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STRESZCZENIE 

Ekstrakcja in situ, poza izolacją metabolitów roślinnych z układu hodowlanego in vitro, pozwala na intensyfi-

kację ich biosyntezy w hodowanej biomasie roślinnej. Zgodnie z definicją, proces ten polega na ekstrakcji 

produkowanych metabolitów wtórnych w czasie trwania hodowli przez ich akumulację w dodatkowej fazie 

układu hodowlanego. Motywowane potencjalnymi korzyściami takiego rozwiązania poszukiwania ekstrahen-

tów oraz adsorbentów in situ, nietoksycznych dla biomasy oraz selektywnych względem metabolitów wtór-

nych, zaowocowały licznymi opisanymi w literaturze naukowej eksperymentami. Stosunkowo nowym podej-

ściem jest zastosowanie w roli dodatkowej fazy ekstracyjnej in situ ciekłych perfluorozwiązków. Znane do-

tychczas jako efektywne nośniki gazów, charakteryzują się one brakiem istotnych oddziaływań względem 

rozpuszczonych w nich cząsteczek. Skutkuje to łatwością w uwalnianiu gazów przez granicę faz ciecz-ciecz 

układu hodowlanego. Ponadto, perfluorozwiązki są nierozpuszczalne w wodzie, tworząc względem wodnego 

medium hodowlanego oddzielną, dolną fazę w układzie. Cechy te, w połączeniu z brakiem toksycznego wpły-

wu na żywe komórki oraz selektywnością względem metabolitów roślinnych, uzasadniają rosnące zaintereso-

wanie aplikacją ciekłych perfluorozwiązków w roli ekstrahenta in situ. 

SŁOWA KLUCZOWE: ekstrakcja in situ, hodowle dwufazowe, ciekłe perfluorozwiązki. 

 

ABSTRACT 

IN SITU EXTRACTION OF PLANT SECONDARY METABOLITES 

Besides being a method to isolate plant metabolites from an in vitro culture, in situ extraction may enhance 

the biosynthesis of such metabolites in cultured plant biomass. In keeping with its definition, the process is 

based on the extraction of secondary metabolites, as they are being formed, via their accumulation in an ad-

ditional phase of the culture system. Driven by the potential benefits attributable to this process, the search 

for in situ extractants and adsorbents that are non-toxic to the biomass and selective for the secondary me-

tabolites yielded numerous candidate materials described in the scientific literature. A relatively new ap-

proach is the use of liquid perfluorochemicals (PFC) as the additional in situ extraction phase. Previously 

known as efficient carriers of gases, PFCs do not interact in any significant way with molecules dissolved in 

them. This results in a facile release of gases across the liquid-liquid interface of the culture system. Moreo-

ver, being immiscible with water, PFCs form in the presence of an aqueous culture medium a separate, lower 

phase. These properties of PFCs, in combination with a lack of toxicity toward living cells and a selectivity 

for plant metabolites, explain the mounting interest in the application of liquid perfluorochemicals as in situ 

extractants. 

KEYWORDS: in situ extraction, two-phase cultures, liquid perfluorochemicals. 

 

1. Wstęp 

Wytwarzanie roślinnych metabolitów wtórnych z wyko-

rzystaniem metod hodowli in vitro biomasy roślinnej, jak 

pokazują komercyjne sukcesy, może stanowić opłacalną 

alternatywę dla metod konwencjonalnych. Z punktu wi-

dzenia produktywności procesu, kwestią równie ważną co 

intensyfikacja biosyntezy metabolitów w biomasie oraz 

zwiększenie wydajności przyrostu biomasy, jest dobór wła-

ściwej techniki izolacji metabolitów z fazy medium hodow-

lanego jak i z hodowanych w nim komórek, tkanek czy or-

ganów [1]. We wszystkich technikach separacji roślinnych 

metabolitów wtórnych konieczne jest uwzględnienie wła-

ściwości fizykochemicznych izolowanego metabolitu. Roz-

ważyć należy także dobór właściwej metodyki zapewniają-

cej zachowanie aktywności biologicznej bioproduktu. Po-

stęp w dziedzinie metod separacji zaowocował opracowa-

niem szeregu niekonwencjonalnych metod, cechujących się 

większą wydajnością otrzymanych bioproduktów, możliwą 

do osiągnięcia w krótszym czasie przy jednoczesnym za-

chowaniu wysokiej selektywności metody. Jednym z przy-

kładów takiej techniki jest ekstrakcja in situ polegająca na 

akumulacji metabolitów roślinnych w dodatkowej fazie, 

ciekłej lub stałej, bezpośrednio w układzie hodowlanym 

czyli in situ [2]. Wspomniane rozwiązanie procesowe, po-

mimo szeregu zalet, ma także kilka ograniczeń. Najpoważ-

niejszym z nich jest wykazana eksperymentalnie toksycz-
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ność stosowanych specyficznych rozpuszczalników orga-

nicznych względem hodowanej biomasy roślinnej [3]. Fakt 

ten skłania badaczy do poszukiwania innowacyjnych faz 

ciekłych spełniających kryteria wydajnych ekstrahentów 

metabolitów wtórnych, przy jednoczesnym ograniczeniu 

negatywnego wpływu względem hodowanej w układzie 

biomasy roślinnej. 

Obiecującym kierunkiem badań z zakresu funkcjonalno-

ści układów ekstrakcji in situ roślinnych metabolitów wtór-

nych okazało się wykorzystanie w tym celu ciekłych perflu-

orowanych pochodnych węglowodorów. Potencjał ciekłych 

perfluoropochodnych, jako odpowiedniego medium do eks-

trakcji bioproduktów pochodzenia roślinnego, wynika z 

szeregu unikalnych właściwości fizykochemicznych tej gru-

py związków organicznych [4]. Ponadto udowodnione eks-

perymentalnie zostało powinowactwo perfluorowanych 

rozpuszczalników względem kilku farmaceutycznie istot-

nych roślinnych metabolitów wtórnych [1,5]. 

