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1. Wprowadzenie

Mozliwe jest utrzymanie przy zyciu oraz prowadzenie (teoretycznie przez dowolnie dlugi
czas) hodowli izolowanych tkanek lub komérek organizmoéw wyzszych in vitro na syntetycznych
podiozach zawierajgcych niezbedne skfadniki odzywcze i regulacyjne. Stato sie to podstawa
rozwoju szerokich prac badawczych i biotechnologicznych. Nie umniejszajac znaczenia kultur
tkankowych sensu stricto, w tym artykule ograniczymy sie do oméwienia hodowli komérkowych
w zawiesinie oraz komoérek immobilizowanych, czyli unieruchomionych na powierzchni lub
wewnatrz nierozpuszczalnego nosnika. Pominiete zostang hodowle kalusowe, hodowle korzeni
{root organ cultures), czy korzeni transformowanych (wtosnikowatych - hairy roots). Hodowle
zawiesinowe sg znacznie bardziej atrakcyjnym modelem doswiadczalnym i technologicznym,
dogodnym do opracowania i prowadzenia procesow w duzej skali produkcyjnej. Nie bez zna-
czenia dla biotechnologéw jest rowniez podobieristwo zawiesinowych kultur komérkowych do
hodowli drobnoustrojéw.

Wazng role w rozwoju hodowli komérek roslinnych i zwierzecych odegraty opracowane
wczesniej techniki mikrobiologiczne, a bioprocesy z uzyciem tych komérek w duzym stopniu
oparte sg na osiggnieciach biotechnologii drobnoustrojowych. Istniejg jednak zasadnicze roz-
nice w biologii (morfologii, fizjologii, genetyce) drobnoustrojéw i kultur komérkowych organi-
zmow wyzszych, co decyduje o koniecznosci odmiennego podejscia w wielu biologicznych i
technicznych aspektach biotechnologii z ich uzyciem.

Biotechnologia komérek roslinnych rozwijana jest w dwdéch obszarach. Jednym jest hodo-
wla roslin - szybkie réznicowanie sie komoérek, regeneracja pedéw i mikropropagacja roslin
o identycznych cechach uzytkowych oraz selekcja nowych odmian roslin. Drugim natomiast
sg zastosowania przemystowe - gtownie biosynteza metabolitow wtornych.

W niniejszej pracy omoéwimy przemystowe wykorzystanie komoérek roslinnych do wytwarza-
nia produktow aktywnych farmakologicznie. Rosliny sa surowcami do produkcji okoto 25%
stosowanych obecnie lekéw. Naleza tu Zaréwno mieszanki ziotowe, wyciagi, jak réwniez wy-
izolowane zwigzki (np. atropina, skopolamina, kokaina, kodeina, papaweryna, winblastyna) oraz
produkty chemicznie zmodyfikowane (np. leki steroidowe produkowane z diosgeniny | fitoste-
roli). Za wprowadzaniem metod biotechnologicznych do produkcji wielu cennych metabolitow
roslinnych przemawia uniezaleznienie sie od stref klimatycznych wystepowania roslin, warun-
kéw pogodowych, sezonowosci uprawy i zbioru roslin, zmiennosci plonowania, a ponadto
mozliwos$¢ osiagniecia wiekszej koncentracji niektérych bioproduktéw oraz wielokrotne skréoce-
nie cyklu produkcyjnego (np. z wielu lat do kilku tygodni). Na rysunku 1 podano zarys opra-
cowywania biotechnologii wytwarzania metabolitéw roslinnych.

