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STRESZCZENIE 

Produkcja farmaceutycznie wartościowych metabolitów wtórnych z wykorzystaniem biomasy roślinnej hodo-

wanej in vitro pozwala na ścisłą kontrolę warunków układu hodowlanego. Ta metoda może stanowić ekono-

micznie uzasadnioną alternatywę wobec metod konwencjonalnych pod warunkiem odpowiednio wysokiej wy-

dajności otrzymywanych związków. Obecnie wiele uwagi poświęca się badaniom nad optymalizacją warunków 

hodowli in vitro, dążąc do intensyfikacji procesów biosyntezy i wzrostu biomasy pożądanych roślinnych meta-

bolitów wtórnych. 

SŁOWA KLUCZOWE: biotechnologia roślin, roślinne metabolity wtórne, hodowle in vitro. 

 

ABSTRACT 

PLANT SECONDARY METABOLITES AS AN ESSENTIAL BIOPRODUCT OF PLANT BIOTECHNOLOGY 

Tight control of culture conditions is possible if pharmaceutically valuable secondary metabolites are derived 

from plant biomass cultured in vitro. This approach can be economically attractive compared to conventional 

methods, provided the yields of the desired compounds are sufficiently high. Currently, considerable atten-

tion is focused on the optimization of in vitro culture conditions, with the aim of promoting the growth of bi-

omass and facilitating the biosynthesis of the desired plant secondary metabolites. 

KEYWORDS: plant biotechnology, plant secondary metabolites, in vitro cultures. 

 

1. Wstęp 

Aktywność biologiczna roślinnych metabolitów wtór-

nych determinuje funkcjonalność tych substancji jako war-

tościowych bioproduktów dla przemysłu farmaceutycznego, 

kosmetycznego i spożywczego. Rosnące zapotrzebowanie 

rynku oraz ograniczenia konwencjonalnych metod pozyski-

wania bioproduktów pochodzenia roślinnego motywują do 

poszukiwania alternatywnych, wydajniejszych sposobów 

produkcji użytecznych związków biologicznie czynnych z 

biomasy roślinnej. Szansę taką stanowią aplikacje hodowli 

komórek i tkanek roślinnych prowadzonych w warunkach in 

vitro. Zamiana środowiska naturalnego na podlegające ści-

słej kontroli syntetyczne warunki określające specyfikę ho-

dowli in vitro pozwala na uzyskiwanie większych wydajno-

ści biosyntezy metabolitów w biomasie otrzymywanej z 

izolowanych eksplantatów roślinnych. Możliwość wyboru 

metody optymalizacji hodowli in vitro pozwala na dobranie 

ścieżki postępowania odpowiedniej dla danego gatunku 

rośliny oraz pożądanego metabolitu [1]. 

 

2. Produkcja roślinnych metabolitów wtórnych w hodow-

lach in vitro biomasy roślinnej 

Obecność w biomasie roślinnej związków odżywczych 

bądź biologicznie aktywnych decyduje o wykorzystaniu ro-

ślin w badaniach naukowych oraz w licznych gałęziach 

przemysłu. Postęp naukowy w zakresie biotechnologii roślin 

determinuje wdrażanie nowych, wydajnych metod hodowli 

roślin, ich organów, tkanek i komórek oraz izolacji z bio-

masy roślinnej cennych związków chemicznych. 

Poznanie biochemicznych podstaw funkcjonowania ro-

ślin pozwoliło wyróżnić dwa poziomy metabolizmu tej gru-

py organizmów. Metabolizm podstawowy definiuje się jako 

ogół wewnątrzkomórkowych procesów biochemicznych, 

koniecznych do zachowania przez daną komórkę elemen-

tarnych funkcji życiowych. Produkty tych procesów mogą 

zostać wykorzystane przez komórkę do metabolizmu wtór-

nego, stanowiąc substraty do biosyntezy roślinnych meta-

bolitów wtórnych. Należące do tej grupy związki chemicz-

ne cechuje złożona struktura chemiczna i aktywność biolo-

giczna wykorzystywana przez roślinę w przystosowaniu się 

do bytowania w danych warunkach środowiskowych [2]. 

Szacuje się, że spośród dotychczas poznanych związków 

chemicznych pochodzenia naturalnego aż 80% jest biosyn-

tezowane przez rośliny [3]. Poznanie funkcjonalnych wła-

ściwości biologicznych i chemicznych wielu metabolitów 

wtórnych pozwoliło na zastosowanie ich jako wartościo-

wych bioproduktów m. in. w przemyśle spożywczym i far-

maceutycznym. 

Otrzymywanie metabolitów wtórnych z roślin pocho-

dzących ze środowiska naturalnego i tradycyjnych upraw 

ma istotne ograniczenia. Na biosyntezę metabolitów wtór-

nych ma wpływ zdolność przystosowania się do zmiennych 

warunków temperaturowych i fotoperiodu, a także działa-
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nie abiotycznych i biotycznych czynników stresogennych 

[4]. W konsekwencji  wydajność bioproduktów zależy od 

sezonowości upraw oraz warunków klimatycznych bezpo-

średnio związanych z ich występowaniem geograficznym 

[5]. 

Alternatywnym sposobem otrzymywania roślinnych me-

tabolitów wtórnych jest wykorzystanie metod hodowli in 

vitro w celu namnożenia biomasy roślinnej. Hodowle in 

vitro komórek i tkanek roślinnych charakteryzuje możli-

wość ścisłej kontroli warunków panujących wewnątrz ukła-

du hodowlanego, np. w bioreaktorze.  

Poza zapewnieniem optymalnych warunków, tj. tempe-

ratury oraz intensywności i periodyczności naświetlenia dla 

danego typu biomasy, konieczne jest ustalenie właściwego 

składu medium hodowlanego oraz utrzymanie warunków 

jałowości w czasie trwania hodowli. Odizolowanie i unieza-

leżnienie układu hodowlanego od zmiennych warunków 

środowiska naturalnego prowadzi do poprawy wydajności i 

powtarzalności wyników kolejnych poziomów hodowlanych 

[6]. 

Podstawowym kryterium klasyfikacji metod roślinnych 

hodowli in vitro jest rodzaj hodowanej biomasy. W zależ-

ności od celu hodowli, typu układu hodowlanego, gatunku 

rośliny oraz postaci biomasy (kalus, izolowane komórki, 

organy, całe osobniki), dobierane są odpowiednie parame-

try środowiska hodowli i protokoły postępowania [7]. 

 

2.1. Hodowle wgłębne komórek tkanki kalusowej 

Jednym z głównych typów biomasy roślinnej hodowanej 

w warunkach in vitro jest tkanka kalusowa (tzw. kalus; 

ang. callus). Jest ona zbudowana z komórek parenchyma-

tycznych oraz merystematycznych i cechuje się niewielkim 

stopniem lub brakiem zróżnicowania. Powstawanie kalusa 

in vivo indukowane jest przez zranienie rośliny i ma na ce-

lu zabliźnienie rany. W warunkach in vitro tkankę kalusową 

otrzymuje się na drodze dedyferencjacji (czyli odróżnico-

wania) zróżnicowanej tkanki roślinnej w wyniku działania 

na pobrany do doświadczenia fragment rośliny (eksplantat 

pierwotny) odpowiednią mieszaniną roślinnych regulatorów 

wzrostu. Poza ich dodatkiem do medium hodowlanego, dla 

poprawy efektywności procesu dedyferencjacji istotna 

okazuje się również podwyższona temperatura, zapewnie-

nie właściwego fotoperiodu oraz młody wiek pobranego z 

rośliny macierzystej eksplantatu pierwotnego [8]. 

Otrzymany kalus bądź inny fragment eksplantatu można 

wykorzystać do uzyskania zawiesiny komórek roślinnych. W 

tym celu konieczne jest rozdzielenie komórek kalusa lub 

ich agregatów i następnie rozproszenie ich w ciekłym me-

dium hodowlanym, na przykład przy użyciu mieszania ukła-

du hodowlanego z wykorzystaniem wstrząsarki laboratoryj-

nej [9]. W efekcie otrzymujemy hodowle wgłębne zawiesi-

ny ustabilizowanych metabolicznie komórek roślinnych. 