 

2. Techniki izolacji metabolitów z biomasy roślin 

Otrzymanie oczyszczonego bioproduktu pochodzenia 

roślinnego jest procesem wieloetapowym. W przypadku 

produkcji roślinnych metabolitów wtórnych na drodze ho-

dowli in vitro biomasy roślinnej konieczna jest izolacja 

tych związków z komórek i tkanek roślinnych. Etap ten mo-

że mieć zasadniczy wpływ na wydajność całego procesu 

oczyszczania. Dwa główne czynniki uwzględniane przy wy-

borze metody separacji metabolitów z biomasy to uzyski-

wana wydajność i selektywność metody. Poza nimi istotny 

jest także rodzaj i właściwości użytego rozpuszczalnika lub 

adsorbenta oraz trudności procesowe [6]. 

Jedną z konwencjonalnych metod izolacji metabolitów 

jest ługowanie, będące rodzajem ekstrakcji w układzie cia-

ło stałe - ciecz. W technice tej składniki biomasy roślinnej, 

pełniącej funkcję nośnika, z fazy stałej przechodzą do fazy 

ciekłej rozpuszczalnika [7]. Zjawisko to wykorzystywane 

jest też w aparacie Soxhleta. Innymi rodzajami ekstrakcji 

są destylacja wodna oraz destylacja z parą wodną. Ich za-

letą jest brak wykorzystywania organicznych rozpuszczal-

ników, jednak wysokie temperatury mogą skutkować nie-

odwracalną utratą lotnych albo termicznie wrażliwych 

składników bądź termiczną dezaktywacją bioproduktu. 

Dla efektywności konwencjonalnych metod ekstrakcyj-

nych kluczowy staje się dobór ekstrahenta, uwzględniający 

budowę chemiczną i właściwości fizykochemiczne związku, 

który ma być izolowany, czyli ich powinowactwo względem 

siebie. Należy także wziąć pod uwagę możliwość zastoso-

wania mieszaniny rozpuszczalników oraz względy bezpie-

czeństwa [6]. 

Głównymi ograniczeniami wyżej omówionych metod 

ekstrakcji są: stosunkowo długi czas trwania procesu, po-

trzeba zastosowania drogiego ekstrahenta o wysokiej czy-

stości, niska selektywność i ryzyko degradacji związków 

wrażliwych pod wpływem rozpuszczalników organicznych 

lub wysokiej temperatury. Potrzeba przezwyciężenia tych 

ograniczeń zaowocowała opracowaniem alternatywnych, 

niekonwencjonalnych technik separacji. Cechują się one 

większą wydajnością w krótszym czasie przy zredukowa-

nym zużyciu rozpuszczalnika [8]. 

Wsród tych technik należy wymienić: (i) ekstrakcję 

wspomaganą promieniowaniem mikrofalowym; (ii) ekstrak-

cję wspomaganą ultradźwiękami, wykorzystującą zjawisko 

kawitacji; (iii) ekstrakcję z wykorzystaniem płynów w sta-

nie nadkrytycznym; (iv) przyspieszoną ekstrakcję rozpusz-

czalnikiem.  

Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalo-

wym polega na działaniu na biomasę mikrofalami w zakre-

sie częstości od 0,3 do 300 GHz. W tym procesie następuje 

konwersja energii elektromagnetycznej w ciepło, czego 

efektem jest równomierne ogrzanie próbki [6]. Na skutek 

stymulowanego przez mikrofale pękania ścian komórko-

wych dochodzi do intensyfikacji ekstrakcji i uwolnienia 

zwiększonej ilości metabolitu. W przypadku związków 

wrażliwych na wysoką temperaturę możliwe jest zastoso-

wanie rozpuszczalnika o niskiej stałej dielektrycznej, który 

nie nagrzewa się pod wpływem promieniowania mikrofalo-

wego, co zapewnia ochronę metabolitów przed degrada-

cją. Metoda ta nie jest jednak odpowiednia dla całkowicie 

wysuszonych próbek biomasy [8]. W przypadku zastosowa-

nia tej techniki w izolacji taksanów z biomasy gatunków 

Taxus cuspidata (pol. cis japoński) i Taxus x media var. 

Hicksii (pol. cis pośredni odmiana Hicksii) udało się obniżyć 

zużycie rozpuszczalnika, czas ekstrakcji i koszty procesu 

przy zachowaniu wydajności izolowanych metabolitów [9].  

Przykładem innej techniki jest ekstrakcja wspomagana 

ultradźwiękami, wykorzystująca zjawisko kawitacji. Meto-

da charakteryzuje się powstawaniem pęcherzyków w obję-

tości rozpuszczalnika i ich następczemu zapadaniu się, co 

generuje energię oraz intensyfikuje proces ługowania. In-

tensyfikacja wydajności wynika ze zwiększonego transportu 

masy i dostępu rozpuszczalnika do elementów biomasy ro-

ślinnej [6].  