Duze nakiady na prace badawcze, koszty inwestycyjne, problemy techniczne hodowli ko-
morek in vitro (wiele roslin trudno jest hodowac¢ in vitro) sa jednak przyczyng powolnego
postepu w rozwoju przemystowej biotechnologii komérek roslinnych. U podstaw kazdej tech-
nologii z komérkami jako czynnikami procesowymi lezy znajomos¢ biologii uzytych komorek.
Omowienie aspektow technologicznych poprzedzone zatem zostanie analizg poréwnawczg réz-
nych typéw komoérek stosowanych w biotechnologii.
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Rys. 1. Etapy opracowywania przemystowej biotechnologii komoérek roslinnych.
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2. Komorki drobnoustrojowe, roslinne i zwierzece

Drobnoustroje - organizmy mikroskopijne - stanowig biologicznie niejednorodna grupe,
obejmujaca prokariotyczne bakterie, eukariotyczne grzyby (drozdze i grzyby strzepkowe), oraz
- stojace na pograniczu organizméw zywych - wirusy. Wszystkie stosowane w biotechnologii
drobnoustroje, z wyjatkiem wiruséw, ktére wymagaja komdorek gospodarza, daja sie stosunko-
wo tatwo namnazac¢ w bioreaktorze.

Poréwnujac komorki czterech typow organizméw stosowanych w biotechnologii (tab. 1),
fatwo zauwazyc¢ istotne réznice w ich wielkosci i masie. Komorki zwierzece sg kilkaset razy
ciezsze i okolo tysigca razy wieksze od komoérek bakteryjnych i pozbawione sztywnej Sciany
komoérkowej, ktéra zapewniataby im stabilno$¢ mechaniczng w hodowli in vitro. Stokrotnie
wieksze od komorek zwierzecych sa komorki roslinne, ale te z kolei wyposazone sg w Sciane
i dlatego sa bardziej odporne na dziatanie czynnikdw zewnetrznych. W warunkach bioreaktora
ich wielkos¢ moze jednak stwarza¢ problemy hodowlane i zmusza¢ do zapewnienia tagodnych
warunkéw mieszania. Komorki réznych roslin moga wykazywac¢ pod tym wzgledem znaczne
réznice.

Tabela 1
Przyktady wielkosci komoérek wykorzystywanych w biotechnologii
Komérki
Parametr bakteryjne drozdzowe zwierzece .

E. coli S. cerevisiae hybrydoma roslinne
masa (pg/kom.) 0,4 10 400-500 1-5x10"
wymiar (t"m) 0,5x2 2x8 <10 20-200
powierzchnia («m”) 3 100 >1000 <10000
objeto$¢ (um™) 1 50 >4000 >10 000
pow./obj. (am~") 3 2 0,3 0,1

Waznym parametrem biologicznym i technologicznym jest stosunek powierzchni do obje-
tosci komorki, ktory decyduje o efektywnosci wymiany materii pomiedzy komoérka a Srodowis-
kiem i wptywa na szybkos¢ metabolizmu. Przyswajanie sktadnikow odzywczych z podioza oraz
metabolizm w komodrkach zwierzecych i roslinnych sa kilkanascie do kilkudziesieciu razy wol-
niejsze niz u drobnoustrojow. Przejawia sie to przede wszystkim znacznie nizszg szybkoscig
namnazania (poréwnaj okresy generacji w tab. 2). W obrebie hodowli komérek roslinnych re-
kordowo szybko namnazajg sie komorki Nicotiana tabacum\ w bioreaktorze o pojemnosci
20 m" okres generacji wynosit 15 godzin, a dobowe przyrosty suchej masy komorkowej
zawieraly sie w granicach 5-10 g/l (1). Najnizsze namnozenie komoérek, rzedu 10® i plon bio-
masy ponizej 1 g s.m./l, uzyskuje sie w hodowli komoérek zwierzecych, podczas gdy biomasa
komorek roslinnych w bioreaktorze moze osiagga¢ 20-30 g s.m./l, a najwyzszy plon, do 50 g
s.m./l, uzyskuje sie w hodowli grzybéw strzepkowych (tab. 2). Komérki roslinne wyrézniaja sie
bardzo wysokim wspoétczynnikiem konwersji Zrédta wegla i energii w mase komérkowa, w
granicach 0,65-0,85 (2, 3).

