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Kultury tkankowe roslin jako irodlo metabolit6w 
wtornych 

Wprowadzenie 

Rosliny Sq irödtem wielu cennych metabolitow kom6rkowych. Substancje te, 
izolowane czt;sto w formie czystej, majq szerokie zastosowanie w farmacji, chemii, 
przemyslespozywczym, kosmetycznym oraz w rolnictwie. Czc;sc uzywanych dotych
czas zwiqzk6w chemicznych otrzymuje si<; przez syntez<; chemicznq, jednakze wit;
kszosc z nich ma tak zlozonq budow<;, ze ich sztuczne otrzymywanie jest albo bardzo 
kosztowne, albo wr<;cz niemozliwe. Innq przyczymi, dla kt6rej rezygnuje si<; z uzy
wania syntetycznych subslytut6w, jest wzrost zaintcresowania konsument6w produ
ktami pochodzenia naturalnego. W USA ok. 25% wszystkich lek6w opartych jest na 
naturalnych zwiqzkach pochodzenia roslinnego. PrLykladowo mozna tutaj wymienic 
takie leki, jak atropina, skopolamina, digoksyna, winblastyna, winkryslyna, morfina 
czy kodeina. 

Wit;kszosc otrzymywanych z roslin produkt6w to tzw. metabolity wt6rne. Uwaza 
si~, ze odgrywajq one waznq rol<t w integracji roslin z otoczeniem, choc nie zawsze 
wiqZq si<; z ich gl6wnymi szlakami metaholicznymi. Kazdy gatunek roslin produkuje 
specyficzny dla siebie zestaw metabolitow wt6rnych. Dotychczas pozyskiwanie nie
kt6rych z nich na skal<; przemyslowq odbywalo si<t poprzez ekstrakcjy z materialu 
roslinnego. Nalezy jednak odnotowac, ze nie wszystkie rosliny produkujqce metabo-

lity wt6rne o znaczeniu przemyslowym S<} uprawiane masowo. . 
Wsp&czesna biotechnologia stworzyfa podstawy do nowych rozwi<1zan. S~ nimi 

hodowle tkanek hab zawiesiny kom6rek wyspecjalizowanych w syntezie specyficz
nych metabolitow. Proces jest prowadzony w bioreaktorach w scisle kontrolowanych 
warunkach. Dzi<cki temu staje si<t mozliwe sterowanie szlakami metabolicznymi 
kom6rek i optymalizowanie warunk6w hodowli dla wzmoi:onej syntezy (nadprodu
kcji) okreslonych metabolitow. Wyniki prac badawczych wskazujq, ze wydajnosc 
produkcji niekt6rych metabolit6w wt6rnych w bioreaktorach jest 10-1000 razy wy
zsza niz w uprawie polowej. Za rozpowszechnieniem metod in vitro przemawia brak 
ograniczen zwic\zanych z dostc;pnosci,\ materiaru roslinnego, kt6rego jakosc zalezy od 
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Tabela 1. Wydajnosc produkcji 1tiekt6rycb metabolit6w wt6mycb w warunkacb in vitro 

Metabolit 

Kwas rozmarynowy 

Szikonina 

Berberyna 

Serpentyna 

Roslina 

Coleus blumei 

Litho,5perm.um erythrorhizon 

Coptis japonica 

Catlwrantlms roseus 

Udziat w 

s.m. (%) pozywce (g/1) 
21,5 5,6 
23,2 3,0 
13,2 2,5 

1,5 0,6 

miejsca pochodzenia, panuj<\cych tarn warunk6w klimatycznych czy tez od stopnia 
porazenia roslin chorobami. 

Produkcja biomasy kom6rkowej w kulturach in vitro zalezy od czynnik6w kon
trolowanych przez cztowieka. Efektywne wykorzystanie potencjatu metabolicznego 
roslin w produkcji wt6rnych metabol it6w wymaga selekcji odpowiednich linii kom6r
kowych, optymalizacji sktadu pozywek wzrostowych i produkcyjnych, stosowania 
swoistych induktor6w syntezy oraz coraz czysciej wykorzystania technik klonowania 
gen6w zwic;kszajqcych zdolnosci metaboliczne roslin. 

Dzit;ki tego typu zabiegom mozliwe staje sie; otrzymywanie metodami in vitro 
metabolit6w, kt6re wprawdzie wyst<tpujq w danym gatunku roslin, lecz ze wzglc;du 
na ich niskq koncentracjy nie jestoptacalne ich ekstrahowanie. Metody hodowli kultur 
tkankowych i ich zastosowanie do produkcji metabolit6w wt6rnych zostaly opisane 
przez Chmiela [3 ). 

Produkcja mctaholilow wt6rnych w hodowlach kom6rkowych in vitro stanowi 
przedmiol intcnsywnych badan. Cfrlgty rozwoj biotechnologii kom6rek roslinnych 
dostarcza wci<1z nowych na turalnych produkt6w, kt6rc szybko znajdujc\ zastosowanie 
w wielu dziedzinach zycia. Nadzieje na sukcesy handlowe zostaty rozbudzone po 
wprowadzeniu na rynki swiatowe, i to z duzym sukcesem handlowym, szikoniny 
produkowanej przez kultun; Lithospermum erythrorhizon (Japonia). Jest to barwnik 
czerwony, kt6ry zdobyt rynek kosmetyk6w zwic\zany z produkcjq szminek do ust. 