Ekstrakcja z wykorzystaniem płynów w stanie nadkry-

tycznym polega na zastosowaniu w roli rozpuszczalnika 

płynu w stanie nadkrytycznym, najczęściej nadkrytycznego 

CO2. Technika ta uważana jest za nietoksyczny, szybki i 

selektywny sposób izolacji, co jest powodem jej licznych 

zastosowań przemysłowych [8]. Cechami płynu w stanie 

nadkrytycznym są wysoki współczynnik dyfuzyjności i niskie 

napięcie powierzchniowe oraz lepkość. Zapewnia to lepszą 

penetrację tkanek roślinnych przez płyny nadkrytyczne 

oraz dobrą rozpuszczalność metabolitów. Ekstrakcja pły-

nami w stanie nadkrytycznym pozwala na selektywną eks-

trakcję niepolarnych związków. Po zastosowaniu dodatko-

wego rozpuszczalnika o wysokiej stałej dielektrycznej moż-

liwa jest także izolacja substancji polarnych [6]. W przy-

padku użycia nadkrytycznego ditlenku węgla temperatura 

w czasie ekstrakcji jest bezpieczna dla wrażliwych ter-

micznie substancji. Przykładem zastosowania tej metody 

może być izolacja alkaloidów indolowych z liści Catharan-

thus roseus  (pol. barwinek różowy) [10]. Największą wadą 

ekstrakcji nadkrytycznej jest konieczność stosowania sto-

sukowo drogiej aparatury ciśnieniowej. 

Uznawaną za jedną z niekonwencjonalnych technik izo-

lacji bioproduktów jest przyspieszona ekstrakcja rozpusz-

czalnikiem. Polega ona na zapewnieniu wysokiego ciśnienia 

oraz wysokiej temperatury procesu ekstrakcji. Ma to na 

celu utrzymanie rozpuszczalnika poniżej punktu wrzenia 

wraz z intensyfikacją transportu masy. W opisanych warun-

kach dochodzi do obniżenia lepkości ekstrahenta oraz 

wzrostu jego współczynnika dyfuzji [8]. Ze względu na nie-

kiedy drastyczne warunki ekstrakcji należy wziąć pod uwa-

gę wrażliwość oczyszczanych metabolitów na wysokie tem-

peratury [11]. W porównaniu do metod konwencjonalnych 

obserwowane jest znaczne obniżenie czasu ekstrakcji oraz 

zużycia rozpuszczalnika. Przykładem zastosowania przy-

spieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikiem może być izolacja 
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metabolitów wtórnych (hiperycyna, pochodne kwercetyny) 

z biomasy pochodzącej z hodowli korzeni Hypericum perfo-

ratum (pol. dziurawiec zwyczajny) [12]. 

Opisane wyżej metody pozwalają na izolację we-

wnątrzkomórkowych metabolitów wtórnych z biomasy ro-

ślinnej po zakończeniu hodowli, bez wykazywania jedno-

czesnego wpływu na wydajność biosyntezy tych związków 

w hodowli in vitro. Techniki pozwalające na separację 

związków naturalnych z kultur in vitro w czasie trwania 

hodowli określa się mianem metod ekstrakcji in situ. Do-

świadczalnie stwierdzono, iż przez wprowadzenie do ukła-

du hodowlanego dodatkowej, biozgodnej z hodowanymi 

komórkami fazy ciekłej lub stałej wykazującej powinowac-

two do izolowanych roślinnych metabolitów wtórnych, 

możliwe jest uzyskanie zwiększonej produkcyjności danego 

metabolitu w hodowlach in vitro komórek, tkanek i zinte-

growanych organów roślinnych [13]. W wyniku ekstrakcji i 

przejścia metabolitów do fazy rozpuszczalnika następuje 

obniżenie ich stężenia w pożywce, co może prowadzić do 

zwiększonego wydzielania związków naturalnych z komórek 

roślinnych. Przez takie działanie możliwe staje się uniknię-

cie zjawisk obniżających wydajność akumulacji roślinnych 

metabolitów wtórnych, np. ich toksyczności, inhibicji pro-

duktem, degradacji związków naturalnych czy też lotności 

[14]. Ekstrakcję in situ można więc uznać za metodę efek-

tywnej izolacji oraz jednocześnie za właściwą metodę 

zwiększania wydajności biosyntezy otrzymywanych biopro-

duktów. 

 

3. Funkcjonalność układów ekstrakcyjnych stosowanych 

w biotechnologii roślin 

Istotą ekstrakcji in situ jest suplementacja układu ho-

dowlanego dodatkową fazą, której funkcją jest akumulacja 

wydzielanych przez komórki roślinne metabolitów wtór-

nych.  

Jedną z technik oczyszczania in situ metabolitów jest 

zachodząca w układzie hodowlanym adsorpcja cząsteczek 

metabolitu do ziaren fazy stałej po dodaniu stałego sorben-

ta do układu hodowlanego. Przykładem jest zastosowanie 

żywicy Amberlite® XAD-7 do izolacji antrachinonów w ho-

dowli zawiesiny komórek Cinchona ledgeriana (pol. chino-

wiec ledgeriana), dające piętnastokrotny wzrost wydajno-

ści produkcji tych związków [15]. Innym zastosowaniem 

wymienionego sorbenta są badania z udziałem korzeni wło-

śnikowych C. roseus, w których dodatkowo użyto DMSO w 

celu permeabilizacji ścian komórkowych oraz elicytora jako 

stymulatora biosyntezy alkaloidów. W efekcie zaobserwo-

wano ponad trzykrotny wzrost akumulacji alkaloidów indo-

lowych względem hodowli z użyciem samego adsorbenta, 

co świadczy o synergistycznym działaniu użytych technik 

[2]. Mniejszy wzrost wydajności, ok. 65 – 70%, odnotowano 

w przypadku wydzielania in situ taksanów w hodowli 

wgłębnej komórek roślinnych T. cuspidata, w której użyto 

jako adsorbenta Amberlite® XAD-4 [16]. W innym procesie z 

zastosowaniem tego samego złoża zauważono około dwu-

krotny wzrost akumulacji ajmalicyny w hodowli wgłębnej 

komórek C. roseus przy jednoczesnej utracie specyficzno-

ści metody względem konwencjonalnej ekstrakcji rozpusz-

czalnikiem [17]. Wyboru odpowiedniego adsorbenta doko-

nuje się biorąc pod uwagę głównie polarność izolowanego 

metabolitu [13]. Ze stosowaniem adsorbentów wiąże się 

ryzyko braku specyficzności - poza toksycznymi składnikami 

medium hodowlanego mogą one również akumulować 

związki niezbędne komórkom do wzrostu [2].  

