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STRESZCZENIE

Ekstrakcja in situ, poza izolacja metabolitow roslinnych z uktadu hodowlanego in vitro, pozwala na intensyfi-
kacje ich biosyntezy w hodowanej biomasie roslinnej. Zgodnie z definicja, proces ten polega na ekstrakcji
produkowanych metabolitow wtornych w czasie trwania hodowli przez ich akumulacje w dodatkowej fazie
uktadu hodowlanego. Motywowane potencjalnymi korzysciami takiego rozwiazania poszukiwania ekstrahen-
tow oraz adsorbentow in situ, nietoksycznych dla biomasy oraz selektywnych wzgledem metabolitow wtor-
nych, zaowocowaty licznymi opisanymi w literaturze naukowej eksperymentami. Stosunkowo nowym podej-
sciem jest zastosowanie w roli dodatkowej fazy ekstracyjnej in situ ciektych perfluorozwiazkéw. Znane do-
tychczas jako efektywne nosniki gazdw, charakteryzuja sie one brakiem istotnych oddziatywan wzgledem
rozpuszczonych w nich czasteczek. Skutkuje to tatwoscia w uwalnianiu gazoéw przez granice faz ciecz-ciecz
uktadu hodowlanego. Ponadto, perfluorozwiazki sa nierozpuszczalne w wodzie, tworzac wzgledem wodnego
medium hodowlanego oddzielna, dolng faze w uktadzie. Cechy te, w potaczeniu z brakiem toksycznego wpty-
wu na zywe komorki oraz selektywnoscia wzgledem metabolitow roslinnych, uzasadniaja rosnace zaintereso-
wanie aplikacja ciektych perfluorozwiazkow w roli ekstrahenta in situ.

SLOWA KLUCZOWE: ekstrakcja in situ, hodowle dwufazowe, ciekte perfluorozwiazki.

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. Wstep wazy¢ nalezy takze dobor wtasciwej metodyki zapewniaja-

Wytwarzanie roélinnych metabolitéw wtérnych z wyko- cej zachowanie aktywnosci biologicznej bioproduktu. Po-
rzystaniem metod hodowli in vitro biomasy roslinnej, jak step w dziedzinie metod separacji zaowocowat opracowa-
pokazuja komercyjne sukcesy, moze stanowi¢ optacalna niem szeregu niekonwencjonalnych metod, cechujacych sie
alternatywe dla metod konwencjonalnych. Z punktu wi- wieksza wydajnosciag otrzymanych bioproduktow, mozliwa
dzenia produktywnosci procesu, kwestia rownie wazna co do osiagniecia w krotszym czasie przy jednoczesnym za-
intensyfikacja biosyntezy metabolitdw w biomasie oraz chowaniu wysokiej selektywnosci metody. Jednym z przy-
zwiekszenie wydajnosci przyrostu biomasy, jest dobér wta- ktadow takiej techniki jest ekstrakcja in situ polegajaca na
$ciwej techniki izolacji metabolitow z fazy medium hodow- akumulacji metabolitow roslinnych w dodatkowej fazie,
lanego jak i z hodowanych w nim komérek, tkanek czy or- ciektej lub statej, bezposrednio w uktadzie hodowlanym
ganow [1]. We wszystkich technikach separacji roélinnych czyli in situ [2]. Wspomniane rozwiazanie procesowe, po-
metabolitow wtérnych konieczne jest uwzglednienie wta- mimo szeregu zalet, ma takze kilka ograniczen. Najpowaz-
$ciwosci fizykochemicznych izolowanego metabolitu. Roz- niejszym z nich jest wykazana eksperymentalnie toksycz-
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nos¢ stosowanych specyficznych rozpuszczalnikow orga-
nicznych wzgledem hodowanej biomasy roslinnej [3]. Fakt
ten sktania badaczy do poszukiwania innowacyjnych faz
ciektych spetniajacych kryteria wydajnych ekstrahentow
metabolitow wtoérnych, przy jednoczesnym ograniczeniu
negatywnego wptywu wzgledem hodowanej w uktadzie
biomasy roslinnej.

Obiecujacym kierunkiem badan z zakresu funkcjonalno-
Sci uktadow ekstrakcji in situ roslinnych metabolitow wtor-
nych okazato sie wykorzystanie w tym celu ciektych perflu-
orowanych pochodnych weglowodoréw. Potencjat ciektych
perfluoropochodnych, jako odpowiedniego medium do eks-
trakcji bioproduktéw pochodzenia roslinnego, wynika z
szeregu unikalnych wtasciwosci fizykochemicznych tej gru-
py zwiazkow organicznych [4]. Ponadto udowodnione eks-
perymentalnie zostato powinowactwo perfluorowanych
rozpuszczalnikow wzgledem kilku farmaceutycznie istot-
nych roslinnych metabolitow wtérnych [1,5].

2. Techniki izolacji metabolitow z biomasy roslin

Otrzymanie oczyszczonego bioproduktu pochodzenia
roslinnego jest procesem wieloetapowym. W przypadku
produkcji roslinnych metabolitow wtornych na drodze ho-
dowli in vitro biomasy roslinnej konieczna jest izolacja
tych zwiazkow z komorek i tkanek roslinnych. Etap ten mo-
ze miec zasadniczy wptyw na wydajnos¢ catego procesu
oczyszczania. Dwa gtowne czynniki uwzgledniane przy wy-
borze metody separacji metabolitow z biomasy to uzyski-
wana wydajnosc i selektywnos¢ metody. Poza nimi istotny
jest takze rodzaj i wtasciwosci uzytego rozpuszczalnika lub
adsorbenta oraz trudnosci procesowe [6].

