ هوا بعد از اتوکلاو کردن انجام خواهد شد. 

3- شیلنگ نمونه برداری و تخلیه: شیلنگ نمونه برداری به طول حدود 10 سانتی متر به شیلنگ خور 

پایین بیورآکتور متصل شده و سمت دیگر آن به یک فیلتر سرنگی مناسب برای فیلتراسیون محلول های 

آبی متصل می شود. مسیر شیلنگ با تا کردن و بستن سیم نازک کور می شود.

4- مسیر خروج هوا: خروج هوا با عبور از رطوبت گیر انجام می شود. برای نصب رطوبت گیر 

با کمک دو تکه شیلنگ کوتاه، لوله های ورود هوای رطوبت گیر به لوله های خروج هوای بیورآکتور 

متصل می شوند؛ به گونه ای که لبه لوله های استیل خروجی از رطوبت گیر با لبه لوله های استیل خروجی 

از درب بیورآکتور روی یکدیگر قرار گرفته و با هم تماس یابند. بدین ترتیب رطوبت گیر در جای 

خود ثابت شده و به صورت عمودی روی درب قرار خواهد گرفت. همچنین می توان از لوله استیل 

یک تکه برای برقراری اتصال بین رطوبت گیر و درب بیورآکتور استفاده کرد که در این حالت استقرار 

رطوبت گیر ثابت تر خواهد بود. در صورت نیاز می توان به کمک شیلنگ های بلندتر، رطوبت گیر را 

به درب بیورآکتور متصل نمود که در این حالت برای عمود قرار گرفتن رطوبت گیر به یک پایه مجزا 

نیاز خواهد بود.

5- نصب رابط نمونه برداری: در صورتی که به نمونه برداری از محتویات بیورآکتور بدون فیلتر 

کردن نیاز باشد، رابط نمونه استفاده می شود. این رابط یک ورودی به بیورآکتور داشته و توسط یک 

لوله استیل مستقیماً به درب بیورآکتور متصل می شود. لوله باید به اندازه کافی بلند باشد درون مایع 

بیورآکتور فرو رود. 
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ورودی،  هوای  فیلتر  استقرار  صحیح  نحوه  بیورآکتور:1-  جانبی  تجهیزات  اتصال  روش   -8 شکل 

2- روتامتر، 3- کمپرسور هوا، 4- مسیر نمونه برداری و تخلیه، 5- رطوبت گیر جریان هوای خروجی

5

1

4

3

2
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6- نصب شیلنگ ورود خوراک: برای افزودن خوراک به بیورآکتور در فرآیند خوراک دهی یا 

افزودن مقطعی مواد مغذی، یک شیلنگ به لوله استیل مربوطه که در درب بیورآکتور تعبیه شده است، 

متصل شده و سر دیگر آن به یک قطعه کوتاه لوله استیل و یا یک فیلتر سرسرنگی متصل می شود. در 

صورتی که خوراک دهی به بیورآکتور، لوله استیل مناسب بوده و می توان شیلنگ مخزن خوراک را به 

آن متصل نمود. اگر افزودن مقطعی مقادیر کم از ترکیبات مختلف مورد نیاز باشد، فیلتر سرسرنگی 

مناسب است و با کمک سرنگ می توان ترکیبات موردنظر را به بیورآکتور تزریق نمود. فیلتر سرنگی 

و یا لوله استیل با کمک آلومینیم پوشانده می شود تا خطر آلودگی آن کاهش یابد. قبل از استریل کردن 

بیورآکتور، شیلنگ رابط تا شده و با سیم بسته می شود تا مسیر مسدود شود. 

7- نصب شیلنگ ورود اسید و باز در صورت نیاز به کنترل pH: مشابه شیلنگ ورود خوراک 

نصب می شود و چون تزریق اسید به کمک پمپ پریستالتیک انجام می شود، انتهای شیلنگ یک قطعه 

لوله استیل قرار داده می شود تا بتوان آن را به شیلنگ پمپ متصل کرد. 

