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1. Wstęp

Potencjalnym źródłem wtórnych metabolitów są kultury komórkowe. Tą 
drogą wyodrębniono dotąd wiele związków naturalnych z grup chemicz
nych: fenylopropanoidów, alkaloidów, terpenów i chinonów (1-3). Niektóre 

z nich są otrzymywane w skali przemysłowej, w większości przez firmy ja
pońskie (4). Kultury komórkowe roślin zostały wykorzystane również w bio- 
transformacji egzogennych związków, często o znaczeniu fitoterapeutycznym 
(5,6). Korzenie gatunków rodzaju Gentiana L. są surowcami leczniczymi wy
mienionymi w wielu farmakopeach świata (7). Akt3rwność biologiczną wyka
zują glukozydy sekoirydoidowe o gorzkim smaku. Głównymi związkami tej 
grupy chemicznej są amarogentyna i gencjopikrozyd — glukozyd najczęściej 
spotykany w roślinach rodziny Gentianaceae (8). Kulturami in vitro gatunków 
rodzaju Gentiana zajmowano się w kilku ośrodkach naukowych (9-15). Poza 
mikrorozmnażaniem regenerację roślin otrzymano również drogą embriogene- 
zy (16-20) oraz w wyniku kultur in vitro protoplastów (21). Przy użyciu Agro- 
bacterium rhizogenes uzyskano transformowane korzenie włośnikowate Gen
tiana lutea L. (22) i G. punctata L. (23), w których analizowano zawartości 
sekoirydoidów i pochodnych y-pironu. W naszych wstępnych badaniach, po
zytywne wyniki hodowli zawiesinowych G. cruciata i G. tibetica (24,25) były 
podstawą podjęcia badań nad kinetyką wzrostu zawiesin, szczególnie w skali 
bioreaktora, z równoczesną kontrolą zdolności produkcji gencjopikrozydu.
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2. Materiał i metody

2.1. Materiał roślinny i warunki hodowli

Do założenia kultur zawiesinowych wykorzystano tkanki kalusowe otrzy
mane in vitro z nasion przechowywanych w lodówce w temp. 4°C. Umiesz
czone w wodzie, przez 24 godz. w temp. 25°C w ciemności, ulegały spęcz
nieniu. Następnie wyjaławiano je 70% etanolem (30 s) i 20% handlowym 
preparatem Clorox przez 10 minut. Nasiona płukano kilkakrotnie jałową 
wodą destylowaną i wykładano na pożywki agarowe Murashige i Skooga 
(MS; 26) z dodatkiem kwasu giberelinowego (GA3; 0,5 mg/dm^) i kinetyny 
(kin; 0,25 mg/dm^).

W zakładaniu kultur zawiesinowych wykorzystywano tkankę kalusową 
o luźnej strukturze, wykazującą zdolność przyrostu na po^wce MS z kin 
0,5 mg/dm^ i kwasem a-naftylooctowym (NAA) 0,25 mg/dm . Rozdrobnioną 
tkankę umieszczano w kolbach z jałową, płynną pożywką MS uzupełnioną 
kwasem dichlorofenoksyoctowym (2,4-D; 0,5 mg/dm^) i kinetyną (1 mg/dm^) 
lub benzyloadeniną (BA; 1 mg/dm^). Do 50 cmr pożywki przekładano 9-13 g 
świeżej tkanki kalusowej (0,3-0,4 suchej masy). Kolby umieszczano na 
wstrząsarce (150-160 obr/min) w pokoju hodowlanym o temp. 28°C ±1°C 
przy oświetleniu o natężeniu 60 pmol/m^s przez 16 godz. na dobę. Zawiesinę 
pasażowano co 2-4 tygodnie przez rozcieńczanie świeżą pożywką w proporcji 
1:1. Tak otrzymany materiał wykorzystywano jako inoculum w kulturach 
prowadzonych w bioreaktorze (Bioflo III, firmy New Brunswick Sci. USA) 
o pojemności 5 dm^. Do tego urządzenia wprowadzono 3 dm^ sterylnej po
żywki MS i dodawano 1 dmr inoculum. Hodowlę prowadzono w stałych wa
runkach: temp. 28°C ±1°C, napowietrzanie z szybkością 0,5-1,0 dm^ i in
tensywności mieszania 100 obrotów na minutę, wartość pH = 5,6.

2.2. Metody analityczne

Cykl kultur w kolbach i bioreaktorze, dla których wyznaczono kinetykę 
wzrostu, trwał 21 dni przy pobieraniu prób co trzeci dzień. Oznaczenia su
chej masy, liczby pojedynczych komórek i agregatów wykonano w dwóch lub 
pięciu seriach i trzech powtórzeniach.