Jedna z konwencjonalnych metod izolacji metabolitow
jest tugowanie, bedace rodzajem ekstrakcji w uktadzie cia-
to state - ciecz. W technice tej sktadniki biomasy roslinnej,
petniacej funkcje nosnika, z fazy statej przechodza do fazy
ciektej rozpuszczalnika [7]. Zjawisko to wykorzystywane
jest tez w aparacie Soxhleta. Innymi rodzajami ekstrakcji
sg destylacja wodna oraz destylacja z para wodna. Ich za-
leta jest brak wykorzystywania organicznych rozpuszczal-
nikow, jednak wysokie temperatury moga skutkowac nie-
odwracalng utrata lotnych albo termicznie wrazliwych
sktadnikow badz termiczna dezaktywacja bioproduktu.

Dla efektywnosci konwencjonalnych metod ekstrakcyj-
nych kluczowy staje sie dobor ekstrahenta, uwzgledniajacy
budowe chemiczna i wtasciwosci fizykochemiczne zwiazku,
ktory ma byc¢ izolowany, czyli ich powinowactwo wzgledem
siebie. Nalezy takze wzia¢ pod uwage mozliwos¢ zastoso-
wania mieszaniny rozpuszczalnikow oraz wzgledy bezpie-
czenstwa [6].

Gtownymi ograniczeniami wyzej omowionych metod
ekstrakcji sa: stosunkowo dtugi czas trwania procesu, po-
trzeba zastosowania drogiego ekstrahenta o wysokiej czy-
stosci, niska selektywnos¢ i ryzyko degradacji zwiazkow
wrazliwych pod wptywem rozpuszczalnikow organicznych
lub wysokiej temperatury. Potrzeba przezwyciezenia tych
ograniczen zaowocowata opracowaniem alternatywnych,
niekonwencjonalnych technik separacji. Cechuja sie one
wieksza wydajnoscia w krotszym czasie przy zredukowa-
nym zuzyciu rozpuszczalnika [8].

Wsrdd tych technik nalezy wymienic: (i) ekstrakcje
wspomagang promieniowaniem mikrofalowym; (ii) ekstrak-
cje wspomagana ultradzwiekami, wykorzystujaca zjawisko
kawitacji; (iii) ekstrakcje z wykorzystaniem ptynow w sta-
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nie nadkrytycznym; (iv) przyspieszona ekstrakcje rozpusz-
czalnikiem.

Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalo-
wym polega na dziataniu na biomase mikrofalami w zakre-
sie czestosci od 0,3 do 300 GHz. W tym procesie nastepuje
konwersja energii elektromagnetycznej w ciepto, czego
efektem jest rownomierne ogrzanie probki [6]. Na skutek
stymulowanego przez mikrofale pekania $cian komorko-
wych dochodzi do intensyfikacji ekstrakcji i uwolnienia
zwiekszonej ilosci metabolitu. W przypadku zwiazkow
wrazliwych na wysoka temperature mozliwe jest zastoso-
wanie rozpuszczalnika o niskiej statej dielektrycznej, ktory
nie nagrzewa sie pod wptywem promieniowania mikrofalo-
wego, co zapewnia ochrone metabolitow przed degrada-
cja. Metoda ta nie jest jednak odpowiednia dla catkowicie
wysuszonych probek biomasy [8]. W przypadku zastosowa-
nia tej techniki w izolacji taksanéw z biomasy gatunkow
Taxus cuspidata (pol. cis japonski) i Taxus x media var.
Hicksii (pol. cis posredni odmiana Hicksii) udato sie obnizy¢
zuzycie rozpuszczalnika, czas ekstrakcji i koszty procesu
przy zachowaniu wydajnosci izolowanych metabolitow [9].

Przyktadem innej techniki jest ekstrakcja wspomagana
ultradzwiekami, wykorzystujaca zjawisko kawitacji. Meto-
da charakteryzuje sie powstawaniem pecherzykow w obje-
tosci rozpuszczalnika i ich nastepczemu zapadaniu sie, co
generuje energie oraz intensyfikuje proces tugowania. In-
tensyfikacja wydajnosci wynika ze zwiekszonego transportu
masy i dostepu rozpuszczalnika do elementéw biomasy ro-
slinnej [6].

Ekstrakcja z wykorzystaniem ptynow w stanie nadkry-
tycznym polega na zastosowaniu w roli rozpuszczalnika
ptynu w stanie nadkrytycznym, najczesciej nadkrytycznego
CO;. Technika ta uwazana jest za nietoksyczny, szybki i
selektywny sposob izolacji, co jest powodem jej licznych
zastosowan przemystowych [8]. Cechami ptynu w stanie
nadkrytycznym sa wysoki wspotczynnik dyfuzyjnosci i niskie
napiecie powierzchniowe oraz lepkosc¢. Zapewnia to lepsza
penetracje tkanek roslinnych przez ptyny nadkrytyczne
oraz dobra rozpuszczalnos¢ metabolitow. Ekstrakcja pty-
nami w stanie nadkrytycznym pozwala na selektywna eks-
trakcje niepolarnych zwiazkow. Po zastosowaniu dodatko-
wego rozpuszczalnika o wysokiej statej dielektrycznej moz-
liwa jest takze izolacja substancji polarnych [6]. W przy-
padku uzycia nadkrytycznego ditlenku wegla temperatura
w czasie ekstrakcji jest bezpieczna dla wrazliwych ter-
micznie substancji. Przyktadem zastosowania tej metody
moze byc izolacja alkaloidow indolowych z lisci Catharan-
thus roseus (pol. barwinek rézowy) [10]. Najwieksza wada
ekstrakcji nadkrytycznej jest koniecznos¢ stosowania sto-
sukowo drogiej aparatury cisnieniowej.

