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ABSTRACT 

 

 

Hairy root cultivation, induced by genetic transformation of plants with gram-negative 

bacterium Agrobacterium rhizogenes, is considered a promising alternative to conventional 

whole plant propagation technique for the production of important bioactive compounds due 

to its rapid growth and similar (or even higher) content of bioactive compounds production. 

Ajmalicine, one of the principle secondary metabolites found in C. roseus, has extensive 

medicinal applications in treatment of circulatory diseases and is already in use as a 

prescription drug (Card-Lamuran, Circolene, Duxor, Sarpan etc.) for hypertension to lower 

high blood pressure. Commercially, ajmalicine is extracted from the roots of C. roseus plant, 

but the content of ajmalicine in natural root systems is much lower than its demand. Therefore, 

alternative biotechnological production protocols such as hairy root cultivation systems are 

being studied to supplement the production of this valuable bioactive compound. 

Catharanthus roseus hairy root cultures (clone CP32 var. Prabal), used in the present 

investigation, were induced by National Institute of Plant Genome Research (NIPGR), New 

Delhi. The present investigation focused on the development of suitable novel bioreactor 

configurations for mass cultivation of C. roseus hairy roots on inert solid support for 

maximizing the ajmalicine content in hairy roots. 

Hairy root growth and ajmalicine production kinetics were established in hairy roots cultivated 

in two types of solidified media- agar gelled and phytagel gelled media. The maximum 

ajmalicine content in hairy roots was observed on 15th day on both types of solidified media. 

Sprinkle bioreactor, (equipped with effective custom-made media dispersal system) suitable 

for mass cultivation of hairy roots on inert solid supports, was designed and fabricated. Growth 

and ajmalicine production kinetics were established for hairy roots cultivated on selected inert 



 

supports (saw dust and grey sand) in the custom fabricated bioreactors wherein growth 

associated production kinetics was observed with maximum ajmalicine content in hairy roots 

on 20th day with both the inert supports. Twelve different agro-industrial residues were used as 

inert support materials and were examined for their suitability for cultivation of hairy roots in 

custom fabricated reactors. Saw dust grown hairy roots exhibited maximum ajmalicine content 

of 8.07±0.67mg/g DW out of all the inert support materials studied. Three different parameters 

were studied to optimize the inert bed characteristics: bed height, particle size of inert material 

and frequency of media addition. The complex and intriguing interaction of low and high 

concentrations of different effectors (inert bed parameters) and their cumulative effect on 

responses biomass and ajmalicine was studied using Response Surface Methodology. RSM 

optimized values of the three effectors (bed height, inert material particle size and frequency 

of media addition) predicted the ajmalicine content of 9.46 mg/g DW in the hairy roots which 

was experimentally validated. Hairy root cultivation was examined in five reactors having 

custom made inert support plate geometries; straight plate, curved plate, hemispherical plate, 

400 cone and 500 truncated cone wherein high ajmalicine content (10.29±0.48 mg/g DW) was 

observed in hairy roots cultivated in 500 truncated cone.  

The fabricated sprinkle bioreactors were modified wherein three or more individual sprinkle 

reactors were connected to a common media reservoir, which allowed parallel operation of 

multiple reactor units at a time. It also minimized the chances of contamination, did not require 

an additional power source for intermittent delivery of sterile media to the growing hairy roots 

and made the operation and handling of the reactor simpler. 

Custom made nutrient mist reactors were fabricated which were equipped with custom made 

misting unit for generation of fine mist inside the reactor. These custom fabricated reactors 

were simpler in design, cheaper which also featured easy operation as compared to 

commercially available mist reactors. C. roseus hairy roots were cultivated on selected inert 



 

supports (polyurethane foam and coconut husk) in the fabricated mist bioreactor wherein high 

ajmalicine content was observed in hairy roots cultivated on coconut husk (8.46±0.45 mg/g 

DW). Misting cycle featuring duration and frequency was statistically optimized using 

Response Surface Methodology wherein the optimized values of the misting cycle predicted 

the ajmalicine content of 10.95 mg/g DW in the hairy roots. This was validated by conducting 

independent experiments using the optimized misting cycle.  A detailed study of prior soaking 

of hairy roots in nutrient media in the fabricated mist reactors was conducted wherein different 

combinations of soaking and misting durations were examined. The combination of 15 days 

misting followed by 5 days soaking exhibited maximum ajmalicine content in hairy roots 

(13.78±0.36 mg/g DW). 