Warto jednak podkreslic, ze mimo duzego wysilku osrodk6w badawczych, tylko 
nieliczne produkty doczekaty sie; opracowania metod ich produkcji w skali przemy
stowej . Gt6wnym problemem w rozwoju tych technologii jest prLede wszystkim 
aspekt ekonomiczny, jak r6wniez brak wiedzy podstawowej w kierowaniu szlakami 
metabol icznymi roslin. M imo to post~p w tcj dziedzinie jest coraz szybszy. Prezento
wana publikacja stanowi prLeglctd prac zwiqzanych z produkcjq metabolit6w wt6r
nych. Om6wiono zr6dta i wykorzystanie wt6rnych metabolit6w roslinnych w r6znych 
gatc;ziach przemystu oraz w medycynie. Zwr6cono szczeg61ncl uwagt; na barwniki, 
substancje o znaczeniu farmakologicznym i enzymy roslinne. 
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Barwniki 

~arwniki ~c\)ednq z wielu grup metabolitow wytwarzanych przez rosliny. Zna
czeme barwnikow dla cztowieka opiera siy na mozliwosci ich wykorzystania do 
barwienia produkt6w zywnosciowych, kosmetycznych i innych. Metody hodowli 
tkankowych in vitro pozwalaj<\ na szerokie pozyskiwanie w ten spos6b r6znych 
rodzaj6w barwnikow. 

Du~1 ich grup<t stanowiq llawonoidy. Sc\ to zwiqzki chemiczne o barwie najczt;
sciej z6ltej, od kremowozohej do ciemnopomaranczowej. Gromad2q si«t wewnqtrz 
kom6rek, w wakuolach lub chromoplastach. Ich r6znorodnosc jest ogromna. Nale2q 
do tej grupy zar6wno antocyjany, jak i tlawony. Wszystkie te zwiqzki lqczy wsp6Iny 
element budowy, a mianowicie uklad chalkonu. 

R6znorodnosc antocyjanow bierze si<t stt1d, ze tt1ki sam barwnik antocyjanowy w 
zaleznosci od pH soku komörkowego i od obecnosci jon6w nieorganicznych w 
komorce moze miec r6zm\ barw<t- od fioletowej do czerwonej. Ilosc gromadzonych 
antocyjan6w jesl wiyksza, gdy w srodowisku kom6rki panuje niskie st<;zenie jon6w 
azotanowych i fosforanowych. 

Waznym czynnikiem reguluj<\cym syntez<; antocyjan6w jest tez zr6dlo wt;gla. 
Przyldadowo, kom6rki marchwi (Daucus carota) rosnq Iepiej, gdy w pozywce jest 
sacharoza, ale produkcja antocyjan6w jest wiyksza, gdy ir6dlem wt;gla bydzie gluko
za. Z przeprowadzonego przez Zwayyeda doswiadczenia, w ktorym dodawano do 
pozywki glt1kozy, fruktozc; i sacharoz(} w r6znych kombinacjach, wynika, ze najwit;cej 
poz,1danego barwnika gromadzi siy w6wczas, kiedy jedynym ir6dtem W<tgla jest 
glukoza [35]. Przy jej styzeniu 15 g/1 otrzymuje siy ok. 90 µg antocyjan6w na litr 
prowadzonej kultury. Zastypowanie glukozy fruktoz~ czy sacharoz~ powoduje 
zmniejszenie ilosci produkowanych antocyjanow prawie o potowt;. 

Opr6cz marchwi antocyjany produkowane sq przez kultury tkankowe takich 
roslin, jak: len (linum usitatissimum), winorosl (Vitis vinifera), kukurydza (Zea 
mays), slonecznik (Helianthus tuberosus) i wiele innych. Barwniki antocyjanowe 
cenione sqjako naturalne barwniki zywnosci, a takze wykorzystuje siy je do barwienia 

tkanin artystycznych, przede wszystkim gobelin6w. 
Sposr6d tlawon6w stosowanych jako barwniki mozna wymienic apigenint;, po

zyskiwam\ z soi (Glicyne max), daidzein<; - z fasoli (Phaseolus aureus), formono
netynt: - z grochu wtoskiego (Cicer arietilium), a takze moryn<t - z morwowatego 
drzewa amerykanskiego (Maclurapomifera). Ta ostatnia roslinaj~stzr6dlem nie_tylko 
moryny, ale i innych tlawonoid6w. Optymalizacja ich produkCJ• byta przedm1otem 
badan prowadzonych przez Pasqua i in. [24 ]. Autorzy ci stwierdzili, ze odpowiedni~ 
dobrana pozywka w hodowlach in vitro moze zwiykszyc ilosc produkowanych 1 