Uznawang za jedna z niekonwencjonalnych technik izo-
lacji bioproduktow jest przyspieszona ekstrakcja rozpusz-
czalnikiem. Polega ona na zapewnieniu wysokiego ci$nienia
oraz wysokiej temperatury procesu ekstrakcji. Ma to na
celu utrzymanie rozpuszczalnika ponizej punktu wrzenia
wraz z intensyfikacja transportu masy. W opisanych warun-
kach dochodzi do obnizenia lepkosci ekstrahenta oraz
wzrostu jego wspotczynnika dyfuzji [8]. Ze wzgledu na nie-
kiedy drastyczne warunki ekstrakcji nalezy wzia¢ pod uwa-
ge wrazliwos¢ oczyszczanych metabolitow na wysokie tem-
peratury [11]. W poréwnaniu do metod konwencjonalnych
obserwowane jest znaczne obnizenie czasu ekstrakcji oraz
zuzycia rozpuszczalnika. Przyktadem zastosowania przy-
spieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikiem moze by¢ izolacja
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metabolitow wtornych (hiperycyna, pochodne kwercetyny)
z biomasy pochodzacej z hodowli korzeni Hypericum perfo-
ratum (pol. dziurawiec zwyczajny) [12].

Opisane wyzej metody pozwalaja na izolacje we-
wnatrzkomorkowych metabolitow wtornych z biomasy ro-
slinnej po zakonczeniu hodowli, bez wykazywania jedno-
czesnego wptywu na wydajnosc¢ biosyntezy tych zwiazkow
w hodowli in vitro. Techniki pozwalajace na separacje
zwiazkow naturalnych z kultur in vitro w czasie trwania
hodowli okresla sie mianem metod ekstrakcji in situ. Do-
swiadczalnie stwierdzono, iz przez wprowadzenie do ukta-
du hodowlanego dodatkowej, biozgodnej z hodowanymi
komorkami fazy ciektej lub statej wykazujacej powinowac-
two do izolowanych roslinnych metabolitow wtornych,
mozliwe jest uzyskanie zwiekszonej produkcyjnosci danego
metabolitu w hodowlach in vitro komorek, tkanek i zinte-
growanych organdw roslinnych [13]. W wyniku ekstrakcji i
przejscia metabolitow do fazy rozpuszczalnika nastepuje
obnizenie ich stezenia w pozywce, co moze prowadzi¢ do
zwiekszonego wydzielania zwigzkow naturalnych z komorek
roslinnych. Przez takie dziatanie mozliwe staje sie uniknie-
cie zjawisk obnizajacych wydajnos¢ akumulacji roslinnych
metabolitow wtoérnych, np. ich toksycznosci, inhibicji pro-
duktem, degradacji zwiazkow naturalnych czy tez lotnosci
[14]. Ekstrakcje in situ mozna wiec uznac za metode efek-
tywnej izolacji oraz jednoczesnie za wtasciwa metode
zwiekszania wydajnosci biosyntezy otrzymywanych biopro-
duktow.

3. Funkcjonalno$¢ uktadéw ekstrakcyjnych stosowanych
w biotechnologii roslin

Istota ekstrakcji in situ jest suplementacja uktadu ho-
dowlanego dodatkowa faza, ktdrej funkcja jest akumulacja
wydzielanych przez komorki roslinne metabolitow wtor-
nych.

Jedna z technik oczyszczania in situ metabolitow jest
zachodzaca w uktadzie hodowlanym adsorpcja czasteczek
metabolitu do ziaren fazy statej po dodaniu statego sorben-
ta do uktadu hodowlanego. Przyktadem jest zastosowanie
zywicy Amberlite® XAD-7 do izolacji antrachinonéw w ho-
dowli zawiesiny komoérek Cinchona ledgeriana (pol. chino-
wiec ledgeriana), dajace pigtnastokrotny wzrost wydajno-
sci produkcji tych zwiazkéow [15]. Innym zastosowaniem
wymienionego sorbenta sa badania z udziatem korzeni wto-
snikowych C. roseus, w ktorych dodatkowo uzyto DMSO w
celu permeabilizacji scian komorkowych oraz elicytora jako
stymulatora biosyntezy alkaloidow. W efekcie zaobserwo-
wano ponad trzykrotny wzrost akumulacji alkaloidow indo-
lowych wzgledem hodowli z uzyciem samego adsorbenta,
co sSwiadczy o synergistycznym dziataniu uzytych technik
[2]. Mniejszy wzrost wydajnosci, ok. 65 - 70%, odnotowano
w przypadku wydzielania in situ taksanow w hodowli
wgtebnej komorek roslinnych T. cuspidata, w ktorej uzyto
jako adsorbenta Amberlite® XAD-4 [16]. W innym procesie z
zastosowaniem tego samego ztoza zauwazono okoto dwu-
krotny wzrost akumulacji ajmalicyny w hodowli wgtebnej
komorek C. roseus przy jednoczesnej utracie specyficzno-
sci metody wzgledem konwencjonalnej ekstrakcji rozpusz-
czalnikiem [17]. Wyboru odpowiedniego adsorbenta doko-
nuje sie biorac pod uwage gtoéwnie polarnos¢ izolowanego
metabolitu [13]. Ze stosowaniem adsorbentow wiaze sie
ryzyko braku specyficznosci - poza toksycznymi sktadnikami
medium hodowlanego moga one rowniez akumulowac
zwiazki niezbedne komadrkom do wzrostu [2].
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Przyktady innych rodzajow stosowanych adsorbentow to
modyfikowane zele krzemionkowe oraz wegiel aktywny
[14]. Zastosowanie wegla aktywnego w uktadzie in situ po-
zwolito na ponad dwukrotne zwiekszenie wydajnosci taksa-
now w hodowli zawiesiny komorek Taxus baccata [18].