Mist reactor was scaled up for large scale cultivation studies on mass propagation of hairy roots 

of C. roseus on inert solid supports as this reactor exhibited better ajmalicine content in hairy 

roots as compared to nutrient sprinkle reactor. Scale up was done on the basis of “misting area 

per unit cross-sectional area of the reactor”. The custom-made mist reactor (20 L) was equipped 

with a mist generation device for effective and uniform mist generation inside the reactor. The 

design was economical, simple in construction and operation and did not require any external 

pumps for mist generation. Optimized misting cycle and combination of preoptimized soaking 

and misting was used for large scale hairy root cultivation studies wherein high ajmalicine 

content (12.58±0.64 mg/g DW) was observed in the harvested hairy roots, which is the best 

reported in literature so far.  

 

  



 

सार 

 

 

हयेरी रूट्स, ग्राम-नकारात्मक बैक्टीररया एग्रोबैक्टेररयम राइजोजेनेस के साथ पौधों के अनवुाांशिक पररवर्तन से पे्रररर्, 

बायोएशक्टव यौशिकों के उत्पादन की र्ीव्र वशृि और समान (या यहाां र्क शक उच्च) सामग्री के कारण महत्वपणूत जैव सशिय 

यौशिकों के उत्पादन के शिए परांपरािर् परेू पौधे प्रसार र्कनीक के शिए एक आिाजनक शवकल्प माना जार्ा ह।ै सी रोससयस 

में पाए जाने वािे शवशिष्ट सैकेन्डरी मेटाबोिाइट्स में से एक अजमशिशसन में पररसांचरण रोिों के उपचार में व्यापक औषधीय 

अनपु्रयोि हैं और उच्च रक्तचाप के शिए पहिे से ही एक शचशकत्सकीय दवा (काडत-िैमरुान, सकत िीन, डक्सर, सरपैन 

इत्याशद) के रूप में उपयोि में ह।ै वाशणशययक रूप से, अजमशिशसन सी रोससयस पौधे की जडों से शनकािा जार्ा ह,ै िेशकन 

प्राकृशर्क जड प्रणािी में अजमशिशसन की सामग्री इसकी माांि से बहुर् कम ह।ै इसशिए, वैकशल्पक जैव प्रौद्योशिकी उत्पादन 

प्रोटोकॉि जैसे हयेरी रूट्स की खेर्ी प्रणािी का अध्ययन इस मूल्यवान बायोएशक्टव यौशिक के उत्पादन के परूक के शिए 

शकया जा रहा ह।ै 

कैथरैन्थस रोससयस हयेरी रूट्स (क्िोन सीपी 32 var प्रबि), वर्तमान जाांच में उपयोि की िई, नेिनि इांस्टीट्यटू ऑफ 

पिाांट जेनोम ररसचत (एनआईपीजीआर), नई शदल्िी द्वारा बनाई िई हैं। वर्तमान जाांच में हयेरी रूट्स में अजमशिशसन सामग्री 

को अशधकर्म करने के शिए शनशरिय ठोस सहारा पर सी रोससयस हयेरी रूट्स की सामशूहक खेर्ी के शिए उपयकु्त नवीन 

बायोरेक्टर कॉशऩ्ििरेिन के शवकास पर कें शिर् शकया िया। 

हयेरी रूट्स की वशृि और अजमशिशसन उत्पादन कीनेशटक्स की स्थापना के शिए हयेरी रूट्स की दो प्रकार के ठोस मीशडया- 

एिर जैि और फाईटजेि जैि मीशडया में खेर्ी की िई थी। दोनों प्रकार के ठोस मीशडया पर 15 वें शदन हयेरी रूट्स में 