Niezróżnicowana funkcjonalnie postać tkanki kalusowej jak 

i wyprowadzonych z nich zawiesin komórek kalusa ma dwie 

zasadnicze konsekwencje: (i) komórki kalusa cechują się 

brakiem stabilności genetycznej przejawiającej się w po-

staci aberracji chromosomowych (poliploidia), które nasila-

ją się wraz z wiekiem hodowli [9], a w ich efekcie obser-

wowane mogą być losowe wahania wydajności biosyntezy 

metabolitów; (ii) w przypadku wielu gatunków roślin ob-

serwujemy spadek wydajności biosyntezy metabolitów w 

zawiesinie komórkowej, w porównaniu z hodowlą całych 

roślin - zjawisko to jest związane z różnicą w ekspresji ge-

nów odpowiedzialnych za szlaki biosyntezy [10]. Jednakże 

wykazano, że przynajmniej dla części roślinnych metaboli-

tów wtórnych o interesujących właściwościach, dzięki uży-

ciu zawiesiny komórek możliwe jest uzyskanie wielokrotnie 

większej wydajności biosyntezy od obserwowanej w rośli-

nie badanego gatunku hodowanej in vivo [9]. Jest to efekt 

selekcji genetycznej mutantów komórek przy odpowiednio 

dobranych parametrach hodowli.  

Przykłady gatunków roślin, dla których zastosowanie 

hodowli wgłębnych zawiesin komórek tkanki kalusowej 

charakteryzowało się zwiększoną wydajnością biosyntezy 

metabolitów wtórnych, przedstawione zostały w tabeli 1. 

Z punktu widzenia potencjalnej komercjalizacji hodow-

li in vitro, stosowanej w produkcji roślinnych metabolitów 

wtórnych, hodowle zawiesin komórek roślinnych wykazują 

szereg zalet w porównaniu do hodowli kalusa prowadzo-

nych na podłożach stałych. Jedną z nich jest sama postać 

zawiesiny komórek i względnie prosta do uzyskania homo-

geniczność zawiesiny, co sprawia, że operacje wymiany lub 

sterylizacji pożywki, dobrania naczynia hodowlanego czy 

jego czyszczenia są mniej kłopotliwe technologicznie niż to 

ma miejsce w przypadku hodowli wykorzystujących media 

zestalone. Postać zawiesiny wiąże się z łatwiejszym dostę-

pem składników medium hodowlanego do komórek, które w 

hodowlach zawiesin rosną i dzielą się znacznie intensyw-

niej niż w agregatach tkanki kalusowej [20]. 

 

Tabela 1. Przykłady hodowli wgłębnych zawiesin komórek tkanki kalusowej, charakteryzujących się zwiększoną wydajnością bio-

syntezy metabolitów wtórnych [9]. 

Metabolit Gatunek rośliny Wydajność (% suchej masy) Bibliografia 

kwas rozmarynowy Salvia officinalis 36,0 [11] 

szikonina Lithospermum erythrorhizon 12,4 [12] 

antrachinony Morinda citrifolia 18,0 [13] 

berberyna Tropaeolum minus 10,6 [14] 

jatroryzyna Berberis wilsonae 10,0 [15] 

antocyjaniny Perilla frutescens 8,9 [16] 

diosgenina Dioscorea deltoidea 3,8 [17] 

sanguinaryna Papaver somniferum 2,5 [18] 

serpentyna Catharanthus roseus 2,2 [19] 

ajmalicyna Catharanthus roseus 1,0 [9] 
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Biosynteza roślinnych metabolitów wtórnych jest ściśle 

uzależniona od metabolizmu pierwotnego, a to przekłada 

się na niższą wydajność roślinnych metabolitów wtórnych 

w czasie wzrostu i podziałów komórek. Zjawisko to jest 

konsekwencją dominującego wykorzystania substratów na 

potrzeby metabolizmu pierwotnego związanego ze wzro-

stem i oddychaniem komórkowym. Nie dotyczy ono jednak 

tych metabolitów wtórnych, których produkcja powiązana 

jest ze wzrostem niezróżnicowanych komórek, co ma miej-

sce na przykład w przypadku barwników z grupy betalain i 

karotenoidów [7]. 

Wzrost komórek roślinnych w okresowej hodowli zawie-

siny komórek można opisać przy pomocy krzywej o sigmo-

idalnym kształcie. Wyróżnia się pięć faz wzrostu [21] (ryc. 

1). Biosynteza roślinnych metabolitów wtórnych najwydaj-

niej zachodzi w fazie spoczynkowej wzrostu, co wynika z 

ukierunkowanej funkcjonalności produktów metabolizmu 

wtórnego komórek roślinnych, czyli przystosowania namno-

żonej biomasy do środowiska wzrostu [22]. 

 

 

Ryc. 1. Krzywa wzrostu komórek roślinnych w hodowli zawiesi-

nowej [21]. 

 

2.2. Hodowle korzeni włośnikowatych 

Wysoka wydajność roślinnych metabolitów wtórnych 

może być uzyskana w hodowlach organów roślinnych. Naj-

częściej wykorzystuje się zróżnicowaną i zintegrowaną 

biomasę w postaci hodowli korzeni włośnikowych (synoni-

my: korzenie transforowane, korzenie włośnikowate). Or-

gany te uzyskuje się na drodze transformacji eksplantatu 

roślinnego Gram–ujemną bakterią z gatunku Agrobacterium 

rhizogenes. Jest ona nosicielką plazmidu Ri (ang. root-

inducing), zawierającego fragment T-DNA włączany do ge-

nomu zainfekowanej roślinnej komórki, którego ekspresja 

prowadzi do syntezy auksyn oraz opin [23]. Powodzenie 

transformacji i indukcji wzrostu korzeni włośnikowatych 

zależy od gatunku rośliny, wieku oraz rodzaju tkanki ro-

ślinnej wybranej jako eksplantat. Równie istotnymi para-

metrami są wirulencja użytego szczepu A. rhizogenes, a 

także gęstość zawiesiny bakteryjnej [4]. 

Fizjologicznymi efektami ekspresji nabytych genów są 

nowe cechy fenotypowe eksplantatu charakterystyczne dla 

korzeni włośnikowych, korzystne z punktu widzenia hodow-

li w warunkach in vitro, a pośród nich szybki wzrost w me-

dium pozbawionym dodatku roślinnych regulatorów wzro-

stu, brak geotropizmu oraz intensywne generowanie wło-

śników w strukturze korzeni [9].  

Kwestią o dużym znaczeniu praktycznym dla powięk-

szania skali hodowli in vitro korzeni włośnikowych jest ich 

długoterminowa stabilność genetyczna w porównaniu z ho-

dowlą zawiesin komórek niezróżnicowanych [24]. Przykła-

dem mogą być dane dotyczące stabilności wzrostu i biosyn-

tezy alkaloidu hioscyjaminy w hodowli korzeni włośniko-

wych Datura stramonium (pol. bieluń dziędzierzawa), któ-

ra utrzymywała się na stałym poziomie przez 5 lat [25]. 

Niestety, w przypadku innych gatunków nie udało się dłu-

gookresowo utrzymać tempa wzrostu korzeni włośniko-

wych, np. dla Duboisia myoporides, czego powodem mogły 

być zaburzenia ekspresji genów T-DNA w transformowa-

nych korzeniach [26].  