Alternatywnym rozwiazaniem jest wprowadzenie do
uktadu hodowlanego dodatkowej fazy ciektej poprzez do-
datek niemieszajacego sie z woda, hydrofobowego roz-
puszczalnika organicznego. Obserwowanym efektem jest
wzrost wydajnosci sekrecji metabolitow wtornych, co moze
miec¢ zwiazek z oddziatywaniem fazy ekstrakcyjnej na scia-
ny komorek roslinnych oraz akumulacje w fazie organicznej
metabolitow.

Jednym z rodzajow cieczy organicznych o mozliwym
zastosowaniu w formie dodatkowej fazy w uktadzie eks-
trakcji in situ sa preparaty triglicerydowe o komercyjnej
nazwie Miglyol®. Stanowia je mieszaniny triacylogliceroli,
ktorych szkielety glicerynowe podstawione sa resztami
kwasow ttuszczowych o 8 - 10 atomach wegla w czastecz-
ce. Mieszaniny te cechuja sie niska lepkosciag oraz silnie
lipofilowymi wtasciwosciami [2]. Zastosowanie Miglyolu® w
hodowli komérek roslinnych Thuja occidentalis (pol. zy-
wotnik zachodni) skutkowato dwukrotnym wzrostem wy-
dajnosci wyizolowanych monoterpenoidow wzgledem eks-
trakcji dichlorometanem [19]. W badaniach, dotyczacych
hodowli potciagtej immobilizowanych komoérek roslinnych
Cruciata glabra (pol. przytulinka wiosenna) z jednocze-
snym zastosowaniem Miglyolu® uzyskano znaczacy, bo 49-
krotny wzrost wydajnosci antrachinonow [20]. W przyto-
czonych badaniach nosnik do immobilizacji komorek wyko-
nano z zelu chitozanowego, ktory jednoczesnie petnit funk-
cje elicytora. Znacznie mniejszy, dwukrotny wzrost pro-
duktywnosci monoterpenéw przy uzyciu Miglyolu® zaobser-
wowano podczas hodowli pedow Mentha canadensis (pol.
mieta kanadyjska) [2].

Innym rozpuszczalnikiem uzywanym w badaniach nad
uktadami do ekstrakcji in situ roslinnych metabolitow
wtornych jest n-heksadekan. Aplikacja w hodowli komorek
roslinnych L. eryhrorhizon wywotata ponad siedmiokrotny
wzrost wydajnosci izolacji szikoniny [21]. Podobny trend
zaobserwowano dla hodowli komdrek Arnebia euchroma
réwniez badanej pod katem produkcji tej grupy naftochi-
nondw [22]. W cytowanych badaniach zwrdcono uwage na
zjawisko ograniczenia wzrostu na skutek zbyt duzej objeto-
sci dodanego rozpuszczalnika oraz pozytywny dla procesu
ekstrakcji wptyw mieszania. Istotny okazat sie rowniez czas
wprowadzenia rozpuszczalnika organicznego do uktadu -
maksymalny, ponad dwukrotny wzrost wytwarzania sziko-
niny uzyskano, gdy n-heksadekan dodano po 12 dniach
prowadzenia hodowli wgtebnej komorek A. euchroma [22].

Kolejnym przyktadem rozpuszczalnika stosowanego w
procesie ekstrakcji in situ jest jednonienasycony kwas ole-
inowy. Wyniki badan nad jego zastosowaniem do izolacji
paklitakselu z hodowli wgtebnej komérek Taxus chinensis
(pol. cis chinski) prowadzonej w bioreaktorze wskazuja, iz
najwiekszy, ponad trzykrotny wzrost zawartosci produktu
osiagnieto przy 8% stezeniu kwasu oleinowego w uktadzie
[23].

Zblizony efekt dato zastosowanie oleju silikonowego w
hodowli korzeni wtosnikowych C. roseus. Olej silikonowy
sktada sie ze spolimeryzowanych siloksanéw z weglowodo-
rowymi tancuchami bocznymi. Ze wzgledu na stosunkowo
niska gestosc i nierozpuszczalnos¢ w wodzie olej silikonowy
tworzyt w uktadzie odrebna, gorna faze. Stwierdzono kil-



M. Kawka et al./Biul. Wydz. Farm. WUM, 2017, 7, 60-67

kukrotny wzrost produkcji wybranych alkaloidow indolo-
wych. Co wazne, stosowany rozpuszczalnik nie wykazywat
widocznego negatywnego wptywu na wzrost tkanki oraz
zawartosc sktadnikow odzywczych w fazie wodnej [24].

Do grupy silikondw nalezy takze poli(dimetylosiloksan)
(PDMS). Swoim wtasciwosciom zawdziecza on szerokie i
uniwersalne zastosowania. Jest bezbarwny i przezroczysty,
przepuszczalny dla gazow, silnie hydrofobowy i niepalny. W
dodatku uwazany jest za polimer nietoksyczny i chemicznie
obojetny [2]. Zastosowanie PDMS w roli dodatkowej fazy
ciektej w okresowej hodowli zawiesiny komorek Polygonum
tinctorium (pol. rdest barwierski) dato maksymalny 2,6-
krotny wzrost produkcji indirubiny. Poréwnano takze pro-
dukcyjnosci 14-dniowych hodowli prowadzonych w matej
skali (tzn. w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 0,2 dm?) i
bioreaktorze o pojemnosci roboczej 0,5 dm® przy 50% ste-
zeniu objetosciowym PDMS. Uzyskano wzrosty wydajnosci
indirubiny wynoszace odpowiednio 123% i 14%. Po uwzgled-
nieniu, ze przy braku PDMS hodowla bioreaktorowa byta o
17 % wydajniejsza od tej w kolbie, wyraznie widoczny jest
zrdznicowany wptyw zastosowanego rozpuszczalnika. Wyja-
Snieniem obserwowanych ro6znic moze by¢ odmienne
uksztattowanie dodatkowej fazy w obu przypadkach. PDMS
w kolbie tworzyt rozproszone w pozywce krople, natomiast
w bioreaktorze wystepowat jako odrebna warstwa, niemie-
szajaca sie z faza pozywki. Byto to powodem ograniczen w
transporcie masy miedzy fazami [25].