Przykłady innych rodzajów stosowanych adsorbentów to 

modyfikowane żele krzemionkowe oraz węgiel aktywny 

[14]. Zastosowanie węgla aktywnego w układzie in situ po-

zwoliło na ponad dwukrotne zwiększenie wydajności taksa-

nów w hodowli zawiesiny komórek Taxus baccata [18]. 

Alternatywnym rozwiązaniem jest wprowadzenie do 

układu hodowlanego dodatkowej fazy ciekłej poprzez do-

datek niemieszającego się z wodą, hydrofobowego roz-

puszczalnika organicznego. Obserwowanym efektem jest 

wzrost wydajności sekrecji metabolitów wtórnych, co może 

mieć związek z oddziaływaniem fazy ekstrakcyjnej na ścia-

ny komórek roślinnych oraz akumulację w fazie organicznej 

metabolitów. 

Jednym z rodzajów cieczy organicznych o możliwym 

zastosowaniu w formie dodatkowej fazy w układzie eks-

trakcji in situ są preparaty triglicerydowe o komercyjnej 

nazwie Miglyol®. Stanowią je mieszaniny triacylogliceroli, 

których szkielety glicerynowe podstawione są resztami 

kwasów tłuszczowych o 8 - 10 atomach węgla w cząstecz-

ce. Mieszaniny te cechują się niską lepkością oraz silnie 

lipofilowymi właściwościami [2]. Zastosowanie Miglyolu® w 

hodowli komórek roślinnych Thuja occidentalis (pol. ży-

wotnik zachodni) skutkowało dwukrotnym wzrostem wy-

dajności wyizolowanych monoterpenoidów względem eks-

trakcji dichlorometanem [19]. W badaniach, dotyczących 

hodowli półciągłej immobilizowanych komórek roślinnych 

Cruciata glabra (pol. przytulinka wiosenna) z jednocze-

snym zastosowaniem Miglyolu® uzyskano znaczący, bo 49-

krotny wzrost wydajności antrachinonów [20]. W przyto-

czonych badaniach nośnik do immobilizacji komórek wyko-

nano z żelu chitozanowego, który jednocześnie pełnił funk-

cje elicytora. Znacznie mniejszy, dwukrotny wzrost pro-

duktywności monoterpenów przy użyciu Miglyolu® zaobser-

wowano podczas hodowli pędów Mentha canadensis (pol. 

mięta kanadyjska) [2]. 

Innym rozpuszczalnikiem używanym w badaniach nad 

układami do ekstrakcji in situ roślinnych metabolitów 

wtórnych jest n-heksadekan. Aplikacja w hodowli komórek 

roślinnych L. eryhrorhizon wywołała ponad siedmiokrotny 

wzrost wydajności izolacji szikoniny [21]. Podobny trend 

zaobserwowano dla hodowli komórek Arnebia euchroma 

również badanej pod kątem produkcji tej grupy naftochi-

nonów [22]. W cytowanych badaniach zwrócono uwagę na 

zjawisko ograniczenia wzrostu na skutek zbyt dużej objęto-

ści dodanego rozpuszczalnika oraz pozytywny dla procesu 

ekstrakcji wpływ mieszania. Istotny okazał się również czas 

wprowadzenia rozpuszczalnika organicznego do układu - 

maksymalny, ponad dwukrotny wzrost wytwarzania sziko-

niny uzyskano, gdy n-heksadekan dodano po 12 dniach 

prowadzenia hodowli wgłębnej komórek A. euchroma [22]. 

Kolejnym przykładem rozpuszczalnika stosowanego w 

procesie ekstrakcji in situ jest jednonienasycony kwas ole-

inowy. Wyniki badań nad jego zastosowaniem do izolacji 

paklitakselu z hodowli wgłębnej komórek Taxus chinensis 

(pol. cis chiński) prowadzonej w bioreaktorze wskazują, iż 

największy, ponad trzykrotny wzrost zawartości produktu 

osiągnięto przy 8% stężeniu kwasu oleinowego w układzie 

[23].  

Zbliżony efekt dało zastosowanie oleju silikonowego w 

hodowli korzeni włośnikowych C. roseus. Olej silikonowy 

składa się ze spolimeryzowanych siloksanów z węglowodo-

rowymi łańcuchami bocznymi. Ze względu na stosunkowo 

niską gęstość i nierozpuszczalność w wodzie olej silikonowy 

tworzył w układzie odrębną, górną fazę. Stwierdzono kil-
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kukrotny wzrost produkcji wybranych alkaloidów indolo-

wych. Co ważne, stosowany rozpuszczalnik nie wykazywał 

widocznego negatywnego wpływu na wzrost tkanki oraz 

zawartość składników odżywczych w fazie wodnej [24]. 