pozyskiwanych metabolitow o ponad polow<; w por6wnan_iu do ~l~sci b~rn:nik6w 
produkowanych przez rosliny w uprawach naturalnych. W1<;~s~osc '")'~11en_1onych 
wyzej flawon6w stosuje sit; do barwienia wetny i innych matenalow wlokienmczych. 
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Wsr6d chinon6w produkowanych przez rosliny mozna znaleic barwniki wyko
rzystywane przemystowo. Przykladem takich zwiqzk6w jest alizaryna, stosowana 
jako czerwony barwnik w farbiarstwie. Jej zr6dlem jest przytulia wiosenna (Galium 
mollugo). Maksymalna produkcja alizaryny z tkanki tej rosliny zostafa uzyskana w 
pozywce plynnej zawierajqcej 7% sacharozy, a stymulatorem hormonalnym byt NAA 
w st<tzeniu 2,7 ppm [ 1 ]. 

Intensywne badania prowadzone Sq nad optymalizacjq produkcji szikoniny z 
Lithospermwn erythrorhizon. Ten czerwony barwnik stosowany od wielu lat w 
przemysle kosmetycznym i spozywczym jest juz pozyskiwany metodq in vitro na 
skal<t przemystowq od roku 1983 [8, 10]. Problemem w produkcji szikoniny jest to, 
ze w kom6rkach gromadzi siy ona miydzy btonc\ cytoplazmatycznc1 a scianq kom6r
kowq, przez eo hamowany jest dalszy wzrost hodowanej lkanki oraz synteza metabo
litu [8]. Okazato siy jednak, iz problem ten moze byc pominiyty, gdy tkankq groma
dzqcq szikonin<t Sc\ korzenie wtosnikowe. Transformowanie tych korzeni szczepem 
Agrobacteriu,n rhizogenes 15834 i odpowiednio dobrana pozywka powodujq, ze 
szikoninajest uwalniana dopozywki,a ciqglajej produkcja wbioreaktorze moze trwac 
ponad 200 dni ze stalcl wydajnosciq dobowq - 5 mg/1 [32). 

Du2c:1 wydajnosc w kr6tkotrwatych hodowlach (3-10 dni) osiqgni<;to tez w kultu
rach zawiesinowych, wprowadzajqc do nich - jako stymulator syntezy - grzyb 
Penicilliwnsp. orazstosujqc ciqgtq ekstrakcj<; produktu. W tym przypadku otrzymano 
nawet 60 mg szikoniny/1 [16] . 

We wszystkich roslinach majqcych zdolnosc do fotosyntezy wystc;puje chlorofil. 
Jest to zielony barwnik maj,icy dosc szerokie zastosowanie. Barwi si<t nim mydla, 
ttuszcze, woski, wyroby cukiernicze, napoje alkoholowe, konfitury, a tak:ze kosmety
ki, perfumy i sk6ry. Jego popularnosc w swiecie roslinnym powoduje, ze mozna go 
produkowac drog,\ kultur tkankowych wielu roslin: z cykorii (Cichoru,n endiva), 
marchwi (Daucus carota), jc;czmienia (Hordeum vulgare), sataty (Lactuca sativa), 
mi<ttY (Mentha arvensis), tytoniu (Nicotiana tabacum), pietruszki (Petroselinu,n 
hortense), anyzu (Pimpinella anisum) i wielu innych. 

Karotenoidy to grupa barwnik6w nalezqcych do tetraterpen6w, o barwie z6ttej, 
pomaranczowej lub czerwonej. S<1 bardzo rozpowszechnione w swiecie roslin, szcze
g6lnie ksantofil, a-karoten i ß-karoten. W kulturach in vitro izoluje siy je z ruty (Ruta 
graveolens), 1narchwi (Daucus carota), jyczmienia (Hordeum vulgare), tytoniu (Ni
cotiana tabacu,n) oraz z petunii (Petunia hybrida). Karotenoidy stosuje si<t przede 
wszystkim jako barwniki w przemysle spozywczym. 