Niemniej ważny jest profil metabolitów wtórnych bio-

syntezowanych przez hodowane in vitro korzenie włośni-

kowe, porównywalny z korzeniami anatomicznymi pozyski-

wanymi bądź na drodze ich hodowli w warunkach in vitro, 

bądź z roślin rosnących w gruncie [7]. W przypadku wielu 

roślinnych metabolitów wtórnych zdolność do ich biosynte-

zy jest specyficzną cechą danego organu, co związane jest 

z dyferencjacją komórek i ekspresją genów odpowiednich 

procesów metabolicznych. Doświadczalne potwierdzenie 

takiej zależności zaobserwowano dla biosyntezy szikoniny 

w korzeniach transformowanych Lithospermum erythrorhi-

zon (pol. nawrot lekarski), alkaloidów pirydynowych przez 

Nicotiana tabacum (pol. tytoń szlachetny), bądź wspo-

mnianych już alkaloidów tropanowych przez rośliny należą-

ce do rodziny Solanaceae (pol. psiankowate) [24]. Ciekawy 

przypadek stanowi produkcja ginsenozydów, które w natu-

rze biosyntezowane są w liściach Panax ginseng (pol. żeń-

szeń właściwy), zaś korzenie stanowią jedynie miejsce ich 

akumulacji. Jak się okazało, korzenie włośnikowe P. gin-

seng w kulturach in vitro również są zdolne do wydajnego 

wytwarzania tej grupy związków [27]. Zjawisko takie zaob-

serwowano tylko dla niewielkiej liczby gatunków i metabo-

litów.  

Wynikiem prac badawczych nad hodowlą korzeni wło-

śnikowych, ukierunkowanych na produkcję użytecznych 

roślinnych metabolitów wtórnych, było zwiększenie wydaj-

ności biosyntezy wybranych związków [4]. Potwierdzona 

została również zdolność korzeni do wzrostu oraz jedno-

czesnej biosyntezy metabolitów wtórnych. Cechy takiej nie 

wykazują hodowle zawiesin komórek roślinnych [7,13]. 

Kinetyka wzrostu organów roślinnych jest w kulturach 

in vitro bardziej złożona w porównaniu z hodowlą wgłębną 

zawiesiny komórek tkanki kalusowej. Wynika to z zasadni-

czych różnic w mechanizmie wzrostu zintegrowanych funk-

cjonalnie i przestrzennie eksplantatów (np. organów). W 

pędach i korzeniach, również transformowanych, podziały 

komórkowe zachodzą jedynie w merystemach zlokalizowa-

nych w ich wierzchołkach. W odniesieniu do wyników ba-

dań prowadzonych z udziałem korzeni włośnikowatych 

można stwierdzić, iż obserwowaną dla nich kinetykę wzro-

stu opisuje krzywa logistyczna [22]. Przyczyną takiego sta-

nu rzeczy może być wpływ endogennych auksyn stymulują-

cych powstawanie merystemów apikalnych w coraz licz-

niejszych rozgałęzieniach. Ponadto, uzyskana na skutek 

transformacji indukcja metabolizmu wtórnego w korze-

niach włośnikowych może być źródłem ich często wykazy-

wanej zdolności do zwiększonej biosyntezy metabolitów 

wtórnych, towarzyszącej jednoczesnemu dynamicznemu 

wzrostowi [24]. Podwojenie biomasy w hodowlach organów 

może być osiągalne już po jednym dniu [25]. 

 

2.3. Hodowle innych organów roślin 

Pędy są organami roślinnymi, których wykorzystanie 

jest możliwe do wydajnej produkcji metabolitów wtórnych 
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w warunkach hodowli in vitro. Charakterystyka hodowli in 

vitro pędów wykazuje szereg podobieństw do hodowli ko-

rzeni. Dotyczy to m.in. długotrwałej stabilności genetycz-

nej zintegrowanego materiału biologicznego, porównywal-

nych z naturalnie rosnącymi roślinami profilu i wydajności 

produkowanych metabolitów wtórnych, a także zdolności 

do równoczesnej wydajnej biosyntezy oraz wzrostu bioma-

sy [7]. W przypadku kultur in vitro pędów możliwa jest 

również ich transformacja. Wykorzystywanym do tego ga-

tunkiem bakterii jest Agrobacterium tumefaciens. Ta bak-

teria posiada plazmid Ti (ang. tumor-inducing), którego 

fragment T-DNA ulega integracji z genomem zainfekowanej 

komórki eksplantatu analogicznie do transformacji przy 

użyciu A. rhizogenes [28]. 

Hodowle in vitro pędów charakteryzują się wolniejszym 

przyrostem biomasy w porównaniu do opisanej wcześniej 

hodowli tkanki korzeniowej oraz bezwzględnie wymagają 

dostępności światła z zakresu widma światła słonecznego. 

Zaletą hodowli in vitro pędów jest zdolność do wydajnej 

syntezy specyficznych tylko dla tych organów metabolitów 

wtórnych, których produkcja w hodowlach in vitro korzeni 

jest mało wydajna lub niemożliwa [7]. 

 

3. Zwiększenie wydajności biosyntezy roślinnych meta-

bolitów wtórnych 

Strategie zwiększania wydajności bioproduktów pocho-

dzenia roślinnego obejmują modyfikacje składu medium 

hodowlanego oraz zastosowanie różnych metod wydziela-

nia bioproduktów (ang. downstream processes) z układów 

hodowlanych. Hodowle należy poprzedzić selekcją linii 

komórkowych lub linii organów (w zależności od profilu 

układu hodowlanego) w kierunku pozyskania biomasy cha-

rakteryzującej się ponadprzeciętną produkcyjnością dane-

go metabolitu [5]. Wyniki prac badawczych pozwalają na 

wstępne określenie znaczenia poszczególnych składników 

medium hodowlanego dla wydajności biosyntezy roślinnych 

metabolitów wtórnych oraz potencjalnie umożliwiają 

optymalizację składu medium hodowlanego. Najczęściej 

stosowanymi podłożami hodowlanymi są podłoża MS (Mu-

rashige‘a i Skooga), LS (Linsmaier  i Skooga, 1965), B5 

(Gamborga i in.) [5]. Stanowią one standardy o ściśle okre-

ślonej zawartości makro- i mikroelementów oraz substancji 

organicznych. W warunkach realizacji danego bioprocesu 

standardowe media hodowlane poddaje się wielu modyfi-

kacjom w odniesieniu do stężeń składników lub suplemen-

tacji nowymi składnikami chemicznymi. 

Obserwowany w warunkach hodowli in vitro heterotro-

ficzny metabolizm komórek roślinnych sprawia, że ko-

nieczne jest dostarczenie do układu hodowlanego źródła 

węgla organicznego w postaci węglowodanów, najczęściej 

mono- lub disacharydów. Do tego celu najczęściej stoso-

wane są sacharoza, glukoza, fruktoza oraz rzadziej sorbitol 

[9]. Doświadczenia wykazały, iż zwiększenie stężenia cu-

krów w pożywce hodowlanej wywołuje w komórkach ro-

ślinnych  stres osmotyczny, prowadzący do podniesienia 

poziomu akumulacji metabolitów. Przykładem są wyniki 

uzyskane w hodowli wgłębnej zawiesiny komórek Coleus 

blumei (pol. koleus Blumego, pokrzywka brazylijska), wy-

twarzającej kwas rozmarynowy. W niezróżnicowanej bio-

masie tego gatunku trzykrotny wzrost stężenia cukru spo-

wodował zwiększenie wydajności wytwarzania kwasu roz-

marynowego z 0,8 g/dm3 do 3,3 g/dm3 [3]. W przypadku 

hodowli korzeni włośnikowych Bupleurum falcatum (pol. 

przewiercień sierpowaty) maksymalną zawartość saikosa-

poniny uzyskano przy stężeniu sacharozy wynoszącym 8%. 

Wysokiej wydajności metabolitu towarzyszył jednak bardzo 

ograniczony wzrost korzeni, ich postępująca nekroza oraz 

inhibicja procesu formowania nowych korzeni bocznych, 

będące konsekwencją zbyt silnego stresu osmotycznego 

[29]. Negatywne efekty stresu osmotycznego mogą być 

zminimalizowane przy zastosowaniu dwuetapowej hodowli 

z początkowym niskim, i końcowym wysokim stężeniem 

sacharozy.  

Odmienną tendencję zaobserwowano w badaniach nad 

biosyntezą antocyjanin w kulturach zawiesinowych Aralia 

cordata (pol. aralia sercowata), w których wzrost stężenia 

sacharozy już powyżej 3% powodował wyraźny spadek wy-

dajności bioproduktu [30]. Najczęściej stosowanymi stęże-

niami sacharozy w mediach hodowlanych przeznaczonych 

do kultur komórek roślinnych są stężenia z zakresu od 1 do 

5% [2]. 