8- مسدود نمودن منافذ باقی مانده: حسگرهای مختلف پس از مرحله استریل کردن به بیورآکتور 

متصل می شوند، بنابراین منافذ محل استقرار آنها در درب بیورآکتور با کمک فالکون های 10 میلی لیتری 

مسدود می شود. 

2-6- استریل کردن
برای استریل کردن موارد زیر انجام می شود:

آلومینیم بسته  با فویل  اتوکلاو در ظروف استوانه ای قرار داده شده و درب ظرف  قابل  حسگرهای 

می شود.

1- محیط کشت به مقدار معین تهیه می شود. مقدار مناسبی محیط کشت )حدود 0/5 تا1 لیتر( داخل 

یک ظرف درب دار یا ارلن با درپوش آلومینیمی ریخته می شود تا پس از اتوکلاو کردن برای نگهداری 
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ریشه های بریده شده به مدت چند روز استفاده شود. در صورت آلوده شدن ریشه ها در طی عملیات 

برش از ورود آن به بیورآکتور و از دست رفتن محیط کشت جلوگیری می شود. باقی مانده محیط کشت 

به داخل بیورآکتور ریخته می شود و درب بیورآکتور نصب می شود.

2- مسیر ورود هوا به بیورآکتور در حد فاصل بین فیلتر و سر شیلنگی بدنه بیورآکتور با خم کردن و 

پیچیدن سیم مسدود شده تا از ورود محیط کشت و بخار به داخل فیلتر در هنگام اتوکلاو کردن هوا 

جلوگیری شود.

3- مسیر خروج هوا باز گذاشته می شود تا از افزایش فشار داخل بیورآکتور در حین اتوکلاو کردن 

جلوگیری شود.

انتقال آلودگی به لامینار، ظرف  4- برای جلوگیری از آلوده شدن دیواره ظروف پس از اتوکلاو و 

حاوی حسگرها و بیورآکتور هر یک در داخل کیسه پلاستیکی و ظرف حاوی محیط کشت در داخل 

دو لایه کیسه پلاستیکی قابل اتوکلاو قرار داده می شوند. سپس مقدار کمی آب در هر کیسه ریخته 

شده و درب کیسه ها بسته می شود. 

5- کیسه ها داخل اتوکلاو قرار داده و به مدت حداقل 30 دقیقه استریل می شوند. 

6- پس از سرد شدن اتوکلاو کیسه حاوی بیورآکتور و کیسه حاوی حسگرها در جای خنک و تمیز 

انبار می شوند.

در روش دیگر می توان درب بیورآکتور و اتصالات آن را جداگانه داخل یک پلاستیک قرار داد و 

استریل نمود و درب بیوراکتور را با ورق آلومینیم پوشاند و استریل کرد.
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3-6- آماده سازی پیش از کشت: 
1- کیسه حاوی ظرف محیط کشت به کنار لامینار منتقل شده و پس از خارج کردن از کیسه رویی 

در زیر لامینار قرار داده می شود.

2- ریشه های موردنظر به قطعات مناسب خرد شده و در داخل ظرف حاوی محیط کشت ریخته و 

درب کیسه پلاستیک بسته می شود. 

3- ظرف که در داخل کیسه پلاستیک دوم قرار دارد به شیکر منتقل شده و به مدت حداقل 3 روز 

همزده می شود تا از عدم وجود آلودگی اطمینان حاصل شود. 

4-6- کشت بیورآکتور: 
1- کیسه حاوی بیورآکتور به کنار لامینار منتقل، بیورآکتور از آن خارج و در زیر لامینار قرار داده 

می شود.

2- کیسه ای که ظرف حاوی ریشه ها داخل آن قرار دارد، از روی شیکر برداشته و ظرف در کنار لامینار 

از آن خارج و محتویات ظرف داخل بیورآکتور تخلیه می شود.

3- درب بیورآکتور محکم در جای خود قرار داده و اطراف لبه آن با پارافیلم پوشانده می شود.

4- ظرف حاوی حسگرها نیز در زیر لامینار از پلاستیک خارج و حسگرها در مقرهای خود نصب 

می شوند.

5- بیورآکتور به محل استقرار منتقل و پمپ هوا به آن متصل شده و هوادهی آغاز می شود. 