Mniej rozpowszechnionc4 grupq barwnik6w Sq betalainy. Wystc;pujc} one u niekt6-
rych roslin rz<;du Centrospermae zamiast popularnych w innych roslinach antocyja
n6w. Betalainy to pochodne kwasu betalamowego, kt6ry - lqc:zqc si<t z aminokwa
sami - tworzy barwny kompleks. Betalainy o zabarwieniu czerwonofioletowym to 
betacyjaniny, zas o zaharwieniu z6ltym -betaksantyny. Do betacyjanin nalezy m.in. 
betanina, a do betaksantyn m.in. wulgaksantyna I i II oraz DOPA-ksantyna. Uklady, 
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z kt6rych pozyskuje si~ wyzej wymienione barwniki, stosowane p6iniej w przemysle 
spozywczym jako dodatki barwiqce, to gt6wnie kultury kom6rkowe buraka cwiklö
wego (Beta vulgaris) oraz Portulaca grandiflora. Otrzymywanie barwnik6w z P. 
grandiflora oraz ich charakterystyk<t przedstawit ostatnio Böhm i in. [2]. Burak 
cwiktowy jest od dawna znany jako zr6dto wielu betalain [4,21 ). W ch\gu ostatnich 
kilku lat przeprowadzono wiele doswiadczen nad optymalizacjq procesu produkcji i 
ekstrakcji tych barwnik6w, indukujqc do ich wytwarzania korzenie wtosnikowe 
buraka transformowaneAgrobacterium rhizogenes [32) czy tez odpowiednio regulu
jc\c stosunek auksyn do cytokinin w pozywce (11 ]. Leathers i in. opisali produkcjy 
ba1wnik6w betalainowych przy uzyciu kultury kalusowej buraka cwiklowego. Dziyki 
zastosowaniu specjalnych technik indukcji kalusa, doborowi odpowiednich proporcji 
mi~dzy auksynq (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy - 2,4-D) i cytokininq (6-benzy
laminopuryna - 6-BAP) oraz poprzez izolacj<t fragment6w kalusa o okreslonej 
barwie udato si<; uzyskac kultury produkujc\ce pojedyncze barwniki: z61ty, pomaran
czowy, czerwony i fiolctowy. 

Substancje lecznicze 

W przemysle färmaceutycznym wykorzystywana jest obecnie duza liczba natu
ralnych zwi<lzk6w izolowanych z rosl in. Pomimo ogromnych naktad6w poniesionych 
na otrzymywanie lek6w syntetycznych i masowq produkcjy antybiotyk6w z wyko
rLystaniem fermentacji mikrobiologicznej, preparaty farmaceutyczne pochodzenia 
roslinnego odgrywajq ci(lgle znacznq roh;. Postyp w biotechnologii roslin i wzrost 
zainteresowania farmaceutykami pochodzenia roslinnego otworzyt nowe perspekty
wy dla genetycznego ulepszania roslin i produkcji lek6w roslinnych. Duze nadzieje 
wiqze si<t z opanowaniem syntczy poszczegolnych substancji w kulturach hodowa
nych w bioreaktorach. 

Z roslin z rodzaju Hyoscyamus czy Duboisia olrzymywane Sq hioscyjam~na i 
skopolamina. Rodzaj Duboisia obejmuje trzy gatunki D. myoporoides R. Br., D. 
leiclzhardtü F. Muell i D. hopwoodii F. Muell, kt6re pochod2q z Australii. Kultury 
komörkowe rodzaju Duboisia byty bardzo szeroko badane pod wzgl~dem ich zdol
nosci do wytwarzania alkaloid6w tropanowych. Kalus, kultury kom6rkowe i zr6zni
cowane P<tdy w zasadzie nie wytwarzaj,t alkaloid6w tropanowych. Jednak wytworzo
ne z kalusa korzenie i kultury korzeni produkujq normalny zestaw alkaloid6w tropa
nowych, podobnie jak rosliny regenerowane z hodowli tkankowej. Korzenie wielu 
roslin z rodziny Solanaceae sq miejscem syntezy alkaloid6w i dlatego tez zawartosc 
alkaloidow w kulturach korzeni in vitro jest wi<tksza niz w kulturach kom6rkowych, 
czy nawetw catych roslinach [21 ). Badania Kitamury i in. pokazujl\, ze kultury korzeni 
D. myoporoides i D. leichhardtii wytwarzaj(\ alkaloidy tropanowe i pirydynowc (18]. 
W hodowli D. leichhardtii uzyskuje sie; nie tylko atropin<t i skopolaminc;, ale takze 
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apoatropiny. Poprawy wzrostu i zwit;kszenie produkcji alkaloid6w mozna uzyskac na 
pozywce z wyzsz.1 koncentracjq sacharozy (7-10%). Opr6cz tego wymagana jest 
staranna selekcja rosl iny ma tecznej i kultury korzeni [ 18]. 

Duze zdolnosci do produkcji alkaloid6w tropanowych wykazujq rosliny z rodz.1ju 
Hyoscya,nus. Kultury korzeni Hyoscyamus albus, transformowane r6znymi szczepa
mi Agrobacterium rhizogenes, mogq byc cennym zr6dtem hioscyjaminy. Korzenie 
transformowane (wtosnikowate) uzyskuje siy w wyniku zakazenia roslin lub ich 
fragment6w bakteriami A. rhizogenes. Fragment bakteryjnego plazmidu Ri (root 
inducing plasmid) wbudowuje siy do genomu kom6rki roslinnej, powodujqc zmiany 
metabolizmu kom6rki, eo w konsekwencji prowadzi do rozwoju korzeni wtosniko
watych. Korzenie te charakteryzujq siy szybkim przyrostem biomasy, a synteza 
metabolit6w wtornych utrzymywana jest na stalym poziomie. Kultury korzeni wlos
nikowatych w odpowiednich warunkach hodowli i przy wtasciwie dobranej koncen
tracji fitohormon6w wytwarz.1jc\jako gt6wny metabolit wt6rny hioscyjaminy. Zawar
tosc skopolaminy jest wiyksza w hodowlach korzeni prowadzonych na swietle [30). 
Biosynteza alkaloid6w tropanowych odbywa siy w korzeniach roslin, skqd hyposcy
jamina jest transportowana ksylemem do naziemnych czysci rosliny, gdzie zachodzi 
jej przemiana w skopolaminy [20]. Stwierdzono, ze w korzeniach H. albus, transfor
mowanych i nie transformowanych, hodowanych przy doste:;pie swiatta, zawartosc 
alkaloid6w, a szczeg6lnie skopolaminy jest wi<;ksza niz w hodowli korzeni utrzymy
wanej bez doste:;pu swiaHa [30]. 