Na akumulację metabolitów wtórnych wpływa również 

stosunek form i całkowita ilość azotu w medium hodowla-

nym. Medium hodowlane zawiera ten pierwiastek w postaci 

jonów azotanowych (NO3
-) i amonowych (NH4

+), a dobranie 

odpowiednich stężeń ich soli pozwala w wielu przypadkach 

na zwiększenie wydajności metabolitów wtórnych, głównie 

tych, które zawierają azot w cząsteczkach. Wyniki badań 

pokazują także, że akumulacji betacyjanin i szikoniny 

sprzyja obniżenie stężenia jonów amonowych i zwiększenie 

stężenia formy azotanowej, zaś wzrost stosunku jonów 

amonowych do azotanowych podwyższał wydajność berbe-

ryny i ubichinonu [3]. W przypadku obniżenia całkowitej 

zawartości obu form azotowych wzrasta produkcyjność so-

lanidyny w korzeniach włośnikowych Solanum khasianum 

[31] i kapsaicyny w hodowli Capsicum frutescens (pol. pa-

pryka roczna) [32]. Podobną zależność zaobserwowano też 

dla polifenoli, kumaryn, antocyjanin oraz antrachinonów. 

Co ciekawe, całkowita eliminacja formy azotanowej w ho-

dowlach zawiesinowych Chrysanthemum cinerariaefolium 

spowodowała dwukrotny wzrost akumulacji pyretryny [33].  

Kolejnym pierwiastkiem, niezbędnym dla wzrostu bio-

masy roślinnej hodowanej w warunkach in vitro, jest fos-

for. Do hodowli dostarcza się go w formie jonów fosfora-

nowych, których stężenie w medium hodowlanym ma istot-

ne znaczenie dla wzrostu eksplantatów i produkcji roślin-

nych metabolitów wtórnych. Okazuje się, że wysokie stę-

żenia fosforanów sprzyjają przyrostowi biomasy, jednak w 

przypadku wielu metabolitów ograniczają ich akumulację. 

Wyniki badań dotyczące hodowli wgłębnej zawiesiny komó-

rek Catharanthus roseus (pol. barwinek różowy) wykazują, 

że przeniesienie biomasy do medium pozbawionego jonów 

fosforanowych powoduje wzrost akumulacji alkaloidów in-

dolowych i związków fenolowych. Ten efekt wiąże się ze 

wzrostem aktywności enzymów uczestniczących w biosyn-

tezie wymienionych metabolitów [34]. Odwrotną zależność 

zaobserwowano w przypadku hodowli biomasy Digitalis 

purpurea (pol. naparstnica purpurowa), która charaktery-

zowała się  zwiększoną akumulacją digitoksyny przy wyż-

szych stężeniach jonów fosforanowych w medium hodowla-

nym [35]. Stymulujący wpływ wysokich stężeń fosforanów 

na przyrost biomasy może sugerować, że zwiększona aku-

mulacja będzie dotyczyć metabolitów wtórnych, których 

poziom biosyntezy koreluje z intensywnością wzrostu w 

warunkach hodowli in vitro [10]. 

Istotny wpływ na wzrost komórek i organów oraz bio-

syntezę roślinnych metabolitów wtórnych w warunkach ho-

dowli in vitro ma stężenie roślinnych regulatorów wzrostu 
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w pożywce. Ich egzogenny dodatek jest konieczny dla roz-

woju biomasy komórek rosnących w postaci zawiesiny czy 

pędów, zaś hodowle transformowanych korzeni włośniko-

watych mogą rosnąć w pożywkach go pozbawionych [24]. 

Spośród różnych auksyn najczęściej w hodowlach in vitro 

stosowane są kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D), 

kwas naftylo-1-octowy (NAA) lub kwas indolilo-3-octowy 

(IAA) [8]. Dla powyższych auksyn, poza pierwszą z wymie-

nionych, eksperymentalnie udowodniono stymulujące dzia-

łanie na akumulację antocyjanin w hodowlach zawiesin 

komórek Daucus carota (pol. marchew zwyczajna), nikoty-

ny w hodowlach N. tabacum, szikoniny w hodowlach L. 

erythrorhizon oraz wielu innych metabolitów [3]. W ho-

dowli korzeni włośnikowych P. ginseng, których celem było 

otrzymanie glikozydów saponinowych, wydajniejsze okaza-

ło się użycie kwasu indolilo-3-masłowego (IBA) niż NAA 

[36]. Zaobserwowano także korzystny efekt dodatku 2,4-D 

do medium, zwiększający wydajność karotenoidów w ho-

dowli zawiesiny komórek D. carota [5], a także antocyjanin 

w hodowli Oxalis linearis [37].  

Cytokininy także przejawiają zróżnicowany wpływ na 

metabolizm wtórny komórek roślinnych. W przypadku kine-

tyny zaobserwowano stymulację produkcji antocyjanin w 

hodowlach Haplopappus gracilis, ale hamowanie ich aku-

mulacji w kulturach zawiesinowych uzyskanych z tkanki 

kalusowej indukowanej z pąków hybrydy Populus maximo-

wiczii x Populus nigra (pol. topola Maksymowicza x topola 

czarna) [38]. W przypadku  hodowli korzeni włośnikowych 

Artemisia annua (pol. bylica roczna), użyta 2-

izopentyloadenina (2iP) spowodowała inhibicję wzrostu 

biomasy z jednoczesną intensyfikacją produkcji artemizyny 

[39]. Podobną zależność zaobserwowano w przypadku bio-

syntezy saponin w kulturach P. ginseng po zastosowaniu 6-

benzyloadeninopuryny (6-BAP). Wykazywany w doświad-

czeniach zróżnicowany wpływ giberelin na kultury roślinne 

obejmował intensyfikację biosyntezy kumaryn w hodowli 

korzeni włośnikowych Cichorium intybus (pol. cykoria po-

dróżnik) [40] oraz obniżenie wydajności produkcji hioscy-

jaminy dla takiego samego typu kultury Hyoscyamus muti-

cus (pol. lulek złoty) [41], co zostało także zaobserwowane 

dla kwasu abscysynowego [5]. Również etylen może zwięk-

szać akumulację metabolitu, jak ma to miejsce w przypad-

ku artemizyny w hodowlach sadzonek A. annua (pol. bylica 

roczna) [39]. 

Istotne jest zapewnienie właściwego napowietrzania i 

monitorowania składu fazy gazowej w układzie hodowla-

nym. Ciągłe dostarczanie i odbiór fazy gazowej do i z ukła-

du hodowlanego ma za zadanie zapewnienie eksplantatom 

tlenowe warunki hodowli, desorpcję lotnych produktów 

metabolizmu komórek i pośrednio także odbiór wytwarza-

nego ciepła. Ilość dostarczanego tlenu i dwutlenku węgla w 

mieszance gazowej przetłaczanej przez objętość naczynia 

hodowlanego należy dobierać według gatunku. Właściwy 

udział gazów w mieszance jest czynnikiem stymulującym 

wzrost eksplantatów a także biosyntezę i akumulację w 

komórkach roślinnych metabolitów wtórnych. Okazuje się, 

że w wielu przypadkach zbyt wysokie stężenia tlenu prze-

jawiały toksyczne działanie na komórki, co związane jest 

ze stresem oksydacyjnym oddziałującym negatywnie na 

komórki [5]. 

Hodowlę komórek i organów roślinnych najczęściej 

prowadzi się w zakresie temperatur 17-25ºC [3]. Wyniki 

badań dotyczących wpływu temperatury na metabolizm 

roślin pokazały, że w zależności od metabolitu i gatunku 

rośliny dla różnych temperatur uzyskuje się bądź indukcję 

bądź zahamowanie tempa wzrostu lub zwiększenia akumu-

lacji bioproduktów w komórkach. Przykładowo, dla hodowli 

korzeni włośnikowych P. ginseng najwyższy przyrost bioma-

sy zaobserwowano dla cyklicznych zmian warunków inku-

bacji w temperaturach 20ºC (przez 16 godzin) i 13ºC (przez 

8 godzin) podczas gdy największą akumulację saponin za-

obserwowano przy stałej temperaturze inkubacji wynoszą-

cej 25ºC [27]. 