Interesujacym podejsciem okazato sie zastosowanie
oleju parafinowego w roli dodatkowej fazy ekstrakcyjnej.
Stanowi on mieszanine dtugotancuchowych alkanow, co
determinuje jego lipofilowe wtasciwosci. Cechuje sie ge-
stoscia wynoszaca ok. 0,8 g/cm’. Dodatek ciektej parafiny
do uktadu hodowlanego komorek Matricaria chamomilla
(pol. rumianek pospolity) skutkowat akumulacja metaboli-
tow wtornych przy jednoczesnym braku widocznego nega-
tywnego oddziatywania na przyrost biomasy [2]. W innym
doswiadczeniu olej parafinowy zostat dodany do hodowli
zawiesiny komorek Lithospermum erythrorhizon powodu-
jac ponad dwukrotny wzrost produkcji i sekrecji szikoniny
[26]. Niezaleznie od wspomnianych badan zaobserwowano,
ze 85% metabolitow produkowanych przez kultury komor-
kowe L. erythrorhizon akumulowanych byto w fazie orga-
nicznej przy produkcyjnoéci wynoszacej 1 g/dm® [27].

Innym gatunkiem zbadanym przy uzyciu ciektej parafi-
ny w uktadach do ekstrakcji in situ jest Echium italicum
(pol. zmijowiec wtoski). Badania hodowli zawiesin komorek
tego gatunku pokazuja, ze obecnos¢ oleju parafinowego w
uktadzie hodowlanym intensyfikuje biosynteze szikoniny i
jej zewnatrzkomorkowe wydzielanie. Sugerowana przyczy-
na takiego stanu rzeczy jest znaczne powinowactwo lipofi-
lowego rozpuszczalnika wzgledem hydrofobowych czastek
szikoniny [28]. W cytowanych badaniach efektywna eks-
trakcja metabolitow wtornych z ciektej parafiny zostata
uzyskana przy uzyciu kolumny chromatograficznej z odwro-
cona faza Sep-Pak. Interesujacy okazat sie rowniez wynik
zastosowania tej fazy ekstrakcyjnej w hodowli komoérek A.
euchroma. Przy zastosowaniu dwoch roznych frakcji para-
finy, lekkiej i cigezkiej, osiagnieto odpowiednio 49% i 73%
wzrost produkcyjnosci naftochinonéw. Korzystnemu efek-
towi towarzyszyt jednak negatywny wptyw na wzrost komo-
rek, spowodowany prawdopodobnymi ograniczeniami w
wymianie gazéow oddechowych w uktadzie hodowlanym
[29].
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Dzieki licznym badaniom doswiadczalnym uktadéw do
ekstrakcji in situ z zastosowaniem wielu rozpuszczalnikow
organicznych, petniacych funkcje dodatkowej fazy, mozli-
we staje sie okreslenie czynnikéw wptywajacych na aplika-
cyjnos¢ takiego rozwiazania. Podstawowa kwestig, ktorg
nalezy wzia¢ pod uwage, jest toksycznosc¢ fazy organicznej
wzgledem komorek roslinnych, determinujaca przyrost
biomasy. Korzystna wtasciwoscia moze byc¢ brak reaktyw-
nosci (inertnos¢) i powinowactwa wzgledem sktadnikow
medium hodowlanego. Cecha ta skutkuje brakiem wptywu
dodatkowej fazy na zawartos¢ sktadnikow odzywczych w
pozywce. Ponadto pozadana jest mozliwos¢ adsorpcji badz
rozpuszczenia jak najwiekszej ilosci metabolitow wtor-
nych, czemu sprzyja wzrost powierzchni miedzyfazowej
oraz zdolnos¢ specyficznego i odwracalnego wigzania wy-
branych metabolitow. Dodatkowo wymagane jest, aby za-
stosowany adsorbent badz rozpuszczalnik cechowat sie od-
pornoscia na warunki zwiazane ze sterylizacja termiczna,
tak aby mogt by¢ sterylizowany wraz z pozywka [2].

Wyniki przeprowadzonych do tej pory badan wykazaty,
ze kolejnym waznym czynnikiem z punktu widzenia wydaj-
nosci procesu ekstrakcji in situ jest moment wprowadzenia
fazy organicznej do uktadu hodowlanego. W przypadku izo-
lacji metabolitow wtornych, ktorych biosynteza nie jest
zwiazana z przyrostem biomasy, korzystne jest pdzne
wprowadzenie ekstrahenta do uktadu. Potwierdzono to w
hodowli zawiesiny komérek T. chinensis [30]. Dodatek di-
butyloftalanu na poznym etapie wzrostu logarytmicznego
komérek pozwolit na uzyskanie wysokiej wydajnosci pakli-
takselu przy minimalnym ostabieniu wzrostu biomasy. Po-
dobny trend zaobserwowano po zastosowaniu adsorbenta w
postaci silikonu w hodowli wgtebnej T. cuspidata [31].
Maksymalny zaobserwowany, 45-krotny wzrost produkcyj-
nosci taksandw osiagnieto wprowadzajac adsorbent siod-
mego dnia hodowli. Najwyzsza wydajnos¢ taksanow zostata
osiagnieta w przypadku 10% stezenia. Zarowno wyzsze jak i
nizsze stezenia adsorbenta cechowat spadek produkcyjno-
sci metabolitow. Sugeruje to koniecznos¢ eksperymental-
nego dobrania optymalnej ilosci uzytego ekstrahenta.