Komérki zwierzece i roslinne charakteryzuja sie znacznie nizszym - anizeli bakterie i grzyby,
zapotrzebowaniem na tlen (tab. 2), co wynika z duzo wolniejszego metabolizmu. Ma to istotne
znaczenie technologiczne, gdyz pozwala na stosowanie mniej intensywnego napowietrzania
hodowli oraz tagodniejszych warunkéw mieszania. Dotyczy to zwlaszcza komadrek zwierzecych.
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Tabela 2
Wybrane parametry technologiczne komoérek
Parametr Komorki

bakteryjne grzybowe zwierzece roslinne
okres generacji (h) 0,1-1 1-10 10-50 15-120
namnozenie (komoérek/ml) do 10M do 10® do 10® do 10®
plon biomasy (g s.m./l) 5-15 10-50 0,1-1 5-30
czas hodowli (doby) 1-3 2-14 4-8 10-20
zapotrzebowanie na tlen (mg/g s.m. h) do 100 do 50 do 5 do 10

Kolejnym zagadnieniem biologiczno-technologicznym jest réznicowanie metaboliczne ko-
moérek organizmoéw wyzszych wynikajace z odmiennych funkcji, jakie petnig one in vivo w réz-
nych tkankach i organach. Uwarunkowane genetycznie réznicowanie komérkowe w roslinach
i zwierzetach znajduje sie pod kontrolg sygnatdw pochodzacych od innych komoérek, tkanek i
organdw. W efekcie nastepuje specjalizacja komoérek (tkanek), np. w zakresie biosyntezy lub
magazynowania okreslonych produktéw metabolizmu.

W warunkach hodowli in vitro - w bioreaktorze dazy sie natomiast do uzyskania mozliwie
jednorodnej populacji komérek wydajnie syntetyzujgcych pozadany produkt. Pozbawione na-
turalnego srodowiska, typowego oddziatywania pomiedzy komoérkami w tkankach oraz normal-
nych chemicznych sygnatéw wystepujacych w organizmie, komorki znajdujg sie pod wptywem
zastepczych oddziatywan czynnikéw chemicznych i fizycznych w bioreaktorze. Optymalizacja
tych czynnikéw, a zwilaszcza sktadu podtoza hodowlanego decyduje o przebiegu procesu i
wydajnosci produktu.

W hodowli in vitro komorki roslinne i zwierzece zachowujg swojg naturalng tendencje do
pozostawania w mniej lub bardziej zwartych potaczeniach liczacych po kilka do kilkuset ko-
morek, co utrudnia prowadzenie procesu biotechnologicznego i jego intensyfikacje. W hodowli
wielu typow komoérek zwierzecych nie udaje sie uzyskaé wzrostu w zawiesinie i konieczne jest
wowczas namnazanie komoérek w postaci tzw. monowarstwy, np. na Sciankach naczynia ho-
dowlanego, na wewnetrznych elementach mechanicznych lub na powierzchni specjalnych
mikronosnikéw (4). Ogolnie mozna wyrézni¢ nastepujace sposoby hodowli komérek organi-
zmow wyzszych in vitro, stosowane w pracach laboratoryjnych i procesach technologicznych:

1) na pozywce zestalonej, np. agarem;

2) na powierzchni inertnego nosnika obmywanego pozywka;

3) na powierzchni mikronosnikéw zawieszonych w pozywce;

4) we wnetrzu kuleczek zelu lub w kapsutkach;

5) pomiedzy potprzepuszczalnymi membranami lub rurkami;

6) w zawiesinie - w catej objetosci pozywki.

W odniesieniu do komérek zwierzecych podstawowe znaczenie technologiczne (produkcyj-
ne) majg obecnie hodowle na wewnetrznej powierzchni szklanych lub plastikowych naczyn, na
umieszczonych w tych naczyniach elementach o rozwinietej powierzchni oraz na powierzchni
tzw. mikronosnikéw, np, typu Cytodex (4). Przemystowa biotechnologia komoérek roslinnych
zwigzana jest natomiast przede wszystkim z hodowlg zawiesinowsa; w niektorych technologiach
moga by¢ stosowane réwniez komérki immobilizowane.
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3. Namnazanie komoérek roslinnych a biosynteza produktéw