Dla optymalnego wzrostu eksplantatów konieczne jest 

uwzględnienie zapotrzebowania na światło. Należy dobrać 

odpowiednią jego intensywność, fotoperiod (czyli stosunek 

dnia do nocy, tzn. fazy jasnej do fazy ciemnej inkubacji) i 

zakres długości stosowanych fal z zakresu widma światła 

widzialnego, gdyż każdy z tych czynników może wywoływać 

specyficzną dla poszczególnych gatunków odpowiedź na 

przyrost biomasy i akumulację metabolitów. W badaniach z 

udziałem korzeni włośnikowych P. ginseng wykazano, że 

ciemność lub czerwone światło stymulowały wzrost eks-

plantatów, zaś dla intensyfikacji akumulacji saponin najko-

rzystniejsze okazało się światło fluorescencyjne o znacznie 

zwiększonym udziale fal z zakresu promieniowania UV w 

porównaniu ze światłem dziennym [27]. W przypadku ho-

dowli wgłębnych komórek Melastoma malabathricum 

umiarkowana intensywność oświetlenia zapewniała najlep-

sze przyrosty biomasy i wydajności produkcji barwników 

antocyjaninowych [42]. 

W przypadku korzeni włośnikowych stwierdzono indu-

kowane światłem zmiany w metabolizmie. Obserwowano, 

że hodowle tych organów prowadzone w warunkach do-

stępności światła wykazywały zdolność biosyntezy metabo-

litów wtórnych specyficznych wyłącznie dla organów nad-

ziemnych części roślin [24]. Analiza biochemiczna korzeni 

wskazała również na obecność w ich komórkach chloropla-

stów, co mogło być przyczyną produkcji nowych związków, 

jako że te plastydy zawierają enzymy wielu szlaków bio-

syntezy, oraz chlorofilu powodującego zielenienie omawia-

nej tkanki [7]. Przykładem może być hodowla korzeni wło-

śnikowych Digitalis lanata (pol. naparstnica wełnista) pro-

dukująca kardenolidy tylko w obecności światła [43].  

Podczas hodowli in vitro biomasy roślinnej zachodzą 

zmiany odczynu pH medium hodowlanego. Zjawisko to jest 

powodowane przez asymilację amoniaku, co wywołuje 

spadek pH, i azotanów, powodujący wzrost pH, a dodatko-

wo także przez akumulację bioproduktów. Zmiana stężenia 

jonów wodorowych w pożywce wpływa także na przepusz-

czalność błony komórkowej, co może powodować ze-

wnątrzkomórkowe uwalnianie metabolitów [5]. Najczęściej 

stosowane wartości odczynu pH medium hodowlanego 

mieszczą się w zakresie od 5 do 6 [3]. 

Mieszanie o odpowiedniej intensywności ma na celu 

uzyskanie homogenicznych warunków hodowlanych, w od-

niesieniu zarówno do elementów biomasy cyrkulujących 

wewnątrz naczynia hodowlanego, jak i składników medium 

hodowlanego, w tym również pęcherzy fazy gazowej, oraz 

toksycznych dla komórek produktów metabolizmu, wydzie-

lanych zewnątrzkomórkowo. Następuje polepszenie do-

stępności składników pożywki i fazy gazowej, zaś dodatko-

wym efektem jest rozbijanie agregatów komórkowych na 

mniejsze struktury. Ograniczeniem jest wrażliwość komó-

rek na powstające w efekcie mieszania i napowietrzania 

naprężenia ścinające, mające negatywny wpływ na żywot-

ność hodowanych wgłębnie eksplantatów [10]. 
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Metabolity wtórne stanowią produkty końcowe wielo-

etapowych, skomplikowanych szlaków metabolicznych, 

których przebieg warunkowany jest aktywnością odpo-

wiednich enzymów oraz obecnością substratów dla kolej-

nych etapów biosyntezy (prekursorów). Dodatek prekurso-

rów do pożywki powoduje często zwiększenie wydajności 

biosyntezy konkretnych roślinnych metabolitów wtórnych w 

oparciu o efekt sprzężenia zwrotnego lub skrócenia szlaku 

metabolicznego [3]. Przykłady prekursorów roślinnych me-

tabolitów wtórnych przedstawiono w tabeli 2. 

Zwiększenie akumulacji roślinnych metabolitów wtór-

nych w hodowlach in vitro zostało również zaobserwowane 

w odpowiedzi na różnorodne biotyczne lub abiotyczne 

czynniki stresowe, określane mianem elicytorów [4]. Przy-

kładowo, w hodowli kalusa Taxus cuspidata (pol. cis japoń-

ski) dodatek siarczanu wanadylu spowodował około 20-

krotny wzrost akumulacji 10-deacetylobakatyny III (prekur-

sora biosyntezy taksanów), natomiast w przypadku hodowli 

komórek Taxus x media (pol. cis pośredni) i zastosowania 

chitozanu jako elicytora, wydajność paklitakselu wzrosła o 

ponad 50% [49]. Innym stosunkowo dobrze zbadanym 

związkiem, stosowanym jako elicytor chemiczny, jest ja-

smonian metylu. Jego zastosowanie wraz z fenyloalaniną w 

roli prekursora w hodowli korzeni włośnikowych Taxus x 

media var. Hicksii pozwoliło uzyskać prawie 28-krotny 

wzrost produkcji paklitakselu [50].  

W przypadku hodowli zawiesin komórek możliwe jest 

zastosowanie immobilizacji hodowanego materiału biolo-

gicznego w żelu lub na powierzchni nośników. Technika ta 

wykazuje się szeregiem zalet - między innymi pozwala 

uniknąć problemów wrażliwości komórek na naprężenia 

ścinające i ich łączenia się w agregaty, co prowadzi do 

większej żywotności materiału biologicznego. Dodatkowo 

następuje obniżenie lepkości płynnego medium, czego wy-

nikiem jest efektywniejsze mieszanie i napowietrzanie w 

bioreaktorach. Metoda ta jest jednak użyteczna tylko dla 

otrzymywania metabolitów wydzielanych przez komórki do 

medium hodowlanego, co pozwala na ich prostszą izolację i 

oczyszczanie [5]. W jednym z doświadczeń osiągnięto aż 

1000-krotny wzrost wydajności zewnątrzkomórkowego 

uwalniania kapsaicyny w kulturze C. frutescens po immobi-

lizacji jej komórek w piance poliuretanowej [51]. Przykła-

dami innych substancji stosowanych jako nośniki lub media 

służące immobilizacji komórek roślinnych są alginian wap-

nia, agaroza i poliakrylamid [2]. 

Ponieważ roślinne metabolity wtórne, biosyntezowane 

przez komórki, magazynowane są w ich wakuolach, sekre-

cja metabolitów do medium hodowlanego zależy bezpo-

średnio od przepuszczalności błon komórkowych oraz ścia-

ny komórkowej. Możliwość uwolnienia metabolitów do po-

żywki byłaby znaczącym ułatwieniem dla procesów oczysz-

czania bioproduktów. Na operację taką pozwala metoda 

permeabilizacji ścian komórkowych. Polega ona na utwo-

rzeniu porów w strukturze komórki, przez które mogą 

przedostać się na zewnątrz magazynowane w wakuolach 

związki chemiczne [5]. Stosowane do tego celu rozpusz-

czalniki organiczne i polisacharydy cechuje duża skutecz-

ność, jednak mogą one mieć negatywny wpływ na żywot-

ność komórek. Przykładem jest zastosowanie dimetylosul-

fotlenku (DMSO) do permeabilizacji komórek pochodzących 

z hodowli zawiesiny Cinchona ledgeriana, których błona 

komórkowa nie odzyskała funkcjonalności po usunięciu za-

stosowanego rozpuszczalnika [52]. W przypadku immobili-

zowanych komórek C. roseus nie obserwowano jednak ne-

gatywnego działania DMSO [53]. 

 

4. Przemysłowa produkcja roślinnych metabolitów wtór-

nych 

Potrzeba produkcji roślinnych metabolitów wtórnych 

zależy od użyteczności tych substancji dla człowieka. 