Omowione przyktady ekstrakcji in situ mozna podzieli¢
na dwie grupy ekstrahentow lub adsorbentow, rézniace sie
wtasciwosciami  fizykochemicznymi, biokompatybilnoscia
wzgledem biomasy roslinnej oraz powinowactwem do wy-
branych metabolitow. Pierwsza z omoéwionych byty adsor-
benty stanowiace w uktadzie hodowlanym faze stata. W
zaleznosci od materiatu, z ktorego sa zbudowane, wykazu-
ja zrdznicowany stopien hydrofilowosci badz hydrofobowo-
sci, co sprawia, ze moga byc zastosowane do izolacji sze-
rokiej grupy metabolitow wtornych. Dodatkowo, staty stan
skupienia i brak rozpuszczalnosci adsorbentow w pozywce
pozwalaja zasadniczo pomina¢ problem toksycznosci
wzgledem komorek oraz utatwiaja ich usuniecie z uktadu.
W przypadku faz ciektych cechujacych sie silna lipofilowo-
scia, utrudniona jest ekstrakcja polarnych metabolitow, co
ogranicza zakres ich stosowalnosci. Doswiadczalnie zaob-
serwowany zostat rowniez problem toksycznosci organicz-
nych rozpuszczalnikow obnizajacy aktywnos¢ metaboliczng
i zywotnos¢ komorek. Przyczyna byt negatywny wptyw eks-
trahentdw na sprawnosc¢ funkcjonowania bton komorko-
wych [2].

Ekstrakcja in situ stanowi obiecujaca technike izolacji
syntezowanych przez komorki roslinne metabolitow wtor-
nych powodujaca jednoczesnie wzrost ich produkcyjnosci.
Selektywna akumulacja bioproduktow w odrebnej, tatwej
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do wyodrebnienia z uktadu hodowlanego fazie pozwala
rowniez znaczaco utatwi¢ procesy oczyszczania ekstraho-
wanych zwiazkow. Wyniki wielu doswiadczen wskazuja na
mozliwos¢ potaczenia ekstrakcji in situ z innymi metodami
optymalizacji produkcyjnosci roslinnych metabolitow wtor-
nych w hodowlach in vitro biomasy roslinnej. Wyzwaniem
jest uzyskanie uktadow ekstrakcyjnych, nietoksycznych dla
komoérek roslinnych i selektywnych wzgledem wartoscio-
wych metabolitow.

Przyktady zastosowan ekstrakcji in situ roslinnych me-
tabolitow wtornych przedstawiono w tabeli 1.

4, Ciekte perfluoropochodne jako rozpuszczalniki do
ekstrakcji in situ

Perfluoropochodne weglowodorow dzieki swoim unikal-
nym wtasciwosciom zyskaty zainteresowanie naukowcow z
réznych dziedzin biotechnologii. Zwiazki te otrzymuje sie
przez zastapienie atomow wodoru atomami fluoru. Wieksze
rozmiary chmury elektronowej molekut, w sktad ktorych
wchodzi fluor zamiast wodoru, powoduja, ze czasteczki
perfluoropochodnych sa wieksze od weglowodorow odpo-
wiadajacych im dtugoscia tancucha i maja sztywniejsza
strukture. Wiazanie C-F cechuje sie wysoka stabilnoscig i
energia (-485 kJ/mol), rosnaca wraz z kolejnymi podstaw-
nikami w postaci atomow fluoru (~531 kJ/mol dla wiazan w

grupie CF3). Konsekwencja tego faktu jest bardzo wysoka
stabilnos¢ termiczna, chemiczna oraz obojetnos¢ biolo-
giczna tych zwiazkow [33]. Niska polarnos¢ atomu fluoru
skutkuje stabymi sitami van der Waalsa miedzy czastecz-
kami, co z kolei prowadzi do niskiego napiecia powierzch-
niowego, wysokiego cisnienia par, niskiej statej dielek-
trycznej, niezwykle stabej rozpuszczalnosci w wodzie oraz
bardzo dobrej rozpuszczalnosci gazow. Dodatkowo zwiazki
te cechuja sie stosunkowo duza gestoscia [34]. Wtasciwosc¢
wyrozniajaca perfluoropochodne to ich jednoczesna hydro-
fobowosc i lipofobowos¢. Sposrdd nielicznych procesowych
zastosowan perfluoropochodnych korzystne moze byc¢ ich
uzycie w hodowlach komoérkowych i tkankowych biomasy
roslinnej.

Jednym z czynnikow warunkujacych przyrost biomasy w
hodowli in vitro jest dostepnos¢ gazéw oddechowych. Ze
wzgledu na niskg rozpuszczalnos¢ tlenu w wodzie uzasad-
nione staje sie wykorzystanie w hodowlach wgtebnych cie-
ktych nosnikow tlenu. Zaliczane do tej grupy zwiazkow cie-
kte perfluoropochodne cechuje rozpuszczalnos¢ tlenu cza-
steczkowego okoto 20-krotnie przewyzszajaca te wartosc
dla wody [35].

Okreslono efekty zastosowania nasyconej powietrzem
perfluorodekaliny w hodowlach réznych rodzajow komorek.