Skopolamina stosowana jest w postaci bromowodorku jako lek antycholinergicz
ny o dziataniu obwodowym i osrodkowym. Stosowana jest takze miejscowo w 
okulistyce oraz doustnie i pozajelitowo w stanach pobudzenia ruchowego. Jest cen
nym surowcem do produkcji p6lsyntetycznych pochodnych. Hioscyjamina jest r6w
niez lekiem antycholinergicznym. Stosuje siy jq w chorobie wrzodowej zolqdka i 
dwunastnicy orazjako srodek przeciwskurczowy. 

Bardzo interesujqcq roslin,1 jest Catharanthus roseus, wytwarzajqca szeroki wa
chlarz alkaloid6w indolowych, w tym kilka zwiqzk6w o znaczeniu farmakologicz
nym. Zwi<1zki te opr6cz funkcji hamujqcych rozw6j mikroorganizm6w, mogq pelnic 
rolc; ochronnq przed promieniowaniem UV i roly zwiqzk6w magazynujqcych i trans
portujqcych azot. Wiykszosc badan poswiyconych tej roslinie jest ukierunkowana na 
zastosowania 1nedyczne. Pozyskiwane z korzeni monomeryczne alkaloidy - ajma
licyna i serpentyna - sq uzywane w leczeniu chor6b serca i krqzenia, natomiast 
dimeryczne alkaloidy - winblastyna i winkrystyna - Sq potencjalnymi lekami 
przeciwnowotworowymi [25]. Winblastyna i winkrystyna powstaj<1 przez polqczenie 
dw6ch r6znych monomerycznych alkaloid6w indolowych-windoliny i katarantyny. 
Windolina jest akumulowana w roslinach w stosunkowo wysokich ilosciach w prze
ciwienstwie do ka tarantyny. Dlatego tez konieczne jest opracowanie efektywnego 
sposobu zwiyksz.1nia produkcji katarantyny in vitro, aby przez polqczenie jej z 
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windolinq, uzyskiwanc\ w wyniku ekstrakcj i z roslin uprawnych, otrzymac winblasty
n<; i winkrystyny (15]. 

Kultury korzen i lransformowanych przezAgrobacterium rhizogenes- ze wzgl«t
du na ich wysok,\ stabilnosc genetycznc\ - S<i bardziej przydatne do produkcji 
wartosciowych metabolit6w wt6rnych anizeli kultury zawiesinowe. Opr6cz tego 
mozna prowadzic selekcjy klon6w transformowanych korzeni, kt6re szybciej rosn<1 i 
produkujq wiycej po74danych metabolit6w (13]. 

Wy-zszy poziom katarantyny w hodowli Catharanthus roseus mozna uzyskac z 
kultur transtormowanych korzeni hodowanych na pozywce, w kt6rej ir6dto W«tgla 
stanowi,\ monocukry. Glukoza, a gl6wnie fruktoza -obecne w pozywce, zwi«tkszajq 
poziom katarantyny prawie dwukrotnie w por6wnaniu z poziomem uzyskiwanym w 
pozywce z sacharo2c1. Poniewaz na pozywce z sacharo2(\ plon uzyskiwanej biomasy 
jest dwukrotnie wyzszy, rozwija siy obecnie hodowly dwuetapowq: z sacharo74 w 
pierwszym i fruktozc1-w drugim etapie hodowli. Pozwala to zwi«tkszyc wydajnosc 
zarowno katarantyny, jak i biomasy kom6rkowej. Przypuszcza si~, i:e zmiana sacha
rozy na fruktozy powoduje zmian<t metabolizmu W<tglowodan6w w transformowa
nych korzeniach, eo stymuluje metabolizm drugorz<tdowy [ 15). 