W roslinach metabolity wtérne, bedace najczesciej przedmiotem opracowan technologicz-
nych, gromadzone sg zazwyczaj w komoérkach specjalnych typoéw, w réznych etapach rozwoju
rosliny. Wydajna produkcja tych zwigzkéw w hodowlach komérkowych wymaga zatem stwo-
rzenia specjalnych warunkéw procesowych dla wyselekcjonowanych linii komérkowych. Obec-
nie w hodowli in vitro mozliwe jest uzyskanie nagromadzenia ponad 30 bioproduktéw w ilosci
podobnej lub wyzszej, anizeli wystepujg one w roslinach (5-7). Wybrane przykiady podano
w tab. 3, natomiast tab. 4 zawiera przyktady metabolitow juz wytwarzanych w skali przemy-
stowej lub bliskich wdrozenia do produkcji (7).

Tabela 3

Nadprodukcja metabollléw wtérnych w hodowlach komérkowych (wg 5)

Zawarto$¢ produktu

Produkt
(roslina) w roslinie w hodowli komérkowej
(% s.m.) (% s.m.) (afl)
ginsenozyd (Panax giseng) 41 27 -
antrachinon (Morinda citrifolia) 2,2 18 25
antocyjany (Vitis sp.) 0 16 0,8
kwas rozmarynowy (Coleus blumei) 3,0 15 3,6
szikonina (Lithospermum erythrorhizon) 15 14 15
berberyna (Coptis japonica) 2-4 10 1,2
kwas szikimowy (Galium mollugo) 0 10 1,2
jatrozyna (Berberis stolonifera) 0 7 2,7
ajmalicyna (Catharanthus roseus) 0,3 1 0,26
serpentyna (Catharanthus roseus) 0,5 0,8 0,16
Tabela 4

Najbardziej zaawansowane biotechnologie pfoduktéw roslinnych wdrozone do produkcji
lub na etapie wdrazania (wg 2,18, 29)

Produkt Roslina Zastosowanie Firma
Lithospermum kosmetyki, Mitsui Petrochemicals
szikonina erythrorhizon farmacja (Japonia)
Coptis japonica Mitsui Petrochemicals
berberyna Thallictrum minus farmacja (Japonia)

Nitto Denki Kyogo
biomasa Panax ginseng farmacja (Japonia)
peroksydaza Raphanus diagnostyka Toyobo, (Japonia)
geraniol Geranium perfumy Kanebo (Japonia)
kwas rozmarynowy Coleus blumei farmacja Natterman, (RFN)

Boehringer
)S-metylodigoksyna Digitalis lanata farmacja Mannheim (RFN)
polisachrydy Echinacea purpurea farmacja DIVERSA Ges. (RFN)
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Rozwdj hodowli komérek roslinnych przypomina dynamike proceséw mikrobiologicznych.
Zasadniczy przyrost liczby kpmérek i stezenia biomasy ma charakter wyktadniczy (w tzw. fazie
logarytmicznej) lub liniowy. Srednia szybkos$¢ przyrostu suchej masy komérkowej ksztattuje sie
w granicach 5-10 g/l/dobe, a maksymalne namnozenie osigga 25-30 g/l. Zawartos¢ metabo-
litow wtérnych w biomasie (suchej masie) moze wynosi¢ kilka lub kilkanascie procent, a nawet
przekracza¢ 20%; na przyktad w hodowli Coleus blumei uzyskano 25% (5,6 g/l) kwasu roz-
marynowego, a w hodowli Lithospermum erythrorhizon otrzymano 23% (6,4 g/l) szikoniny (7).
Konicowe stezenie produktu na poziomie kilku graméw w litrze hodowli jest bardzo wysokim
osiggnieciem. Nalezy jednak odnotowaé, ze w drobnoustrojowych biosyntezach antybiotykéw
uzyskuje sie obecnie produkcje 10-30 g/l, a w wypadku penicyliny nawet okoto 50 g/l (8). Stato
sie to mozliwe dzieki dtugoletnim intensywnym pracom nad doskonaleniem szczepdw i proce-
s6w technologicznych. Mozna oczekiwaé zatem, ze biotechnologia komérek roslinnych ma
przed soba jeszcze wiele do osiggniecia.