Do grupy silikonów należy także poli(dimetylosiloksan) 

(PDMS). Swoim właściwościom zawdzięcza on szerokie i 

uniwersalne zastosowania. Jest bezbarwny i przeźroczysty, 

przepuszczalny dla gazów, silnie hydrofobowy i niepalny. W 

dodatku uważany jest za polimer nietoksyczny i chemicznie 

obojętny [2]. Zastosowanie PDMS w roli dodatkowej fazy 

ciekłej w okresowej hodowli zawiesiny komórek Polygonum 

tinctorium (pol. rdest barwierski) dało maksymalny 2,6-

krotny wzrost produkcji indirubiny. Porównano także pro-

dukcyjności 14-dniowych hodowli prowadzonych w małej 

skali (tzn. w kolbach Erlenmayera o pojemności 0,2 dm3) i 

bioreaktorze o pojemności roboczej 0,5 dm3 przy 50% stę-

żeniu objętościowym PDMS. Uzyskano wzrosty wydajności 

indirubiny wynoszące odpowiednio 123% i 14%. Po uwzględ-

nieniu, że przy braku PDMS hodowla bioreaktorowa była o 

17 % wydajniejsza od tej w kolbie, wyraźnie widoczny jest 

zróżnicowany wpływ zastosowanego rozpuszczalnika. Wyja-

śnieniem obserwowanych różnic może być odmienne 

ukształtowanie dodatkowej fazy w obu przypadkach. PDMS 

w kolbie tworzył rozproszone w pożywce krople, natomiast 

w bioreaktorze występował jako odrębna warstwa, niemie-

szająca się z fazą pożywki. Było to powodem ograniczeń w 

transporcie masy między fazami [25].  

Interesującym podejściem okazało się zastosowanie 

oleju parafinowego w roli dodatkowej fazy ekstrakcyjnej. 

Stanowi on mieszaninę długołańcuchowych alkanów, co 

determinuje jego lipofilowe właściwości. Cechuje się gę-

stością wynoszącą ok. 0,8 g/cm3. Dodatek ciekłej parafiny 

do układu hodowlanego komórek Matricaria chamomilla 

(pol. rumianek pospolity) skutkował akumulacją metaboli-

tów wtórnych przy jednoczesnym braku widocznego nega-

tywnego oddziaływania na przyrost biomasy [2]. W innym 

doświadczeniu olej parafinowy został dodany do hodowli 

zawiesiny komórek Lithospermum erythrorhizon powodu-

jąc ponad dwukrotny wzrost produkcji i sekrecji szikoniny 

[26]. Niezależnie od wspomnianych badań zaobserwowano, 

że 85% metabolitów produkowanych przez kultury komór-

kowe L. erythrorhizon akumulowanych było w fazie orga-

nicznej przy produkcyjności wynoszącej 1 g/dm3 [27].  

Innym gatunkiem zbadanym przy użyciu ciekłej parafi-

ny w układach do ekstrakcji in situ jest Echium italicum 

(pol. żmijowiec włoski). Badania hodowli zawiesin komórek 

tego gatunku pokazują, że obecność oleju parafinowego w 

układzie hodowlanym intensyfikuje biosyntezę szikoniny i 

jej zewnątrzkomórkowe wydzielanie. Sugerowaną przyczy-

ną takiego stanu rzeczy jest znaczne powinowactwo lipofi-

lowego rozpuszczalnika względem hydrofobowych cząstek 

szikoniny [28]. W cytowanych badaniach efektywna eks-

trakcja metabolitów wtórnych z ciekłej parafiny została 

uzyskana przy użyciu kolumny chromatograficznej z odwró-

coną fazą Sep-Pak. Interesujący okazał się również wynik 

zastosowania tej fazy ekstrakcyjnej w hodowli komórek A. 

euchroma. Przy zastosowaniu dwóch różnych frakcji para-

finy, lekkiej i ciężkiej, osiągnięto odpowiednio 49% i 73% 

wzrost produkcyjności naftochinonów. Korzystnemu efek-

towi towarzyszył jednak negatywny wpływ na wzrost komó-

rek, spowodowany prawdopodobnymi ograniczeniami w 

wymianie gazów oddechowych w układzie hodowlanym 

[29]. 

Dzięki licznym badaniom doświadczalnym układów do 

ekstrakcji in situ z zastosowaniem wielu rozpuszczalników 

organicznych, pełniących funkcję dodatkowej fazy, możli-

we staje się określenie czynników wpływających na aplika-

cyjność takiego rozwiązania. Podstawową kwestią, którą 

należy wziąć pod uwagę, jest toksyczność fazy organicznej 

względem komórek roślinnych, determinująca przyrost 

biomasy. Korzystną właściwością może być brak reaktyw-

ności (inertność) i powinowactwa względem składników 

medium hodowlanego. Cecha ta skutkuje brakiem wpływu 

dodatkowej fazy na zawartość składników odżywczych w 

pożywce. Ponadto pożądana jest możliwość adsorpcji bądź 

rozpuszczenia jak największej ilości metabolitów wtór-

nych, czemu sprzyja wzrost powierzchni międzyfazowej 

oraz zdolność specyficznego i odwracalnego wiązania wy-

branych metabolitów. Dodatkowo wymagane jest, aby za-

stosowany adsorbent bądź rozpuszczalnik cechował się od-

pornością na warunki związane ze sterylizacją termiczną, 

tak aby mógł być sterylizowany wraz z pożywką [2].  

Wyniki przeprowadzonych do tej pory badań wykazały, 

że kolejnym ważnym czynnikiem z punktu widzenia wydaj-

ności procesu ekstrakcji in situ jest moment wprowadzenia 

fazy organicznej do układu hodowlanego. W przypadku izo-

lacji metabolitów wtórnych, których biosynteza nie jest 

związana z przyrostem biomasy, korzystne jest późne 

wprowadzenie ekstrahenta do układu. Potwierdzono to w 

hodowli zawiesiny komórek T. chinensis [30]. Dodatek di-

butyloftalanu na późnym etapie wzrostu logarytmicznego 

komórek pozwolił na uzyskanie wysokiej wydajności pakli-

takselu przy minimalnym osłabieniu wzrostu biomasy. Po-

dobny trend zaobserwowano po zastosowaniu adsorbenta w 

postaci silikonu w hodowli wgłębnej T. cuspidata [31]. 