अशधकर्म अजमशिशसन सामग्री दखेी िई थी। शनशरिय ठोस सहारा पर हयेरी रूट्स की सामशूहक खेर्ी के शिए उपयकु्त 

शिडकाव बायोरेक्टर, (प्रभावी शविेष रूप से शनशमतर् मीशडया फैिाव प्रणािी से ससुशयजर्) का शडजाइन और शनमातण शकया 



 

िया था। शविेष रूप से शनशमतर् बायोरेक्टरों में चयशनर् शनशरिय सहारा (िकडी का बरुादा और भरेू रेर् को दखेा) पर खेर्ी 

हयेरी रूट्स के शवकास और अजमशिशसन उत्पादन कीनेशटक्स की स्थापना के शिए की िई थी शजसमें दोनों शनशरिय ठोस 

सहारा में शवकास से जडेु उत्पादन कीनेशटक्स 20 शदनों में हयेरी रूट्स में अशधकर्म अजमशिशसन सामग्री के साथ दखेी िई।  

बारह शवशभन्न कृशष-औद्योशिक अविेषों को शनशरिय ठोस सहारा सामग्री के रूप में उपयोि शकया िया था और शविेष रूप 

से शनशमतर् ररएक्टरों में हयेरी रूट्स की खेर्ी के शिए उनकी उपयकु्तर्ा की जाांच की िई थी। अध्ययन की सभी शनशरिय ठोस 

सहारा सामग्री में से िकडी का बरुादा पर खेर्ी की हुई हयेरी रूट्स में अशधकर्म अजमशिशसन सामग्री 8.07 ± 0.67 

शमिीग्राम/ग्राम डीडब्लल्य ू प्रदशितर् हुई । शनशरिय शबस्र्र शविेषर्ाओ ां को अनकूुशिर् करने के शिए र्ीन अिि-अिि 

पैरामीटर का अध्ययन शकया िया: शबस्र्र की ऊां चाई, शनशरिय सामग्री का कण आकार और मीशडया डािने की आवशृि। 

शवशभन्न प्रभावकों (शनशरिय शबस्र्र पैरामीटर) के शनम्न और उच्च स्र्रों की जशटि और शदिचस्प परस्पर शिया और 

प्रशर्शिया बायोमास और अजमशिशसन पर उनके सांचयी प्रभाव का अध्ययन ररस्पोंस सरफेस मेथडोिोजी (आरएसएम) 

का उपयोि करके शकया िया था। आरएसएम ने र्ीन प्रभावकारों (शबस्र्र की ऊां चाई, शनशरिय सामग्री कण आकार और 

मीशडया डािने की आवशृि) के मलू्यों को अनकूुशिर् शकया और हयेरी रूट्स में 9.46 शमिीग्राम/ग्राम डीडब्लल्य ू की 

अजमशिशसन सामग्री की भशवरयवाणी की िई शजसे प्रयोिात्मक रूप से मान्य शकया िया था। शविेष रूप स ेशनशमतर् ररएक्टर 

की ठोस सहारा पिेट पाांच ययाशमशर् में शनशमतर् की और हयेरी रूट्स की खेर्ी की िई: सीधे पिेट, घमुावदार पिेट, िोिाित 

पिेट, 40 शडग्री िांकु और 50 शडग्री शिशिर् िांकु शजसमें उच्च अजमशिशसन सामग्री (10.2 9 ± 0.48 शमिीग्राम/ग्राम 

डीडब्लल्य)ू 50 शडग्री शिशिर् िांकु में खेर्ी की हयेरी रूट्स में दखेी िई थी।  

शनशमतर् शकए हुए शिडकाव बायोरेक्टरों को सांिोशधर् शकया िया था शजसमें र्ीन या अशधक व्यशक्तिर् शिडकाव ररएक्टर एक 

समान मीशडया जिािय से जडेु थे, शजसमें एक समय में कई ररएक्टर इकाइयों का सांचािन शकया जा सकर्ा था। यह 

दशूषर्करण की सांभावनाओ ां को भी कम करर्ा ह,ै हयेरी रूट्स को जीवाणरुशहर् मीशडया के अांर्राि शवर्रण के शिए 