Biosynteza produktu moze pozostawac¢ w réznych relacjach w stosunku do rozwoju hodowli
komoérkowej. Duza szybko$¢ wzrostu jest najczesciej niekorzystna dla biosyntezy metabolitéw
wtérnych; sprzyja jej natomiast limitacja wzrostu niskim stezeniem okreslonych sktadnikow
podioza oraz obecnos¢ lub brak okreslonych fitohormonéw (9).

W roslinach biosynteza wielu metabolitow jest Scisle zwigzana z réznicowaniem komoérko-
wym. Tymczasem w hodowli zawiesinowej komorki majg podobne warunki rozwoju i przejawiajag
podobng aktywnos¢ metaboliczng. Wydajng biosynteze produktéw w warunkach braku rézni-
cowania komoérkowego i morfogenezy mozna osiggng¢ w wyniku selekcji odpowiednich linii
komérkowych oraz doboru chemicznego skladu poditoza i pozostatych warunkéw hodowli.
Stymulacje produkcji mozna w niektérych procesach uzyska¢ wprowadzajac do podioza pre-
kursory. Wazng role stymulujaca lub hamujacg odgrywa regulacja hormonalna auksynami
i cytokininami. Z innych czynnikdw regulacyjnych nalezy wymieni¢ temperature, odczyn
poditoza, Swiatto (9).

Komorki roslinne gromadza zazwyczaj produkty metabolizmu w swoim wnetrzu, co bardzo
ogranicza wielkos¢ produkcji. Wydzielanie produktu poza komoérki zalezy od produktu, gatunku
rosliny i warunkéw hodowli. Pozakomérkowa produkcje stwierdzono w przypadku berberyny
w hodowli komérkowej Thalictrum minus w poditozu zawierajgcym auksyne i cytokinine, pod-
czas gdy w hodowli Coptis japonica berberyna jest gromadzona w komérkach (10).

4. Technika kultur komorkowych w bioreaktorach

Powszechnie stosowana laboratoryjna technika hodowli kalusa (niezorganizowanej masy
komoérkowej na powierzchni zestalonej pozywki), bedaca pierwszym etapem namnazania kultur
komérkowych in vitro (rys. 1), nie pozwala zazwyczaj na peilna ocene ich technologicznej
przydatnosci. Warunki hodowli kalusa nie zapewniaja maksymalnej ekspresji genéw warunkuja-
cych biosynteze metabolitéw wtérnych. Masa kalusowa przeniesiona do cieklej pozywki w kol-
bach wstrzgsanych ulega fragmentacji i dalsze namnazanie komérek zachodzi w zawiesinie -
w kolbach wstrzgsanych tub bioreaktorach.