Obecnie metabolity roślinne stanowią przedmiot zaintere-

sowania przemysłu farmaceutycznego, służąc jako leki 

(bądź matryce do ich otrzymywania), przemysłu spo-

żywczego, w którym m.in. pełnią rolę dodatków do żywno-

ści określanych mianem nutraceutyków, oraz przemysłu 

kosmetycznego, stanowiąc wiele kluczowych składników 

produktów kosmetycznych. 

Historycznie pierwszym komercyjnie produkowanym 

metabolitem wtórnym pochodzenia roślinnego, w którego 

procesie produkcji zastosowano hodowle in vitro komórek 

roślinnych, była szikonina [54,55].  Zaliczana do naftochi-

nonów szikonina i jej pochodne wykazują aktywność anty-

nowotworową, przeciwbakteryjną oraz przeciwzakrzepową 

[56]. Pochodne szikoniny stanowią także przedmiot zainte-

resowania przemysłu spożywczego, który wykorzystuje je 

w roli barwników [9]. Do jej przemysłowego otrzymywania 

zastosowano dwuetapową hodowlę zawiesiny komórek L. 

erythrorhizon, prowadzoną w dwóch bioreaktorach [54]. 

Podział procesu na dwa etapy wynikał z obserwowanej in-

hibicji przyrostu biomasy podczas hodowli [57]. Pierwszy 

etap obejmował namnażanie biomasy w zmodyfikowanym 

medium hodowlanym LS (MG5), optymalnym dla wzrostu 

komórek L. erythrorhizon w bioreaktorze o pojemności 200 

dm3 przez ok. 9 dni. W kolejnym etapie odfiltrowaną bio-

masę umieszczano w bioreaktorze o pojemności 750 dm3, 

aby przy zastosowaniu zmodyfikowanego medium hodowla-

nego White’a (M-9) zmaksymalizować wydajność produkcji 

szikoniny w czasie 14 dni trwania drugiej fazy hodowli [55]. 

Badania nad optymalizacją składu stosowanych pożywek 

wykazały, że kluczowa dla wydajności biosyntezy szikoniny  

 

Tabela 2. Przykłady zastosowanych prekursorów intensyfikujących biosyntezę wybranych metabolitów wtórnych podczas ho-

dowli in vitro materiału biologicznego pochodzenia roślinnego. 

Gatunek Metabolit wtórny Prekursor Bibliografia 

Coleus blumei kwas rozmarynowy fenyloalanina [44] 

Salvia officinalis kwas rozmarynowy fenyloalanina [45] 

Taxus cuspidata paklitaksel fenyloalanina [46] 

Vanilla planifolia wanilina kwas ferulowy [47] 

Perilla frutescens monoterpeny leucyna [48] 

Daucus carota antocyjanina dihydrokwercetyna [48] 
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przez komórki L. erythrorhizon jest forma dostępnego azo-

tu. Zastosowane w drugim etapie produkcji medium M-9, 

podobnie jak medium White’a, zawierało jony azotanowe, 

zaś pozbawione było jonów amonowych, których nawet 

niewielki dodatek powodował inhibicję biosyntezy pochod-

nych szikoniny [58]. Modyfikacja medium LS do MG5 oraz 

medium White’a do M-9 pozwoliła na ok. 13-krotny wzrost 

wydajności produkcji tych metabolitów (1400 mg/dm3) 

[47,49]. Na wysoką produkcyjność szikoniny w omówionym 

wyżej przypadku miały wpływ również działania związane z 

selekcją wysokoproduktywnych linii komórkowych. Prowa-

dząc hodowlę protoplastów L. erythrorhizon udało się wy-

izolować linię komórkową charakteryzującą się wydajno-

ścią biosyntezy szikoniny i jej pochodnych o 150% wyższą 

niż w linii wyjściowej, przy jednoczesnym wzroście stabil-

ności produkcji tego metabolitu [60]. Dalszy wzrost wydaj-

ności uzyskano przez zastosowanie metody fuzji protopla-

stów linii cechujących się największymi przyrostami bioma-

sy z liniami o najwyższych wydajnościach biosyntezy sziko-

niny [59]. 

Innym interesującym przykładem roślinnego metabolitu 

wtórnego jest berberyna, należąca do grupy alkaloidów 

izochinolinowych [61]. Wyniki badań klinicznych wskazują 

na jej przydatność między innymi w terapii nadciśnienie-

nia, arytmii i chorób nowotworowych. Metabolit ten wyka-

zuje się także antybiozą i potwierdzoną skutecznością te-

rapeutyczną przeciwko lekoopornym szczepom Staphylo-

coccus aureus, Escherichia coli oraz wirusowi grypy H1N1 i 

wirusowi HIV-1. Ponadto może być stosowana w roli nutra-

ceutyku o ochronnym wpływie na organizm człowieka [62]. 

Prace mające na celu komercjalizację produkcji berberyny 

przy zastosowaniu hodowli zawiesinowej komórek Coptis 

japonica (pol. cynowód japoński) obejmowały m. in. 

otrzymanie wysokowydajnych linii komórkowych przez wie-

lokrotnie powtarzaną selekcję niezróżnicowanych komórek 

tworzących agregaty i izolację protoplastów [63,64]. Ko-

lejnym wyzwaniem była optymalizacja medium hodowla-

nego. Modyfikując skład medium LS wykazano, że 10-

krotne zwiększenie stężenia jonów miedzi Cu2+ w formie 

CuSO4 powoduje 30% wzrost wydajności berberyny przy 

jednoczesnym braku negatywnego wpływu na przyrost 

biomasy. Ponieważ eksperymentalnie wykazane optimum 

stężenia sacharozy faworyzujące wzrost komórek C. japo-

nica nie wpływało znacząco na biosyntezę berberyny, cały 

proces produkcji mógł przebiegać bez zmiany składu me-

dium w jednostopniowej hodowli półokresowej [65]. Aby 

proces stał się ekonomicznie opłacalny konieczne było 

zwiększenie wydajności otrzymywanej berberyny z jed-

nostki objętości bioreaktora. Rozwiązaniem okazała się ho-

dowla zawiesinowa komórek o wysokiej gęstości, której 

prowadzenie wymagało stałej kontroli składu medium ho-

dowlanego w zakresie odpowiednich dla danej gęstości stę-

żeń składników oraz właściwej intensywności mieszania i 

napowietrzania, generujących możliwie najmniejsze siły 

ścinające. W efekcie udało się uzyskać wydajność produk-

cji berberyny na poziomie 3,5 g/dm3 [66]. 

Omawiając przykłady przemysłowej produkcji roślin-

nych metabolitów wtórnych należy wymienić wykorzystanie 

hodowli wgłębnych komórek P. ginseng do uzyskiwania gin-

senozydów. Badania wskazują na cytotoksyczność przed-

stawicieli tej grupy metabolitów roślinnych, co czyni je 

potencjalnymi lekami w walce z nowotworami. Związki te 

mogą również stymulować odpowiedź układu immunolo-

gicznego względem obecności antygenu zwiększając od-

porność organizmu, co wskazuje na ich potencjalne zasto-

sowanie jako adiuwantów [67]. Udowodniony pozytywny 

wpływ ginsenozydów na układ sercowo-naczyniowy pozwala 

traktować te związki jako przydatne w profilaktyce i le-

czeniu zaburzeń funkcjonowania układu krążenia [68]. 

Konwencjonalna uprawa żeń-szenia jest czasochłonna i 

narażona na środowiskowe czynniki stresogenne [69]. Ko-

mercyjną, wielkoskalową produkcję ginsenozydów wyko-

rzystującą hodowle zawiesin komórek w warunkach wyso-

kiej gęstości prowadzono w bioreaktorach o pojemności 20-

25 m3 [70]. Uzyskanie wysokich wydajności było wynikiem 

szeregu działań optymalizujących proces. Po pierwsze, in-

okulum pochodziło z linii komórek o wysokiej produkcyjno-

ści ginsenozydów. Ponieważ metabolity te nie są biosynte-

zowane przez niezróżnicowane komórki P. ginseng, ko-

nieczna była częściowa dyferencjacja kalusa. Decydujące 

okazało się również dobranie odpowiedniej intensywności 

mieszania, usunięcie jonów amonowych z medium hodow-

lanego oraz zastosowanie kaskady czterech bioreaktorów 

przeznaczonych do wstępnego namnożenia biomasy [70]. W 

hodowli trwającej cztery tygodnie uzyskiwane wydajności 

suchej biomasy dochodziły do poziomu 20 g/dm3 [69,71].  