2.2.1. Oznaczenie suchej masy, liczby komórek i agregatów
Suchą masę oznaczono z pobierania 4,5 cm^ zawiesiny komórek. Próby 

wirowano trzy razy po 15 min przy 12 tys. obr/min (wirówka MPW-211). 
Po każdym wirowaniu zbierano płyn znad osadu. Zawiesinę przemywano 
wodą destylowaną w celu usunięcia pożywki. Osad komórek przenoszono do 
naczyń wagowych o stałej masie i suszono w temp. 60°C, a następnie do 
stałej wagi w temp. 105°C. Stężenie biomasy komórek wyrażano w gsm/dm^ 
pożywki. Liczbę komórek i agregatów oznaczano pobierając 1 cm^ zawiesiny
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i rozcieńczano wodą destylowaną 6-,10-, lub 20-krotnie w miarę zwiększania 
gęstości zawiesiny. Na płytki Petriego rozlewano równomiernie 5 cm^ zawie
siny i prowadzono obserwacje w mikroskopie odwróconym (firmy Nikon) przy 
100-krotnym powiększeniu. Sumę komórek i agregatów określono z 10 wy
branych pól widzenia.

2.2.2. Oznaczenie zawartości gencjopikrozydu

Do ilościowego oznaczenia związku pobierano masę komórek w 6,12,18 
i 21 dniu kultury zawiesinowej. Próby suszono w temp. 4°C, a następnie 
w temperaturze pokojowej. Wysuszony materiał ważono i rozcierano w moź
dzierzu. Ekstrakcje prowadzono w kolbie okrągłodennej (250 cm^), do której 
wprowadzono 1 g biomasy i 50 cm^ metanolu i ogrzewano pod chłodnicą 
zwrotną na łaźni wodnej w temp. 40°C przez 1 godz. Ekstrakt zlewano znad 
osadu i sączono. Czynności te powtarzano 4-krotnie. Połączone ekstrakty 
odparowano pod zmniejszonym ciśnieniem do suchej pozostałości, którą roz
puszczano w 10 cm^ wody destyloweinej i dodano 10 cm^ chloroformu. Mie
szaninę wytrząsano trzykrotnie w rozdzielaczu, zbierając frakcje wodne, łą
czono je i zagęszczano.

W pożywce zawartość gencjopikrozydu oznaczano bezpośrednio co trzy 
dni od inokulacji, do 21 dnia kultury. Do momentu oznaczenia płyny prze
chowywano w temp. -70°C.

Zawartość związku oznaczono metodą wysokosprawnej chromatografii cie
czowej (HPLC) w aparacie firmy Hewlett-Packard 1050 wg metody zastoso
wanej przez autorów japońskich (27). Badane próby sączono (Millipore 0,22 jim) 
i nąnoszono na kolumnę w ilościach 20 jiil — ekstraktu metanolowego bio
masy i 200 |il — płynu pohodowlanego. Stosowano wzorzec gencjopikrozydu 
(firmy Roth).

3. Wyniki, dyskusja i wnioski
Drogą mikrorozmnażania uzyskaliśmy zregenerowane rośliny Gentiana ti- 

betica i G. cruciata, które od kilku lat są hodowane w gruncie (fot. 1 i 2). 
Do założenia kultur komórkowych wykorzystano tkanki kalusowe wyprowa
dzone ze sterylnych siewek na pożywce MS z dodatkiem 2,4-D (0,25 mg/dm^) 
i BA (1 mg/dm^j. Najlepszy przyrost tkanki kalusowej otrzymano na pożywce 
MS uzupełnianej kin (0,5 mg/dm^) i NAA (0,25 mg/dm^) (fot. 3). Świeże 
ustabilizowane kultury, przeniesione na płynną pożywkę MS z 2,4-D i BA, 
były zaczątkiem kultur zawiesinowych. W przypadku G. tibetica już po 3 
dniach hodowli na ścianach kolb pojawiły się tzw. „kołnierze” — skupiska 
agregatów komórkowych (fot. 4). Ustalone zawiesiny były wykorzystywane 
do założenia kultur komórkowych w bioreaktorze (fot. 5).

Kinetykę wzrostu kultur zawiesinowych przedstawiono w postaci pomia
ru stężenia komórek wyrażonego jako zawartość suchej masy w jednostce 
objętości pożywki. Obserwacje prowadzono dla kultur w kolbach i bioreakto-



Fot. 1-3 Gentiana tibetica [1], 
Gentiana cruciata [2], 
tkanka kalusowa G. tibetica [3] 
na pożywce MS -l- kin. (0,5 mg^dm^) 
-!- NAA (0,25 mg/dm^)
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6 9 12 15 18 21
Czas (doba)

G. cruciate (kolby) -o- G. tibetica (kolby) -a- G. tibetica (bioreaktor)

Rys. 1. Zmiany ilości suchej masy podczas wzrostu G. cruciata i G. tibetica w kolbach i w bio- 
reaktorze.

rze (rys. 1). Największe stężenie biomasy oznaczono w 12 dobie kultury pro
wadzonej w kolbach dla G. cruciata i wynosiło 12,4 g sm/dm^. Taki przyrost 
biomasy w cyklu 21-dniowym był trzykrotnie wyższy od gęstości komórek 
w dniu inokulacji. Podobnie w tym samym czasie, po 12-15 dniach, obser
wowano przyrost masy kultury G. tibetica, lecz wartości były znacznie niższe 
i wynosiły średnio 6,93 g sm/dm^.