Kolejne etapy powiekszania skali hodowli prowadzone sg w bioreaktorach zbiornikowych
z mieszadtem mechanicznym (rys. 2A) lub kolumnowych typu airlift (rys. 2B). Pierwsze sa
powszechnie stosowane w przemysle biotechnologicznym (co jest nie bez znaczenia dla wdra-
zania nowych biotechnologii), zapewniaja bardziej burzliwe mieszanie hodowli i umozliwiajg
intensyfikacje procesu. W odniesieniu do biotechnologii komérek roslinnych wymagaja one
jednak czesto zastosowania mieszadet o specjalnych wirnikach w celu unikniecia duzych sit
Scinajacych, ktére tatwo niszcza komoérki roslinne. Wady tej nie majg bioreaktory typu airlift,
stwarzajg one jednak pewne ograniczenia w zakresie kontroli warunkéw natlenienia hodowli i
powiekszania jej skali. Natlenienie hodowli jest regulowane jedynie przez zmiane szybkosci
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Rys. 2. Schematy podstawowych konstrukcji bioreaktoréw do prowadzenia proceséw z uzyciem komoérek
roslinnych. A - bioreaktor z mieszadtem mechanicznym, B - bioreaktor typu airlift z cyrkulacjg wewnetrzna,
C - bioreaktor ze ztozem fluidalnym, D - bioreaktor ze ztozem upakowanym; 1 - wlot powietrza, 2 - wylot
powietrza, 3 - rura przelewowa, 4 - zloze biokatalizatora, 5 - wlot cieczy (roztworu substratu), 6 -wylot
cieczy (roztworu produktu).
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napowietrzania (réwnoczesny wplyw na warunki mieszania), podczas gdy w bioreaktorach
mieszadtowych istnieje mozliwos¢ wyboru niezaleznej lub réwnoczesnej regulacji szybkosci
napowietrzania i szybkosci obrotéw mieszadla. Najwieksze bioreaktory stosowane obecnie do
hodowli komérek roslinnych majg 75 m® pojemnosci catkowitej (ok. 60 m~ pojemnosci roboczej)
i wyposazone sa w mieszadta o specjalnej konstrukcji (11). Obszerne omodwienie inzynieryjnych
aspektow hodowli komoérek roslinnych w bioreaktorach réznych typéw zawierajg prace specja-
listyczne (7, 12-15).

Obok hodowli zawiesinowej opracowywane sg modele proceséw z komérkami immobi-
lizowanymi (14, 15, 16), oraz konstruowane sg odpowiednie bioreaktory do takich proceséw
(rys. 2CD). Sposraod licznych metod immobilizacji najczesciej stosowane jest zamykanie komo-
rek roslinnych w zelach (np. alginianowym Ilub kappa-karagenowym) albo w bioreaktorach
membranowych (14). Komérki immobilizowane sa szczegdlnie przydatne do prowadzenia pro-
cesow biotransformacji, w ktérych uczestniczg pojedyncze enzymy lub uktady kilkuenzymowe.
Ponadto, w niektérych procesach komérki immobilizowane moga zapewni¢ uzyskanie znacznie
wyzszej produkcji pozadanego metabolitu, anizeli jest to mozliwe w hodowli zawiesinowej (17).

Immobilizacja komoérek przez zwigzanie ich z nosnikiem lub zamkniecie w okreslonej przes-
trzeni bioreaktora, zapewnia tatwe wydzielenie ich z zawiesiny poreakcyjnej i wielokrotne uzycie
w kolejnych procesach biosyntezy. Rozdzielenie namnazania komoérek i biosyntezy produktu
umozliwia niezalezne prowadzenie obu etapéw w warunkach dla nich optymalnych. Rozwi-
nieciem takiego modelu jest proces ciagly z uzyciem komdrek immobilizowanych, w ktérym
roztwdr substratu wprowadzany jest do bioreaktora z szybkoscig odpowiadajaca szybkosci
syntezy, a produkt odprowadzany jest w strumieniu hodowli wyptywajagcym z bioreaktora.

Komérki immobilizowane charakteryzuja sie szeregiem dalszych zalet (18). Nosnik spetnia
funkcje ochronng dla komérek, zabezpieczajac je przed mechanicznym uszkodzeniem.
W bioreaktorze z komérkami immobilizowanymi mozliwe jest uzyskanie znacznie wyzszego ich
zageszczenia, anizeli w zawiesinie, co zwieksza produktywnos¢ takiego ukladu. tatwiej jest
rowniez utrzyma¢ komorki wolno namnazajace sie.

Technologia komérek immobilizowanych ma jednak zasadnicze ograniczenie w zastoso-
waniu do proceséw z komdérkami roslinnymi. W zdecydowanej wiekszosci proceséw produkty
gromadzone sg bowiem wewnatrz produkujgcych je komdrek, co sprawia ze komoérki moga
by¢ wykorzystane tylko jednorazowo w pojedynczym cyklu produkcyjnym. Problem ten nie
istnieje w odniesieniu do nielicznych metabolitéw gromadzonych pozakomérkowo, czego przy-
ktadem jest berberyna w hodowli komérek Thalictrum minus (10) oraz kapsaicyna w hodowli
komoérek Capsicum frutescens (17). Pozakomoérkowe gromadzenie produktu mozna osiggnac
W pewnym stopniu przez stosowanie zabiegow zwiekszajgcych przepuszczalnosc¢ btony ko-
morkowej (18-20).