Tabela 1. Przyktady zastosowan ekstrakcji in situ roslinnych metabolitow wtornych.

ks tlr:aalfcayjna Vg:tzaisz?ty Gatunek rosliny Uktad hodowlany wxfa;:izci Bibl.
Amberlite® XAD-7 antrachinony Cinchona ledgeriana zawiesina komérek 15x [15]
Amberlite® XAD-7 alkaloidy indolowe Catharanthus roseus korzenie wtosnikowe 3x [2]
Amberlite® XAD-4 taksany Taxus cuspidata zawiesina komorek 1,7x [16]
Amberlite® XAD-4 ajmalicyna Catharanthus roseus zawiesina komérek 2x [17]
wegiel aktywny taksany Taxus baccata zawiesina komorek 2x [18]
Miglyol® monoterpenoidy Thuja occidentalis zawiesina komorek 2x [19]
Miglyol® antrachinony Cruciata glabra immobilizowane komorki 49x [20]
Miglyol® monoterpeny Mentha canadensis pedy 2x [2]
n-heksadekan szikonina Lithosp ermzuomn eryhrorhi- zawiesina komérek 7x [21]
n-heksadekan szikonina Arnebia euchroma zawiesina komorek 2x [22]
kwas oleinowy paklitaksel Taxus chinensis zawiesina komorek 3x [23]
olej silikonowy alkaloidy indolowe Catharanthus roseus korzenie wto$nikowe 5x [24]
PDMS indirubina Polygonum tinctorium zawiesina komorek 2,6x [25]
olej parafinowy Matricaria chamomilla zawiesina komorek [2]
olej parafinowy szikonina Lithosp ermzuomn eryhrorhi- zawiesina komorek 2x [26]
olej parafinowy szikonina Echium italicum zawiesina komorek 2x [28]
olej parafinowy naftochinony Arnebia euchroma zawiesina komorek 1,73x [29]
dibutylo-ftalan paklitaksel Taxus chinensis zawiesina komorek 6x [30]
silikon paklitaksel Taxus cuspidata zawiesina komorek 45x [31]
perfluoro-dekalina naftochinony Arnebia euchroma zawiesina komorek 1,5x [5]
perfluoro-dekalina paklitaksel Taxus x media var. Hicksii korzenie wtosnikowe 3,5x [32]
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Wiekszy przyrost biomasy przy zastosowaniu perfluoroz-
wiazku zamiast Srodowiska wodnego uzyskano w przypadku
drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz komorek roslinnych
Nicotiana tabacum (pol. tyton szlachetny). Wyznaczone
eksperymentalnie wspoétczynniki transportu masy dla na-
powietrzania z uzyciem perfluorodekaliny byty o okoto 50%
wigksze niz dla konwencjonalnej metody aeracji barbota-
zowej. Co wiecej, wzrost wspotczynnika transportu masy
moze by¢ uzyskany dzieki zwiekszeniu powierzchni miedzy-
fazowej i zmniejszeniu napiecia powierzchniowego, np.
przez dodatek surfaktantu i wytworzeniu emulsji. W przy-
padku komorek roslinnych N. tabacum, nasycenie perflu-
orodekaliny czystym tlenem powodowato spadek przyrostu
biomasy. Powodem byt wzrost stezenia reaktywnych form
tlenu w komoérkach w stopniu niemozliwym do zniwelowa-
nia przez wewnatrzkomorkowe enzymy (katalazy i perok-
sydazy). Uzycie powietrza zamiast tlenu nie powodowato
takich niekorzystnych efektow, ponadto wiekszemu przyro-
stowi biomasy towarzyszyta wydtuzona w czasie faza loga-
rytmicznego wzrostu dla hodowli [36]. Wysoka gestos¢ per-
fluorodekaliny powodowata jej lokalizacje w uktadzie ho-
dowlanym jako dolnej fazy. Dla hodowli prowadzonych w
bioreaktorze oznacza to mozliwosc¢ odebrania odgazowanej
ciektej perfluoropochodnej z dna naczynia, nasycenia jej
powietrzem i ponownego uzycia.

Poszukiwania optymalnej metody dostarczania gazow
oddechowych hodowanej wgtebnie biomasie roslinnej wy-
kazaty ograniczenia stosowalnosci do tego celu perfluoroz-
wiazkow. W przypadku hodowli korzeni wtosnikowych
Atropa belladonna (pol. pokrzyk wilcza jagoda) uzycie na-
syconej powietrzem emulsji perfluorowanej nie spowodo-
wato znaczacego zwiekszenia przyrostu biomasy. Analizo-
wana przyczyna nieefektywnosci byt brak wptywu tych cie-
czy na transport tlenu przez granice faz ciecz-ciato state.
Natomiast na granicy fazy gaz-ciecz perfluorozwiazki two-
rza cienka warstwe, modyfikujac wartos¢ napiecia po-
wierzchniowego oraz wielkos¢ powierzchni miedzyfazowej
i tym samym utatwiajac przenikanie gazow [37]. Doswiad-
czenia wykazaty, iz wzrost rozpuszczalnosci gazow w per-
fluorozwigzkach rosnie liniowo ze wzrostem cisnienia
czastkowego danego gazu, zgodnie z prawem Henry’ego,
co stoi w opozycji do sigmoidalnej zaleznosci obserwowa-
nej dla biologicznych przenosnikow gazéow oddechowych
takich jak hemoglobina [38]. Omawiana grupe perfluoro-
wanych zwiazkow cechuje rowniez zdolnos¢ dynamicznego
uwalniania gazow, co jest konsekwencja braku reaktywno-
Sci i oddziatywan z ich czasteczkami [39].

Unikalne wtasciwosci perfluoropochodnych stwarzaja
rowniez szanse na ich wykorzystanie w roli ekstrahenta w
procesie ekstrakcji in situ roslinnych metabolitow wtor-
nych. Jednym z powodow atrakcyjnosci takiego rozwiaza-
nia jest catkowita nietoksycznos¢ i obojetnosc biologiczna
tych substancji wzgledem komorek i tkanek [36]. Nie wy-
stepuje tu wiec rozpatrywany wczesniej negatywny wptyw
wprowadzonego rozpuszczalnika na przyrost biomasy lub
aktywnos¢ metaboliczng komorek, czesty w przypadku
uzycia organicznych rozpuszczalnikow. Ponadto, dzieki
stabilnosci termicznej jaka prezentuja perfluoropochodne,
mozliwa jest ich sterylizacja wraz z pozywka.