Cytokininy, obok swego dziafania regulujqcego rozw6j roslin, wykazujcl takze 
dui:y wptyw na produkcj<; alkaloid6w. W kulturach kom6rkowych Catharanthus 
roseus dodatek cytokinin do pozywki pozbawionej 2,4-D powoduje wzrost produkcji 
ajmalicyny. Dziafanie to moze byc dodatkowo wzmocnione przez dodatek CaC12 [71. 
Powiykszenie skali produkcji alkaloidow wymaga kilku zmian w warunkach hodo,Nli 
kultur Catharanthus roseus. Bez tych zmian kultury przeniesione z kolbek do biore
aktora slajq si<; ciemne i wytwar/.anie ajmalicyny jest znacznie zahamowane. Bardzo 
istolnq role:; odgrywa scisla kontrola sktadu gazowego w bioreaktorze, a szczeg6lnie 
recyrkulacja wprowadzanego powietrza. Dzi<;ki temu wytwarzanie ajmalicyny jest 
3-4-krotnie wiyksze anizeli w hodowli bez kontroli napowietrzania. Warunki gazowe 
wywicrajq r6wniez duzy wplyw na wydzielanie ajmalicyny do pozywki. Wykorzy
stujqc recyrkulacjy gazow, prawie 100% ajmalicyny jest wydzielane do pozywki, 
podczas gdy w normalnych warunkach ilosc ta jest znacznie mniejs7.a. Mechanizm 
tego zjawiska nie jest jeszcze poznany, choc - jak widac - srodowisko gazowe 
wytwarzane przez kom6rki roslinne jest istotne dla zycia kom6rek i dla tworzenia 
metabolitow wt6rnych (31 ]. 

W medycynie wykorzystywana jest r6wniez berberyna, alkaloid izochinolinowy, 
kt6ra jest zwykle pozyskiwana przez ekstrakcjy z kor.leni i kory roslin nale2qcych do 
rodzin Ranunculaceae, Menispermaceae, Papaveraceae i Berberidaceae. Berberyna 
ma dosc silne dzialanie przeciwbakteryjne i przeciwpierwotniakowe, z6lciop<;dne i 
spazmolityczne. Stosowana jest czasem w postaci siarczanu jako srodek przeciwbie
gunkowy i pierwotniakob6jczy. Opr6cz zastosowania w fannacji berberyna jest takze 
Wykorzystywana jako marker tluorescencyjny do wielu badan medycznych (17]. 
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Berberyna wytwarzana jest w kulturach kom6rkowych wielu roslin. Najwyzs:ü\_ 
produkcj<r - 7 g/1- uzyskano w hodowli Coptisjaponica; jest to najwi<tksza ilosc 
produktu, jakq kiedykolwiek otrLymano w roslinnych kulturach kom6rkowych (33]. 
Berberyna wytwarzana jest r6wniez przez inne rosliny, w tym szczeg6lnq uwag<t 
zwr6cono na gatunki z rodzaju Thalictrum. 

Roslinne kultury kom6rkowe majq bardzo r6zne charakterystyki wzrostu i produ
kcji metabolit6w. Relacja pomi<rdzy wzrostem kom6rek a wytwarzaniem wt6mych 
metabolit6w jest bardzo istotnym czynnikiem, kt6ry musi byc brany pod uwag<t przy 
rozwijaniu efektywnych metod produkcji. Nie ma jednej uniwersalnej metody, kt6ra 
moze byc zastosowana we wszystkich rodzaja,ch kultur i w produkcji wt6mych 
metabolit6w. We wstypnych badaniach nad kulturami zawiesinowymi Thalictrum 
rugosum okazato si<r, ze kwas 3-indolilooctowy (IAA) jest najlepszym roslinnym 
regulatorem wzrostu,jezeli chodzi o produkcjy berberyny. Zwiykszenie produkcji tej 
substancji, w por6wnaniu do hodowli z dodatkiem 2,4-D, wynosi ponad 60%, a 
zastosowanie CuSO 4 w p6znej fazie wzrostu lub na poczc4tku fazy stacjonamej 
zwü;ksza szybkosc syntezy i wydzielanie berberyny do pozywki. Na podstawie tych 
wynik6w pr6bowano ustalic optymalnq stralegiy produkcji berberyny w kulturach 
zawiesinowych Thalictrum rugosum. Najhardziej wydajna okazata sit; hodowla dwu
etapowa na pozywkach, w kt6rych styzenie sacharozy wynosilo 8%. Stwierdzono, ze 
istolnq roly w wydzielaniu berberyny do pozywki odgrywa dodatek CuSO 4 [17]. 

Cennym zr6dtem berberyny okazata siy tropikalna roslina medyczna, b<tdqca na 
wymarciu, Cosciniwn fenestratum. Kultury zawiesinowe otrzymane z kalusa tej 
rosliny wytwarLajq berberyny pocz.1wszy od wczesnej fazy logarytmicznej, a maksy
malna akumulacja nastypuje w p6znej fazie logarytmicznej. R6wnoczesnie wzrasta 
ilosc berberyny w pozywce. W fazie stacjonarnej hodowanej kultury tkankowej 
zawartosc berberyny stabilizuje siy. Pozytywne dziatanie na produkcjy berberyny 
wywiera kwas naftalenooctowy (NAA), natomiast kwas 3-indolilooctowy (IAA) 
wstrzymuje z.1r6wno wzrost, jak i syntezy berberyny (14]. Dalsze badania nad 
pozyskiwaniem berberyny z Cosciniwnfenestratum bydq dotyczyc gt6wnie optyma
lizacji warunk6w hodowli w celu zwiykszenia wydajnosci otrzymywania berberyny. 