Innym przykładem komercjalizacji produkcji ginsenozy-

dów może być hodowla korzeni P. ginseng, która charakte-

ryzowała się zwiększoną stabilnością i wydajnością biopro-

duktów, względem hodowli wgłębnych zawiesin komórek. 

Dla uzyskania maksymalnych wartości przyrostu biomasy i 

stężenia biosyntezowanych ginsenozydów proces produkcji 

zachodzący w bioreaktorze typu „air lift” o pojemności 10 

m3 podzielono na dwie fazy hodowli. Warunki pierwszego 

etapu faworyzowały wzrost biomasy, zaś zastosowana w 

drugiej fazie elicytacja korzeni jasmonianem metylu po-

zwoliła uzyskać wydajności ginsenozydów sięgające 42 

mg/g suchej masy biomasy (360 mg/dm3) [72]. 

Paklitaksel jest roślinnym metabolitem wtórnym, wyka-

zującym silne właściwości cytostatyczne,  którego produk-

cji metodą hodowli in vitro komórek roślinnych poświęca 

się aktualnie dużo uwagi. Ma on ugruntowaną pozycję w 

leczeniu nowotworów płuc, złośliwego raka jajnika i piersi 

oraz mięsaka Kaposiego. Obecnie trwają badania kliniczne 

nad zastosowaniem tego metabolitu w terapiach innych 

rodzajów nowotworów, a także chorób nienowotworowych, 

jak łuszczyca czy tauopatie [73]. Szerokie terapeutyczne 

działanie determinuje duże zapotrzebowanie na paklitak-

sel, którego zaspokojenie jednakże nie jest proste. Kora i 

igły roślin z rodziny Taxaceae (pol. cisowate) stanowiące 

główny, i w zasadzie jedyny, surowiec do otrzymywania 

paklitakselu zawierają te związki w niewielkich ilościach 

(do 0,05%). Biorąc dodatkowo pod uwagę ograniczenia śro-

dowiskowe, uwarunkowania prawne (w Polsce cisy są ga-

tunkami prawnie chronionymi) i ekonomiczne, a także zło-

żony proces oczyszczania ekstrahowanych taksanów, uza-

sadnione stają się poszukiwania alternatywnej, wydajnej 

metody ich pozyskiwania.  

Badania prowadzone nad hodowlami in vitro eksplanta-

tów pobranych z gatunków rodziny cisowatych koncentrują 

się na zwiększeniu otrzymywanych ilości metabolitów przez 

optymalizację warunków hodowli, uzyskanie wysoko pro-

duktywnych linii komórkowych, zastosowanie hodowli ko-

rzeni włośnikowych oraz opracowanie wydajniejszych 

technik izolacji i oczyszczania taksanów [74]. Obecnie 

największa komercyjna produkcja paklitakselu prowadzona 

jest przez spółkę Phyton Biotech® w bioreaktorach o po-

jemnościach 45 000 dm3 i 75 000 dm3, w których hoduje się 
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biomasę Taxus chinensis z wydajnościami szacowanymi na 

kilkaset kilogramów paklitakselu rocznie [75]. Wysokowy-

dajne komórki T. chinensis zostały uzyskane w wyniku 

dwuetapowej selekcji. Indukowany z igieł rośliny kalus wy-

korzystano do wyizolowania linii komórkowych wytypowa-

nych pod względem najlepszej wydajności biosyntezy pa-

klitakselu. Kryterium drugiego etapu selekcji była jak naj-

lepsza stabilność produkcji metabolitów oraz przyrostu 

biomasy przy niskim poziomie zanieczyszczeń w postaci 

niepożądanych metabolitów. Otrzymane wysokowydajne 

linie są przechowywane w banku komórek metodą kriopre-

zerwacji, aby posłużyć do zapoczątkowania nowych hodow-

li przejściowych i stopniowego zwiększania skali produkcji.  

Określona eksperymentalnie stabilność odzyskanych po 

krioprezerwacji komórek wynosi 10 miesięcy, co stanowi 

wystarczający czas na przeniesienie hodowli do docelowe-

go bioreaktora (75 000 dm3). Proces produkcji paklitakselu 

opracowany przez  Phyton Biotech® dzieli się na dwa eta-

py. Pierwszy obejmuje namnażanie biomasy T. chinensis 

początkowo w formie kalusa hodowanego na podłożu sta-

łym, z którego następnie uzyskuje się hodowlę zawiesinową 

w kolbach. Kolejne hodowle prowadzi się w bioreaktorach 

o coraz więszej pojemności do uzyskania pożądanej ilości 

biomasy. Faza druga procesu, czyli biosynteza paklitakselu, 

następuje po przeniesieniu biomasy do bioreaktora o obję-

tości 75 000 dm3 i wymianie medium hodowlanego. Wyko-

rzystanie dwóch bioreaktorów oraz wymiana pożywki są 

podyktowane koniecznością optymalizacji medium etapu 

biosyntezy, którego skład różni się od medium zapewniają-

cego największy przyrost biomasy. Maksymalizację biosyn-

tezy uzyskuje się przez zastosowanie jasmonianu metylu 

jako elicytora, kwasu metylenodioksycynamonowego jako 

inhibitora szlaku fenylopropanoidowego oraz jonów srebra, 

działających antagonistycznie do etylenu i promujących 

biosyntezę paklitakselu [75]. 

Kolejnym przykładem produkcji roślinnych metabolitów 

wtórnych metodą hodowli in vitro biomasy roślinnej, jest 

zrealizowana w skali pilotażowej hodowla korzeni Echina-

cea purpurea (pol. jeżówka purpurowa) [76]. Jednym ze 

związków biosyntezowanych przez ten gatunek jest kwas 

cykoriowy, wykazujący działanie stymulujące układ immu-

nologiczny, hamujące aktywność hialuronidazy, chroniące 

przed degradacją kolagenu, a także aktywność antywiru-

sową. Powstają także kwas chlorogenowy oraz kwas kawo-

wy, posiadające aktywności przeciwutleniające, przeciw-

bakteryjne i antynowotworowe [77]. Hodowlę korzeni E. 

purpurea prowadzono przez 50 dni w położonym horyzon-

talnie reaktorze bębnowym o objętości roboczej 1000 dm3. 

W roli pożywki użyte zostało medium MS z dodatkiem IBA 

(1 mg/dm3) oraz sacharozy (50 g/dm3). Uzyskana wydaj-

ność kwasu cykoriowego wyniosła 22,5 mg/gsm, kwasu chlo-

rogenowego 4,9 mg/gsm, zaś kwasu kawowego  3,9 mg/gsm. 

Łączne stężenie tych metabolitów w biomasie było blisko 

4-krotnie większe niż w roślinach rosnących w gruncie [78].  

Winblastynę i winkrystynę wykorzystuje się w chemio-

terapii m. in. przeciwko nowotworom szpiku kostnego i 

ziarnicy złośliwej. Komercyjna produkcja tych leków pole-

ga na ekstrakcji z dużych ilości biomasy C. roseus, proble-

mem jest jednak skrajnie niewielkie  stężenie tych związ-

ków w tkankach roślinnych. Hodowle komórek C. roseus  

uzyskane przez selekcję agregatów komórkowych, charak-

teryzujące się wysokimi wydajnościami biosyntezy kataran-

tyny, umożliwiły otrzymywanie winblastyny metodą bio-

transformacji, polegającej na enzymatycznym łączeniu 

windoliny ze wspomnianą katarantyną [79]. Proces taki 

uznano za ekonomicznie opłacalny. Dzięki optymalizacji 

składu medium hodowlanego uzyskiwane tygodniowe pro-

dukcyjności katarantyny sięgały 230 mg/dm3 hodowli [80]. 