Przyktadem pomyslnej aplikacji perfluoropochodnej ja-
ko ekstrahenta w procesie ekstrakcji in situ moga by¢ wy-
niki badan z udziatem hodowli zawiesiny komorek A. eu-
chroma [5]. Dla préb przeprowadzonych z uzyciem perflu-
orodekaliny nasyconej powietrzem i odgazowanej zaobser-
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wowano wiekszy przyrost suchej biomasy w drugim i trze-
cim tygodniu hodowli, osiagajac jednak na koniec czwarte-
go tygodnia wartosci zblizone do proby kontrolnej. Wyraz-
ny wzrost byt za to obserwowany dla wydajnosci biosynte-
zowanych przez komorki naftochinonéw. Uzycie nasyconej
powietrzem perfluorowanej fazy dato 50% wzrost catkowi-
tej zawartosci tych metabolitow, podczas gdy dla odgazo-
wanej perfluorodekaliny wynosit on tylko 10%. Kolejna za-
obserwowana roznica wzgledem proby kontrolnej byta
wieksza sumaryczna zawarto$¢ naftochinonéw w fazie
wodnej i perfluorowanej niz wewnatrz komoérek A. eu-
chroma, co swiadczy o zwiekszonym wydzielaniu tych me-
tabolitow do medium hodowlanego. W przypadku nasycenia
perfluorowanej fazy etylenem, bedacym inhibitorem po-
dziatow mitotycznych, miat miejsce zdecydowanie nizszy
przyrost biomasy w hodowli i zwiazanej z tym obnizonej
zawartosci naftochinonow. Fakt ten jest sprzeczny z wyka-
zanym w hodowlach pedoéw L. erythrorihizon stymulujacym
biosynteze naftochinonéw dziataniem etylenu [40].

Na mozliwos¢ zastosowania perfluoropochodnej w eks-
trakcji in situ roslinnych metabolitow wtornych wskazuja
badania z udziatem korzeni wtosnikowych Taxus x media
var. Hicksii, zawierajacych gen kodujacy syntaze taksadie-
nowa, bioraca udziat w biosyntezie taksanow [32]. Wpro-
wadzenie do hodowli fazy perfluoropochodnej powodowato
spadek przyrostu biomasy w kulturach w poréwnaniu do
proby kontrolnej (brak perfluoropochodnej, pozywka bez
elicytora i prekursora), prezentujacej 1,9-krotny przyrost
biomasy. Niewielka roznice wzrostu zaobserwowano po
uzyciu odgazowanej perfluorodekaliny w 14 dniu hodowli
(1,85-krotny wzrost wydajnosci), podczas gdy dla hodowli
prowadzonych z nasycona powietrzem faza ekstrakcyjna
wprowadzona na poczatku lub po dwodch tygodniach ho-
dowli otrzymano najmniejsze przyrosty biomasy (odpo-
wiednio 1,1-krotny i 1,4-krotny wzrost). Ponadto w do-
Swiadczeniu istotny byt dodatek jednego z dwoch elicyto-
row: jasmonianu metylu lub koronatyny. Zauwazono, ze
pierwszy z wymienionych elicytorow stymulowat inhibicje
wzrostu biomasy zaréwno bez jak i w obecnosci napowie-
trzonej lub odgazowanej perfluorodekaliny. Zaobserwowa-
no rowniez ostabienie negatywnego wptywu elicytacji na
wzrost biomasy w przypadku uzycia perfluorowanej fazy
ekstrakcyjnej. Za przypuszczalny powod takiego stanu rze-
czy uznano brak bezposredniego kontaktu tkanek korzenia
z uzytym elicytorem oraz syntezowanymi fitoaleksynami o
toksycznych wtasciwosciach, spowodowany ich akumulacja
w ekstrahencie.

Wyraznie zauwazalng korzyscia ptynaca z uzycia per-
fluorodekaliny w omawianych badaniach byt wzrost wydaj-
nosci produkcji taksandw. Maksymalne zawartosci paklitak-
selu zanotowano dla prob z dodatkiem elicytora - jasmo-
nianu metylu i odgazowanej perfluorodekaliny wprowadzo-
nej przy inokulacji lub 14 dnia hodowli. Uzyskane wartosci
byty 3,5-krotnie wyzsze od wydajnosci uzyskiwanych bez
udziatu perfluorowanej fazy. Wykazano rowniez, iz obec-
nos¢ koronatyny w wiekszym stopniu intensyfikowata aku-
mulacje bakkatyny lll. Obserwowany byt takze 64-krotny
wzrost wydajnosci wzgledem elicytacji jasmonianem mety-
lu. Efektem uzycia koronatyny byta ponadto zwigkszona
produkcyjnos¢ paklitakselu przy jednoczesnym wzroscie
stopnia jego wydzielania do medium hodowlanego. Wszyst-
kie proby z uzyciem nasyconej powietrzem perfluorodeka-
liny prezentowaty nizsze produkcyjnosci taksanéw niz przy
aplikacji odgazowanej fazy. Co wazne, we wszystkich pro-
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bach przeprowadzonych bez uzycia elicytora nie stwier-
dzono obecnosci taksanow.

Przedstawione wyzej przyktady wykorzystania perflu-

orozwigzkow w hodowlach komoérek i tkanek roslinnych
uzasadniaja przydatnosc¢ tej metody. Wyrdzni¢ mozna dwie
gtowne korzysci ptynace z uzycia perfluorowanych cieczy w
hodowalch in vitro. Po pierwsze, napowietrzone perflu-
orozwiazki pozwalaja na wydajniejsze dostarczanie i od-
prowadzanie gazéw oddechowych w hodowlach. Po drugie,
umozliwiaja izolacje in situ metabolitow wtornych, skutku-
jaca zwiekszeniem ich produkcyjnosci.
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