Do najbardziej pospolitych alkaloid6w purynowych wystypujqcych w roslinach 
nalez-1 kofeina, teobromina i teofilina. Alkaloidy purynowe zostaty wykryte w przy
najmniej 20 rodzinach, a powszechnie wystypujc4 w gatunkach dwulisciennych strefy 
subtropikalnej. Ze wzgl<td6w ekonomicznych wazne sq trzy gatunki roslin: Coffea 
arabica L. (kawa), Came/Ji~-. sinensis L. (herbata) i Theobroma cacao L. (kakao). 
Kawa i herbata akumuluj,\ gt6wnie kofeiny, natomiast kakao gromadzi teobromin<t
W medycynie kofeinajeststosowana wstanach wyczerpania fizycznego i umyslowe
go, w ostrym za truciu alkoholem i atropinq, w zapasci i podcisnieniu. Kofeina jest 
Iekiem o dzialaniu pobudzajqcym prac<t serca. Rozszerza naczynia wiencowe, nerko
we i opon muzgowych. Teobromina rozszerza naczynia nerkowe, zwi<;ksza przeptyw 
krwi przez nerki i r6wniez ro7..szerza naczynia wiencowe. Stosowana jest rzadko jako 
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lek pomocniczy w przewleklej niewydolnosci krqzenia z obrz<tkami oraz w chorobie 
wiencowej. Natomiast teofilina zwiyksza sih; skurczu mi~nia sercowego, dziala 
miolitycznie, roz.;,zerza oskrzela. Teofilina powoduje rozszerzenie naczyn krwionos
nych, lqcznie z wiencowymi. Stosowana jest w dychawicy oskrzelowej, chorobie 
wiencowej oraz jako srodek moczop<tdny. 

Kultury tkankowe Theobroma cacao mogc\ syntetyzowac i gromadzic alkaloidy 
purynowe typowe dla normalnych, calych roslin. W kulturach kalusowych wytwarza
nie alkaloidow utrzymuje si<t na poziomie ok. 10% produkcji in vivo, a w kulturach 
zawiesinowych produktywnosc jest jeszcze mniejsza. Produkcja alkaloid6w puryno
wych w kulturach zawiesinowycb jest mniej stabilna niz w kulturach kalusowych i 
czysto obecnosc teofiliny i kofeiny nie jesl wykrywana. Alkaloidy s<4 wytwarzane na 
pocz,1Lku fazy wzrostu i s4 wydzielane i/lub degradowane, kiedy nas~puje spowol
nienie wzrostu i rozpoczyna siy faza stacjonarna [ 12). W hodowli kalusa Camellia 
sinensis kofeina jest wytwarzana pod koniec logarytmicznej fazy wzrostu i dalej w 
fazie stacjonarnej, podobnie jak teobromina [23]. Tak jak w hodowli Theobroma 
cacao, kultury zawiesinowe Coffea arabica maj4 znacznie mniejsz<4 produktywnosc 
niz kultury kalusa. Wi~kszosc alkaloid6w purynowych jest syntetyzowana podczas 
fazy stacjonarnej i polowa wytwarz.anej teobrominy, jak i kofeiny jest wydzielana do 
pozywki (9, 12]. Synteza teobrominy w kulturach Theobroma cacao i kofeiny w 
kulturach Coffea arabica i Camellia sinensis jest dodatnio skorelowana ze wzrostem 
masy komorkowej [12]. 

Enzymy 

Rosliny dysponujc\ ogromnym potencjalem enzymatycznym. Enzymy katalizujq 
reakcje hydrolizy, redukcji, oksydacji, hydroksylacji, glikozylacji, metylacji, deme
tylacji i wiele innych. Wykorzystanie tych zdolnosci roslin w warunkach in vitro moze 
byc przeprowadzone dwoma drogami: albo przez izolacjy pozqdanycb enzym6w z 
biomasy tkanki roslinnej Iub plyn6w pohodowlanych, podobnie jak postypuje siy z 
innymi metabolitami wt6rnymi, albo tez enzym6w tych uzywa siy jako katalizator6w 
reakcji biokonwersji, w wyniku kt6rej z prekursora dodanego do wzrastajqcej kultury 
in vitro otrzymuje si<t pozqdany produkt. 

Przyldadem pierwszej drogi jest pozyskiwanie amylazy z tytoniu (Nicotiana 
tabacu,n), kukurydzy (Zea mays) lub trzciny cukrowej (Saccharum ssp.), produkcja 
katalazy zeslonecznika (Helianthustuberosus) i zwinorosli (Vitisvinifera), inwertazy 
z tytoniu (N. tabacwn), kukurydzy (Z. mays) lub gruszy (Pyrus communis), peroksy
dazy z wilczej jagody (Atropa belladonna), pomidora (Lycopersicon esculentum) czy 
fasoli (Phaseolus vulgaris). W podobny spos6b mozna uzyskac proteazy, wykorzy
stujqc gt6wnie kultury tkankowe tytoniu (N. tabacum), a takze z kultur kom6rkowych 
Carica papaya, Asclepias syriaca czy Ficus carica. Z F. carica otrzymuje si<t 
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termostabilne proteazy cysteinowe, kt6rych mieszanina przypomina swoimi wlasci
wosciami ficymt· Ten kompleks enzymow ma szerokie zastosowanie jako substytut 
podpuszczki w koagulacji mleka czy tez czynnik kruszqcy miy50 (5). 