अशर्ररक्त शबजिी स्रोर् की आवश्यकर्ा नहीं होर्ी ह ैऔर ररएक्टर के सांचािन को सरि बना शदया जार्ा ह।ै 



 

शविेष रूप से शनशमतर् धुांध बायोरेक्टर का शनमातण शकया िया था शजसमे ररएक्टर के अांदर धुांध के फैिाव के शिए शविेष रूप 

से शनशमतर् शमशस्टांि इकाई बनाई थी। ये शविेष रूप से शनशमतर् ररएक्टर शडजाइन में आसान थे, सस्र्ा जो वाशणशययक रूप से 

उपिब्लध धुांध ररएक्टरों की र्िुना में आसान सांचािन भी शदखार्ा ह।ै सी रोससयस हयेरी रूट्स को शनशमतर् धुांध बायोरेक्टर 

में चयशनर् शनशरिय ठोस सहारा (पॉिीयरेूथेन फोम और नाररयि भसूी) पर खेर्ी की िई थी शजसमें नाररयि भसूी (8.46 ± 

0.45 शमिीग्राम/ग्राम डीडब्लल्य)ू पर खेर्ी की हयेरी रूट्स में उच्च अजमशिशसन सामग्री दखेी िई थी। शमशस्टांि चि-अवशध 

और आवशृि ररस्पोंस सरफेस मेथडोिोजी का उपयोि कर साांशययकीय रूप से अनकूुशिर् शकया िया था शजसमें शमशस्टांि 

चि के अनकूुशिर् मलू्यों ने हयेरी रूट्स में 10.9 5 शमिीग्राम/ग्राम डीडब्लल्य ूकी अजमशिशसन सामग्री की भशवरयवाणी 

की थी। यह अनकूुशिर् शमशिर् चि स्वर्ांत्र प्रयोिों का सांचािन करके मान्य शकया िया था। धुांध ररएक्टरों में पोषक मीशडया 

में हयेरी रूट्स के पवूत शभिोने का एक शवस्र्रृ् अध्ययन शकया िया था शजसमें शभिोने और धुांध फैिाव अवशध के शवशभन्न 

सांयोजनों की जाांच की िई थी। 15 शदनों के धुांध फैिाव के बाद 5 शदनों र्क भीिी हुई हयेरी रूट्स में अशधकर्म अजमशिशसन 

सामग्री (13.78 ± 0.36 शमिीग्राम/ग्राम डीडब्लल्य)ू प्रदशितर् हुई। 

धुांध ररएक्टर को सी रोससयस हयेरी रूट्स के बडे पैमाने पर खेर्ी के अध्ययन के शिए बढाया िया था, क्योंशक शिडकाव 

बायोरेक्टर की र्िुना में इस ररएक्टर ने हयेरी रूट्स में बेहर्र अजमशिशसन सामग्री प्रदशितर् की थी। "ररएक्टर के प्रशर् यशूनट 

िॉस-सेक्िनि एररया" के आधार पर स्केि अप शकया िया था। शविेष रूप से शनशमतर् धुांध ररएक्टर (20 िी०) के अांदर 

प्रभावी और समान धुांध उत्पादन के शिए धुांध उत्पादन उपकरण से िैस था। शडजाइन आशथतक और सरि था, शनमातण और 

सांचािन में सरि था और धुांध पीढी के शिए शकसी भी बाहरी पांप की आवश्यकर्ा नहीं थी। अनुकूशिर् शमशस्टांि चि और 

शभिोने और धुांध फैिाव के अनुकूशिर् सांयोजन बडे पैमाने पर हयेरी रूट्स की खेर्ी के अध्ययन के शिए इस्र्ेमाि शकया 

िया था शजसस ेहयेरी रूट्स में उच्च अजमशिशसन सामग्री (12.58 ± 0.64 शमिीग्राम/ग्राम डीडब्लल्य)ू दखेी िई थी, जो 

अब र्क साशहत्य में सबसे अच्िी ररपोटत की िई ह।ै 
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