Maksymalny zaobserwowany, 45-krotny wzrost produkcyj-

ności taksanów osiągnięto wprowadzając adsorbent siód-

mego dnia hodowli. Najwyższa wydajność taksanów została 

osiągnięta w przypadku 10% stężenia. Zarówno wyższe jak i 

niższe stężenia adsorbenta cechował spadek produkcyjno-

ści metabolitów. Sugeruje to konieczność eksperymental-

nego dobrania optymalnej ilości użytego ekstrahenta.  

Omówione przykłady ekstrakcji in situ można podzielić 

na dwie grupy ekstrahentów lub adsorbentów, różniące się 

właściwościami fizykochemicznymi, biokompatybilnością 

względem biomasy roślinnej oraz powinowactwem do wy-

branych metabolitów. Pierwszą z omówionych były adsor-

benty stanowiące w układzie hodowlanym fazę stałą. W 

zależności od materiału, z którego są zbudowane, wykazu-

ją zróżnicowany stopień hydrofilowości bądź hydrofobowo-

ści, co sprawia, że mogą być zastosowane do izolacji sze-

rokiej grupy metabolitów wtórnych. Dodatkowo, stały stan 

skupienia i brak rozpuszczalności adsorbentów w pożywce 

pozwalają zasadniczo pominąć problem toksyczności 

względem komórek oraz ułatwiają ich usunięcie z układu. 

W przypadku faz ciekłych cechujących się silną lipofilowo-

ścią, utrudniona jest ekstrakcja polarnych metabolitów, co 

ogranicza zakres ich stosowalności. Doświadczalnie zaob-

serwowany został również problem toksyczności organicz-

nych rozpuszczalników obniżający aktywność metaboliczną 

i żywotność komórek. Przyczyną był negatywny wpływ eks-

trahentów na sprawność funkcjonowania błon komórko-

wych [2]. 

Ekstrakcja in situ stanowi obiecującą technikę izolacji 

syntezowanych przez komórki roślinne metabolitów wtór-

nych powodującą jednocześnie wzrost ich produkcyjności. 

Selektywna akumulacja bioproduktów w odrębnej, łatwej 
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do wyodrębnienia z układu hodowlanego fazie pozwala 

również znacząco ułatwić procesy oczyszczania ekstraho-

wanych związków. Wyniki wielu doświadczeń wskazują na 

możliwość połączenia ekstrakcji in situ z innymi metodami 

optymalizacji produkcyjności roślinnych metabolitów wtór-

nych w hodowlach in vitro biomasy roślinnej. Wyzwaniem 

jest uzyskanie układów ekstrakcyjnych, nietoksycznych dla 

komórek roślinnych i selektywnych względem wartościo-

wych metabolitów.  

Przykłady zastosowań ekstrakcji in situ roślinnych me-

tabolitów wtórnych przedstawiono w tabeli 1. 

 

4. Ciekłe perfluoropochodne jako rozpuszczalniki do 

ekstrakcji in situ 

Perfluoropochodne węglowodorów dzięki swoim unikal-

nym właściwościom zyskały zainteresowanie naukowców z 

różnych dziedzin biotechnologii. Związki te otrzymuje się 

przez zastąpienie atomów wodoru atomami fluoru. Większe 

rozmiary chmury elektronowej molekuł, w skład których 

wchodzi fluor zamiast wodoru, powodują, że cząsteczki 

perfluoropochodnych są większe od węglowodorów odpo-

wiadających im długością łańcucha i mają sztywniejszą 

strukturę. Wiązanie C-F cechuje się wysoką stabilnością i 

energią (~485 kJ/mol), rosnącą wraz z kolejnymi podstaw-

nikami w postaci atomów fluoru (~531 kJ/mol dla wiązań w 

grupie CF3). Konsekwencją tego faktu jest bardzo wysoka 

stabilność termiczna, chemiczna oraz obojętność biolo-

giczna tych związków [33]. Niska polarność atomu fluoru 

skutkuje słabymi siłami van der Waalsa między cząstecz-

kami, co z kolei prowadzi do niskiego napięcia powierzch-

niowego, wysokiego ciśnienia par, niskiej stałej dielek-

trycznej, niezwykle słabej rozpuszczalności w wodzie oraz 

bardzo dobrej rozpuszczalności gazów. Dodatkowo związki 

te cechują się stosunkowo dużą gęstością [34]. Właściwość 

wyróżniająca perfluoropochodne to ich jednoczesna hydro-

fobowość i lipofobowość. Spośród nielicznych procesowych 

zastosowań perfluoropochodnych korzystne może być ich 

użycie w hodowlach komórkowych i tkankowych biomasy 

roślinnej.  

Jednym z czynników warunkujących przyrost biomasy w 

hodowli in vitro jest dostępność gazów oddechowych. Ze 

względu na niską rozpuszczalność tlenu w wodzie uzasad-

nione staje się wykorzystanie w hodowlach wgłębnych cie-

kłych nośników tlenu. Zaliczane do tej grupy związków cie-

kłe perfluoropochodne cechuje rozpuszczalność tlenu czą-

steczkowego około 20-krotnie przewyższająca tę wartość 

dla wody [35]. 

Określono efekty zastosowania nasyconej powietrzem 

perfluorodekaliny w hodowlach różnych rodzajów komórek. 

 

Tabela 1. Przykłady zastosowań ekstrakcji in situ roślinnych metabolitów wtórnych. 

Faza  

ekstrakcyjna 

Wydzielany  

metabolit 
Gatunek rośliny Układ hodowlany 

Wzrost  

wydajności 
Bibl. 