6- درصورتی که کنترل pH مدنظر باشد، پمپ های اسید و باز به شیلنگ های مربوطه متصل شده و به 

کامپیوتر متصل خواهند شد. 

همان طور که در مقدمه دستورالعمل شرح داده شد، کنترل دما در کشت اندام گیاهی صرفاً با کنترل 

دمای محیط صورت می گیرد و نیازی به ابزار کنترل دما در درون بیورآکتور نیست. 
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  5-6- آزمایش با بیورآکتور 
برای آزمایش بیورآکتورهای طراحی شده، ریشه های مویین گل راعی در 6 بیورآکتور 4 لیتری به 

مدت 5 هفته مورد ارزیابی قرار گرفتند )شکل 9(. آزمایش با 2 تیمار هوادهی و 3 تکرار انجام شد. 

هر واحد آزمایش حاوی 3 لیتر محیط MS با غلظت 50 درصد، به همراه تنظیم کننده رشد IBA با 

غلظت 1 میلی گرم در لیتر و ساکارز به مقدار 30 گرم در لیتر استفاده شد. 18 گرم ریشه به بیورآکتور 

اضافه و میزان هوای ورودی طبق جدول 1 تنظیم شد. بیورآکتورها پس از 5 هفته برداشت شدند و 

نتایج بدست آمده با استفاده از طرح کاملًا تصادفی مورد بررسی قرار گرفتند. دو تیمار از نظر حجم 

محیط باقی مانده، وزن تر و خشک ریشه نهایی، میزان ساکارز، گلوکز و فروکتوز محیط کشت، EC و 

pH با هم مقایسه شدند.

همان طور که در جدول 2 مشاهده می شود، از نظر حجم باقی مانده محیط کشت، تیمار 1 به دلیل 

هوادهی کمتر، مقدار بیشتری دارد که این مقدار بیشتر نشان از تبخیر کمتر دارد. از نظر وزن تر، تیمار 

2 به طور معنی داری وزن زیادتری دارد )در سطح 5 درصد(، در حالی که از نظر وزن خشک تفاوت 

معنی داری مشاهده نمی شود. دلیل این اتفاق می تواند تراکم بیشتر ریشه ها در تیمار با هوادهی شدیدتر 

باشد )شکل10(. تراکم بیشتر باعث محبوس شدن بیشتر آب در بین ریشه ها و افزایش وزن تر می شود. 

دلیل تراکم زیادتر ریشه ها در تیمار با هوادهی شدیدتر، تجمع بیشتر ریشه ها در سطح مایع هفته های 

اولیه می باشد. مقدار زیادتر EC و گلوکز محیط در تیمار با هوادهی شدیدتر به دلیل تبخیر بیشتر رخ 

داده است.
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جدول 1- نحوه اعمال تیمارهای هوادهی

)VVM( تغییرات هوادهی

زمان )هفته(تیمار 2تیمار 1

0/010/052
0/030/083
0/050/14

جدول 2- مقایسه میانگین متغیرهای تیمارهای هوادهی پس از 5 هفته

میانگین تیمار 2میانگین تیمار 1متغیر

a ⃰2/18 b 2/39حجم باقی مانده محیط )لیتر(

⃰ b510/00  a 460/00وزن تر )گرم(

a37/52 a 37/12وزن خشک )گرم(

EC )µS/cm(798/33 b843/00  a ⃰

pH6/07 b6/34  a ⃰

a0/00 a 0/00ساکارز )گرم بر لیتر(

⃰ b3/16  a 2/18گلوکز )گرم بر لیتر(

a6/10 a 6/05فروکتوز )گرم بر لیتر(
 مقادیر بزرگ تر و معنی دار در سطح 5 درصد با * مشخص شده اند.
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)پایین(.  با هوادهی شدیدتر  تیمار2  )بالا( و  تیمار1  بیورآکتور  تولید شده در  توده ریشه  شکل10- 
ریشه ها در بیورآکتور با هوادهی بیشتر متراکم تر و پررنگ تر می باشند.

تیمار 2

تیمار 1
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