Wiele prekursorow pot:1danych zwi<\zk6w chemicznych nie mozc byc poddanych 
procesom modyfikacji przy uzyciu metod chemicznych czy tez przy uzyciu prepara
t6w enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego. Mozna je natomiast modyfi
kowac za pomoc<\ enzym6w roslinnych. Enzymy te mogq katalizowac reakcje regio
no- i stereospecyficzne, eo dla syntezy chemicznej jest trudno osictgalne. Biokonwer
sja moze nie tylko dostarczac nowych produkt6w, ale takze modyfikowac juz istnie
jqce, nie wplywajqc przy tym na ich stabilnosc, dostypnosc i aktywnosc. Szczeg6lnie 
obiecuj<\ce sq procesy prowadzone przy uzyciu hydrolaz i glikozylaz (28]. 

Procesy hiokonwersji mog~ byc prowadzone w dwojaki spos6b: albo enzymy S<\ 
bezposrednio wydzielane z rosm\cej tkanki do pozywki, w6wczas prekursor jest 
dodawany do rosnf\cej kultury, albo lez enzymy Sc\ wczesniej izolowane i uzywane w 
postaci roztwor6w luh w systemie immohilizowanym. W celu prowadzenia biokon
wersji wyizolowano m.in. syntaz<: kwasu rozmarynowego z Coleus blumei (27]. 
Nalomiast hiokonwersjc; zachodLJ\Cq przy udziale enzym6w obecnych w rosnqcej 
kulturze in vitro wykorzystano przy olrzymywaniu winhlastyny, kodeiny, arbutyny, 
progesteronu, a takze metylodigoksyny. Substratem wyjsciowym do biosyntezy byly 
odpowiednio: anhydrowinhlastyna, kodeinon, hydroksychinon, pregnenolon i mety
lodigitoksyna, zrodtem zas poz,\danych enzymow-odpowiednio kultury Catharant
hus roseus, Papaver somniferum, Agrostemma githago, Daucus carota [ 1] i Digitalis 
lanata [26 ). 

Mimo ze kom6rki roslinne Sc\ zr6dlem wielu enzymow, nieslety, wydajnosc 
syntezy tych enzymow jest bardzo ograniczona. Z tego powodu czc;sto niemozliwe 
jesl powiykszenie skali ich produkcji czy lez skali przeprowadzanych z ich udzialem 
biokonwersji. Mysli si~ wprawdzie o tym, aby enzymy roslinne poprzez manipulacje 
genetyczne mogty byc produkowane przez mikroorganizmy, ale wiadome jest, ze 
wiele kompleksuw enzymatycznych jesl zwi4zanych ze strukturami wystypujqcymi 
wyt4cznie w komorkach roslinnych. Tak wit;c tylko szczeg6lowe badania szlak6w 
biochcmicznych tych komorek mogq w przyszlosci stworzyc warunki pelnego wyko
rzystania zdolnosci enzymatycznych roslin. 

Perspektywy zastosowan przemystowych 

Jest r.teCLJ\ oczywist.:1, ze oczekiwania zwi<1zane z prowadzonymi badaniami sq 
duze. Nalezy jednak podkresl ic, ze wiykszosc opisywanych proces6w nie wyszla poü1 
stadium badawcze. Nicliczne wypowiedzi na temat perspektyw przemyslowej produ
kcji metaholitow wt6rnych poprzez hodowle lkankowe S,\ dosyc sprzeczne i oscylujq 
od entuzjazmu do pesymizmu. 
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Ocena szans dla wdrozen przcmyslowych jest niezmiemie utrudniona przez brak 
publikowanych danych. Obecnie na skalc: przemyslow<\ produkowana jest szikonina 
(Mitsui Petrochemicals, Japonia) i enzym fosfodiesteraza (Bethseda Res. Lab., USA). 
Pub I iczne wypow iedzi J aponczy k6w i N iemc6w wskazu je\, ze w krajach tych zostan ie 
w najblizszym czasie uruchomiona produkcja innych substancji. Wymienia sit; ber
beryny (zastosowania medyczne), sanguinaryn~ (pasty do Z<tb6w), kapsaicynt; (me
dycyna) i wanilin<t (przem. spozywczy). Ocenia sie:, ze koszty produkcyjne, przeli
czone na jednostky biomasy roslinnej uzyskanej in vitro, S<\ ok. 10-30 % wit;ksze od 
kosztow produkcji biomasy w uprawach polowych. Nalezy jednak podkreslic, ze 
koszty produkcyjne zaleiq w duzym stopniu od stosowanej technologii i skali produ
kcji. Najblizsze lata powinny dac odpowiedi odnosnie perspektyw rozwoju przemy
slowej produkcji metabolit6w roslinnych przy zastosowaniu technik bioreaktoro
wych. 
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