Amberlite® XAD-7 antrachinony Cinchona ledgeriana zawiesina komórek 15x [15] 

Amberlite® XAD-7 alkaloidy indolowe Catharanthus roseus korzenie włośnikowe 3x [2] 

Amberlite® XAD-4 taksany Taxus cuspidata zawiesina komórek 1,7x [16] 

Amberlite® XAD-4 ajmalicyna Catharanthus roseus zawiesina komórek 2x [17] 

węgiel aktywny taksany Taxus baccata zawiesina komórek 2x [18] 

Miglyol® monoterpenoidy Thuja occidentalis zawiesina komórek 2x [19] 

Miglyol® antrachinony Cruciata glabra immobilizowane komórki 49x [20] 

Miglyol® monoterpeny Mentha canadensis pędy 2x [2] 

n-heksadekan szikonina 
Lithospermum eryhrorhi-

zon 
zawiesina komórek 7x [21] 

n-heksadekan szikonina Arnebia euchroma zawiesina komórek 2x [22] 

kwas oleinowy paklitaksel Taxus chinensis zawiesina komórek 3x [23] 

olej silikonowy alkaloidy indolowe Catharanthus roseus korzenie włośnikowe 5x [24] 

PDMS indirubina Polygonum tinctorium zawiesina komórek 2,6x [25] 

olej parafinowy - Matricaria chamomilla zawiesina komórek - [2] 

olej parafinowy szikonina 
Lithospermum eryhrorhi-

zon 
zawiesina komórek 2x [26] 

olej parafinowy szikonina Echium italicum zawiesina komórek 2x [28] 

olej parafinowy naftochinony Arnebia euchroma zawiesina komórek 1,73x [29] 

dibutylo-ftalan paklitaksel Taxus chinensis zawiesina komórek 6x [30] 

silikon paklitaksel Taxus cuspidata zawiesina komórek 45x [31] 

perfluoro-dekalina naftochinony Arnebia euchroma zawiesina komórek 1,5x [5] 

perfluoro-dekalina paklitaksel Taxus x media var. Hicksii korzenie włośnikowe 3,5x [32] 
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Większy przyrost biomasy przy zastosowaniu perfluoroz-

wiązku zamiast środowiska wodnego uzyskano w przypadku 

drożdży Saccharomyces cerevisiae oraz komórek roślinnych 

Nicotiana tabacum (pol. tytoń szlachetny). Wyznaczone 

eksperymentalnie współczynniki transportu masy dla na-

powietrzania z użyciem perfluorodekaliny były o około 50% 

większe niż dla konwencjonalnej metody aeracji barbota-

żowej. Co więcej, wzrost współczynnika transportu masy 

może być uzyskany dzięki zwiększeniu powierzchni między-

fazowej i zmniejszeniu napięcia powierzchniowego, np. 

przez dodatek surfaktantu i wytworzeniu emulsji. W przy-

padku komórek roślinnych N. tabacum, nasycenie perflu-

orodekaliny czystym tlenem powodowało spadek przyrostu 

biomasy. Powodem był wzrost stężenia reaktywnych form 

tlenu w komórkach w stopniu niemożliwym do zniwelowa-

nia przez wewnątrzkomórkowe enzymy (katalazy i perok-

sydazy). Użycie powietrza zamiast tlenu nie powodowało 

takich niekorzystnych efektów, ponadto większemu przyro-

stowi biomasy towarzyszyła wydłużona w czasie faza loga-

rytmicznego wzrostu dla hodowli [36]. Wysoka gęstość per-

fluorodekaliny powodowała jej lokalizację w układzie ho-

dowlanym jako dolnej fazy. Dla hodowli prowadzonych w 

bioreaktorze oznacza to możliwość odebrania odgazowanej 

ciekłej perfluoropochodnej z dna naczynia, nasycenia jej 

powietrzem i ponownego użycia.  

Poszukiwania optymalnej metody dostarczania gazów 

oddechowych hodowanej wgłębnie biomasie roślinnej wy-

kazały ograniczenia stosowalności do tego celu perfluoroz-

wiązków. W przypadku hodowli korzeni włośnikowych 

Atropa belladonna (pol. pokrzyk wilcza jagoda) użycie na-

syconej powietrzem emulsji perfluorowanej nie spowodo-

wało znaczącego zwiększenia przyrostu biomasy. Analizo-

waną przyczyną nieefektywności był brak wpływu tych cie-

czy na transport tlenu przez granicę faz ciecz-ciało stałe. 

Natomiast na granicy fazy gaz-ciecz perfluorozwiązki two-

rzą cienką warstwę, modyfikując wartość napięcia po-

wierzchniowego oraz wielkość powierzchni miedzyfazowej 

i tym samym ułatwiając przenikanie gazów [37]. Doświad-

czenia wykazały, iż wzrost rozpuszczalności gazów w per-

fluorozwiązkach rośnie liniowo ze wzrostem ciśnienia 

cząstkowego danego gazu, zgodnie z prawem Henry’ego, 

co stoi w opozycji do sigmoidalnej zależności obserwowa-

nej dla biologicznych przenośników gazów oddechowych 

takich jak hemoglobina [38]. Omawianą grupę perfluoro-

wanych związków cechuje również zdolność dynamicznego 

uwalniania gazów, co jest konsekwencją braku reaktywno-

ści i oddziaływań z ich cząsteczkami [39]. 

Unikalne właściwości perfluoropochodnych stwarzają 

również szansę na ich wykorzystanie w roli ekstrahenta w 

procesie ekstrakcji in situ roślinnych metabolitów wtór-

nych. Jednym z powodów atrakcyjności takiego rozwiąza-

nia jest całkowita nietoksyczność i obojętność biologiczna 

tych substancji względem komórek i tkanek [36]. Nie wy-

stępuje tu więc rozpatrywany wcześniej negatywny wpływ 

wprowadzonego rozpuszczalnika na przyrost biomasy lub 

aktywność metaboliczną komórek, częsty w przypadku 

użycia organicznych rozpuszczalników. Ponadto, dzięki 

stabilności termicznej jaką prezentują perfluoropochodne, 

możliwa jest ich sterylizacja wraz z pożywką.  