W kulturach w bioreaktorze już od 3 dnia hodowli obserwowano wzrost 
masy komórek (28), która osiągnęła najwyższą wartość w 6 dniu kultury, 
po czym raptownie malała (rys. 1). O podobnych obserwacjach informowano 
w dalszych doświadczeniach (29).

W toku badań, obok przyrostu biomasy, określano również stężenia po
szczególnych form morfologicznych — komórek i agregatów. Wzrost li
czby komórek obserwowano miedzy 9-12 dniem cyklu hodowlanego (lys. 2). 
Największy wzrost zanotowano dla G. cruciata, mniejszy dla G. tibetica, szcze
gólnie w kulturze prowadzonej w bioreaktorze. W dalszych badaniach G. ti
betica w bioreaktorze wykazamo wzrost liczby komórek również od 9 dnia
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6 9 12 15 18 21
Czas (doba)

G. cruciata (kolby) -o- G. tibetica (kolby) -a- G. tibetica (bioreaktor)

Rys. 2. Zmiany liczebności pojedynczych komórek w kulturach zawiesinowych G. cruciata 
i G. tibetica w kolbach i w bioreaktorze.

procesu. Podobny przebieg przyrostu notowano w odniesieniu do liezby agre
gatów komórkowych (rys. 3).

Zawartość gencjopikrozydu oznaczono w kulturach zawiesinowych G. ti
betica w dwóch seriach. W biomasie obecność związku stwierdzono do 12 
dnia kultury. Następnie w dalszych próbach występował jedynie w śladowych 
ilościach. Na podstawie wyników oznaczenia związków w płynie hodowlanym 
można wnioskować, że gencjopikrozyd jest uwalniany do pożywki. Od 6 dnia 
kultury zawartość związku ulegała stopniowemu zwiększaniu, osiągając w 21 
dniu wartość 20841,94 pg/dm^ (tab. 1).

O kulturach zawiesinowych gatunków rodzaju Gentiana L. brak dotąd in
formacji literaturowych.

Charakterystyka kinetyki wzrostu biomasy wyrażona w pomiarach masy 
komórkowej, określenie stężenia poszczególnych form morfologicznych w po
żywce oraz stwierdzenie obecności gencjopikrozydu, zachęcają do prowa
dzenia dalszych obszernych badań, przede wszystkim z uwzględnieniem kul
tury w bioreaktorze. Na przykładzie G. tibetica wykazano, że aktywny biolo-
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G. cruciata (kolby) G. tibetica (kolby) -a— G. tibetica (bioreaktor)

Rys. 3. Zmiany liczebności agregatów w kulturach zawiesinowych G. cruciata i G. tihetica 
w kolbach i w bioreaktorze.

Tabela 1
Zawartość GENCJOPIKROZYDU w kulturze komórkowej Gentiana tibetica King

Dzień hodowli Zawartość w biomasie gg/g Zawartość w pożywce gg/dm^
0 — 39,65
3 — 481,46
6 200,42 380,05
9 — 492,53

12 115,43 302,44
15 — 1 726,16
18 ślad 5 314,47
21 ślad 20 841,94

gicznie związek, jest wydalany do pożywki, co można uważać za obiecujący 
wskaźnik w przypuszczalnym jego otrzymywaniu. Stwierdzone miligramowe 
ilości gencjopikrozydu w warunkach prowadzonych badań, daleko odbiegają
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od ilości innych związków otrzymywanych w kulturach komórkowych roślin 
(1,2,5). Istotnym elementem biotechnologii roślin jest nie tylko poszukiwanie 
nowych związków naturalnych, ale wskazjrwanie źródeł pozyskiwania, już 
znanych, substancji o właściwościach farmakologicznych. Badania nad kul
turą komórkową G. tibetica w bioreaktorze są przedmiotem dalszych do
świadczeń.

Autorzy dziękują za wykonanie fragmentów badań doświadczalnych mgr. mgr. R. Naumienko 
i J. Kowalskiemu.
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Growth kinetics of ceii cuitures of Gentiana cruciata L., Gentiana tibetica 
King and gentiopicroside production

Summary

Suspension cells cultures were cultivated in flasks and bioreactor. The kinetics — growth 
rate and tissue morphology were presented. The quantitative amount of gentiopicroside, which 
appeared in the medium, was determined by the HPLC method.

Key words:
gentiopicroside, Gentiana cniciata L., G. tibetica King, suspension cultures, growth kinetics, 

bioreactor.

Adres do korespondencji:
Maria Wesołowska, Katedra i Zakład Botaniki Farmaceutycznej, Akademia 

Medyczna im. K. Marcinkowskiego, ul. Św. Marii Magdaleny 14, 61-861 Po
znań.

biotechnologia 3 (42) ’98