W tabeli 3 przedstawiono podsumowanie przemysło-

wych zastosowań hodowli in vitro do uzyskiwania metaboli-

tów roślinnych. 

 

5. Podsumowanie 

Biotechnologiczne metody otrzymywania roślinnych 

metabolitów wtórnych dzięki niewątpliwym zaletom sta-

nowią istotną alternatywę dla metod konwencjonalnych. 

Charakterystyczne dla kultur in vitro odizolowanie biomasy 

roślinnej od zmiennego środowiska i związana z tym moż-

liwość ścisłej kontroli parametrów układu hodowlanego 

umożliwia ich optymalizację, co prowadzi do maksymaliza-

cji wzrostu biomasy i wydajności biosyntezy. Cel ten, jak 

wykazano w niniejszej pracy, jest osiągalny jedynie indy-

widualnie na drodze eksperymentalnej, bowiem złożoność 

układu biologicznego, stanowiącego kultury różnych typów  

 

Tabela 3. Przemysłowe aplikacje hodowli in vitro do uzyskiwania metabolitów roślinnych. 

Gatunek Metabolit 
Rodzaj bio-

masy 
Etapy hodowli 

Objętość bio-

reaktora [dm3] 

Wydajność 

produkcji 

[mg/dm3] 

Czas ho-

dowli [dni] 
Bibliografia 

Lithospermum 

erythrorhizon 
szikonina 

zawiesina 

komórek 
2 750 1 400 23 [59] 

Coptis japonica berberyna 
zawiesina 

komórek 
1 4 000 3 500 14 [66] 

Panax ginseng ginsenozydy 
zawiesina 

komórek 
1 25 000 - 28 [70] 

Panax ginseng ginsenozydy korzenie 2 10 000 360 50 [72] 

Taxus chinensis paklitaksel 
zawiesina 

komórek 
2 75 000 - - [75] 

Echinacea pur-

purea 

kwas cykorio-

wy 
korzenie 1 1 000 22,5 50 [78] 

Catharanthus 

roseus 
katarantyna 

zawiesina 

komórek 
1 - 230 7 [80] 
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biomasy roślinnej, oraz jej różnice gatunkowe, uniemożli-

wiają opracowanie uniwersalnych procedur. Przy optymali-

zacji składu i parametrów medium hodowlanego konieczne 

jest uwzględnienie odpowiedzi hodowanych komórek, tka-

nek bądź organów roślinnych na zastosowane stężenie oraz 

formę każdego z wielu składników obecnych w pożywce. 

Metoda może być uzupełniona przez suplementację ukła-

dów hodowlanych związkami ukierunkowującymi metabo-

lizm na biosyntezę metabolitów wtórnych, tzn. elicytora-

mi, fitohormonami lub prekursorami. Należy również pod-

kreślić, że dla wielu gatunków roślin obserwowuje się róż-

nice składu między medium promującym wzrost biomasy a 

medium maksymalizującym biosyntezę metabolitów wtór-

nych. Jednym z rozwiązań tej niedogodności mogą być ho-

dowle dwuetapowe. W przypadku immobilizacji biomasy 

roślinnej utworzenie mikrośrodowiska chroniącego przed 

czynnikami stresogennymi oraz imitującego warunki panu-

jące w tkankach roślinnych prowadzi do wzrostu oporów 

dyfuzyjnych. W konsekwencji, dla niektórych ze zbadanych 

gatunków zaobserwowano negatywny wpływ tej metody. 

Na krytyczny komentarz zasługuje również permeabilizacja 

błon komórkowych, która wykazuje negatywny wpływ na 

żywotność komórek, co ogranicza jej stosowalność w koń-

cowych etapach hodowli okresowych. 

Biorąc pod uwagę ograniczenia metod hodowli in vitro 

biomasy roślinnej do otrzymywania metabolitów wtórnych, 

nie należy jednak zapominać o licznych zaletach takiego 

rozwiązania, realizowanego w skali laboratoryjnej i prze-

mysłowej. Analizując wymienione w tekście przykłady ko-

mercyjnej produkcji, można wytypować następujące stra-

tegie zapewniające powodzenie metodom biotechnologicz-

nym: (i) selekcja stabilnych i wysokoproduktywnych linii 

komórkowych; (ii) powiększanie skali przy zastosowaniu 

kaskady bioreaktorów; (iii) optymalizacja składu medium 

hodowlanego; (iv) hodowle dwuetapowe i okresowe. Dzięki 

powyższym procedurom produkcja omawianą metodą staje 

się ekonomicznie uzasadniona, szczególnie w przypadku 

takich związków jak paklitaksel, katarantyna i szikonina, 

których wydajne pozyskiwanie metodami konwencjonalny-

mi napotyka na trudności. Wymienione komercyjne sukcesy 

wskazują na potrzebę prowadzenia dalszych badań nad 

optymalizacją warunków hodowli in vitro biomasy roślinnej 

i rozwijania nowych metod intensyfikacji produkcji meta-

bolitów wtórnych. 

 

6. Załącznik 

Tabela 4. Alfabetyczny spis gatunków roślin wymienionych w tekście. 

Nazwa łacińska Nazwa polska Otrzymywane metabolity Rodzaj hodowanej biomasy 

Aralia cordata aralia sercowata antocyjany ZK 

Artemisia annua bylica roczna artemizyna KW 

Bupleurum falcatum przewiercień sierpowaty saikosaponina KW 

Catharanthus roseus barwinek różowy serpentyna; ajmalicyna; katarantyna ZK 

Chrysanthemum cinerariaefolium - pyretryna ZK 

Cichorium intybus cykoria podróżnik kumaryny KW 

Cinchona ledgeriana - alkaloidy chinolinowe; antrachinony ZK 

Coleus blumei 
koleus Blumego; 

pokrzywka brazylijska 
kwas rozmarynowy ZK 

Coptis japonica cynowód japoński berberyna ZK 

Cruciata glabra przytulinka wiosenna antrachinony IK 

Daucus carota marchew zwyczajna antocyjany; karotenoidy ZK; KAL 

Digitalis lanata naparstnica wełnista kardenolidy KW 

Digitalis purpurea naparstnica purpurowa digitoksyna KW 

Dioscorea deltoidea - diosgenina K 

Duboisia myoporoides - hioscyjamina; skopolamina - 

Echinacea purpurea jeżówka purpurowa kwas cykoriowy K 

Haplopappus gracilis - - 
 

Hyoscyamus muticus lulek złoty hioscyjamina KW 

Hypericum perforatum dziurawiec zwyczajny hiperycyna; kwercetyna KW 

Lithospermum erythrorhizon nawrot lekarski szikonina KW; ZK 

Matricaria chamomilla rumianek pospolity - ZK 

Melastoma malabathricum - antocyjany ZK 

Mentha canadensis mięta kanadyjska monoterpeny P 

Morinda citrifolia morwa indyjska antrachinony - 

Nicotiana tabacum tytoń szlachetny nikotyna KW, ZK 
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Oxalis linearis - antocyjany 
 

Panax ginseng żeń-szeń właściwy ginsenozydy KW; ZK 

Papaver somniferum mak lekarski sanguinaryna KW 

Perilla frutescens pachnotka zwyczajna 
antocyjany;  

monoterpeny 
KAL; ZK 

Polygonum tinctorium rdest barwierski indirubina ZK 

Populus maximowiczii topola Maksymowicza antocyjany ZK 

Populus nigra topola czarna antocyjany ZK 

Salvia officinalis szałwia lekarska kwas rozmarynowy - 

Solanaceae psiankowate alkaloidy tropanowe - 

Solanum dulcamara psiankowate - ZK 

Solanum khasianum - solanidyna KW 

Taxus baccata cis pospolity paklitaksel ZK 

Taxus chinensis - paklitaksel - 

Taxus cuspidata cis japoński paklitaksel KAL 

Taxus x media cis pośredni paklitaksel ZK; KW 

Thalictrum minus rutewka mniejsza berberyna - 

Vanilla planifolia wanilia płaskolistna wanilina ZK 

Objaśnienia: ZK – zawiesina komórek; KW – korzenie włośnikowe; K – korzenie;  

KAL – kalus; IK – im mobilizowane komórki; P – pędy 
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