Przykładem pomyślnej aplikacji perfluoropochodnej ja-

ko ekstrahenta w procesie ekstrakcji in situ mogą być wy-

niki badań z udziałem hodowli zawiesiny komórek A. eu-

chroma [5]. Dla prób przeprowadzonych z użyciem perflu-

orodekaliny nasyconej powietrzem i odgazowanej zaobser-

wowano większy przyrost suchej biomasy w drugim i trze-

cim tygodniu hodowli, osiągając jednak na koniec czwarte-

go tygodnia wartości zbliżone do próby kontrolnej. Wyraź-

ny wzrost był za to obserwowany dla wydajności biosynte-

zowanych przez komórki naftochinonów. Użycie nasyconej 

powietrzem perfluorowanej fazy dało 50% wzrost całkowi-

tej zawartości tych metabolitów, podczas gdy dla odgazo-

wanej perfluorodekaliny wynosił on tylko 10%. Kolejną za-

obserwowaną różnicą względem próby kontrolnej była 

większa sumaryczna zawartość naftochinonów w fazie 

wodnej i perfluorowanej niż wewnątrz komórek A. eu-

chroma, co świadczy o zwiększonym wydzielaniu tych me-

tabolitów do medium hodowlanego. W przypadku nasycenia 

perfluorowanej fazy etylenem, będącym inhibitorem po-

działów mitotycznych, miał miejsce zdecydowanie niższy 

przyrost biomasy w hodowli i związanej z tym obniżonej 

zawartości naftochinonów. Fakt ten jest sprzeczny z wyka-

zanym w hodowlach pędów L. erythrorihizon stymulującym 

biosyntezę naftochinonów działaniem etylenu [40]. 

Na możliwość zastosowania perfluoropochodnej w eks-

trakcji in situ roślinnych metabolitów wtórnych wskazują 

badania z udziałem korzeni włośnikowych Taxus x media 

var. Hicksii, zawierających gen kodujący syntazę taksadie-

nową, biorącą udział w biosyntezie taksanów [32]. Wpro-

wadzenie do hodowli fazy perfluoropochodnej powodowało 

spadek przyrostu biomasy w kulturach w porównaniu do 

próby kontrolnej (brak perfluoropochodnej, pożywka bez 

elicytora i prekursora), prezentującej 1,9-krotny przyrost 

biomasy. Niewielką różnicę wzrostu zaobserwowano po 

użyciu odgazowanej perfluorodekaliny w 14 dniu hodowli 

(1,85-krotny wzrost wydajności), podczas gdy dla hodowli 

prowadzonych z nasyconą powietrzem fazą ekstrakcyjną 

wprowadzoną na początku lub po dwóch tygodniach ho-

dowli otrzymano najmniejsze przyrosty biomasy (odpo-

wiednio 1,1-krotny i 1,4-krotny wzrost). Ponadto w do-

świadczeniu istotny był dodatek jednego z dwóch elicyto-

rów: jasmonianu metylu lub koronatyny. Zauważono, że 

pierwszy z wymienionych elicytorów stymulował inhibicję 

wzrostu biomasy zarówno bez jak i w obecności napowie-

trzonej lub odgazowanej perfluorodekaliny. Zaobserwowa-

no również osłabienie negatywnego wpływu elicytacji na 

wzrost biomasy w przypadku użycia perfluorowanej fazy 

ekstrakcyjnej. Za przypuszczalny powód takiego stanu rze-

czy uznano brak bezpośredniego kontaktu tkanek korzenia 

z użytym elicytorem oraz syntezowanymi fitoaleksynami o 

toksycznych właściwościach, spowodowany ich akumulacją 

w ekstrahencie.  

Wyraźnie zauważalną korzyścią płynącą z użycia per-

fluorodekaliny w omawianych badaniach był wzrost wydaj-

ności produkcji taksanów. Maksymalne zawartości paklitak-

selu zanotowano dla prób z dodatkiem elicytora - jasmo-

nianu metylu i odgazowanej perfluorodekaliny wprowadzo-

nej przy inokulacji lub 14 dnia hodowli. Uzyskane wartości 

były 3,5-krotnie wyższe od wydajności uzyskiwanych bez 

udziału perfluorowanej fazy. Wykazano również, iż obec-

ność koronatyny w większym stopniu intensyfikowała aku-

mulację bakkatyny III. Obserwowany był także 64-krotny 

wzrost wydajności względem elicytacji jasmonianem mety-

lu. Efektem użycia koronatyny była ponadto zwiększona 

produkcyjność paklitakselu przy jednoczesnym wzroście 

stopnia jego wydzielania do medium hodowlanego. Wszyst-

kie próby z użyciem nasyconej powietrzem perfluorodeka-

liny prezentowały niższe produkcyjności taksanów niż przy 

aplikacji odgazowanej fazy. Co ważne, we wszystkich pró-
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bach przeprowadzonych bez użycia elicytora nie stwier-

dzono obecności taksanów. 

Przedstawione wyżej przykłady wykorzystania perflu-

orozwiązków w hodowlach komórek i tkanek roślinnych 

uzasadniają przydatność tej metody. Wyróżnić można dwie 

główne korzyści płynące z użycia perfluorowanych cieczy w 

hodowalch in vitro. Po pierwsze, napowietrzone perflu-

orozwiązki pozwalają na wydajniejsze dostarczanie i od-

prowadzanie gazów oddechowych w hodowlach. Po drugie, 

umożliwiają izolację in situ metabolitów wtórnych, skutku-

jącą zwiększeniem ich produkcyjności. 
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