5. Przyktady procesow w bioreaktorach

w tab. 5 podano przyktady procesoéw biosyntezy produktow roslinnych w duzej skali. Przy-
stepujac do opracowywania procesu technologicznego z uzyciem komoérek roslinnych nalezy
uwzgledni¢ fizjologie komoérek, relacje pomiedzy synteza produktu a namnazaniem biomasy
i kinetyke procesu. Jezeli synteza produktu jest sprzezona ze wzrostem komoérek, umozliwia
to prowadzenie prostego procesu jednoetapowego, ktérego przyktadem jest produkcja aktyw-
nych immunologicznie polisacharydéw w hodowli Echinacea purpurea (21). Modyfikacja tego
procesu przez kilkakrotne okresowe odbieranie czesci hodowli i wprowadzanie odpowiedniegj
porcji Swiezej pozywki pozwala na znaczng jego intensyfikacje uzyskanie wyzszej
produktywnosci bioreaktora z pominieciem wstepnej fazy namnazania materialu posiewowego
(22). Analogiczng technologie opracowano dla procesu biotransformacji jS-metylodigitoksyny
do /3-metylodigoksyny w hodowli Digitalis lanata (23, 24).
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Tabela 5
Przyktady proceséw biotechnologicznych z komérkami roslinnymi (wg 18)
Produkt Bioreaktor (m") Proces Produkcja
kwas rozmarynowy 0,042 okresowy 100 g/14 déb
fi-metylodigoksyna 0,200 poiciagty 500 g/3 mies.
szikonina 0,750 okresowy 1,2 kg/2tyg.
biomasa Nicotiana 15 ciagty 6,9 g/l/dobe
biomasa Nicotiana 20 ciagly 5,8 g/l/dobe
biomasa Giseng 20 okresowy 0,5 g/l/dobe

Korzystnym rozwigzaniem jest hodovrla okresowa z zasilaniem Swiezg pozywka (fed batch
culture) o odpowiednio zoptymalizowanym sktadzie. Pozwala ona na utrzymanie aktywnych i
namnazajacych sie komoérek w warunkach wzrastajgcego ich zageszczenia, przedtuzenie fazy
produkcji, a w efekcie koncowym umozliwia uzyskanie wyzszego stezenia produktu. Technike
te zastosowano do biosyntezy berberyny w hodowli Coptis japonica (10).

Do proceséw, w ktérych produkt syntetyzowany jest w warunkach wzrostu silnie limitowa-
nego lub dopiero po zakonczeniu fazy wzrostu, klasyczng hodowle okresowg modyfikuje sie
w proces dwuetapowy. Po namnozeniu biomasy, oddziela sie jg od poditoza wzrostowego i
wprowadza do zoptymalizowanego podioza produkcyjnego. Takie postepowanie uzyte zostato
do biosyntezy szikoniny przez komorki Lithospermum erythrorhizon (18) oraz berberyny w ho-
dowli komérek Thaliclrum minus var. hypoleucum (10). Poniewaz unikatowa cecha tej drugiej
linii komoérkowej byto wydzielanie produktu do podtoza, proponowana jest technotogia z uzy-
ciem ztoza komodrek unieruchomionych w zelu alginianowym (10). Ztoze zalewane jest cyklicz-
nie pozywka na 30 sekund, po czym poddawane intensywnemu napowietrzaniu. Tylko taki
spos6b zapewnia dostateczne natlenienie zloza biokatalizatora w warunkach wysokich
wymagan tlenowych przez komoérki w fazie produkcji. Poniewaz w miare produkcji berberyny
jest ona gromadzona w recyrkulujgcej pozywce uzyskuje sie stezenie krytyczne dla jej krysta-
lizacji, i krysztaly oddzielane sa w specjalnym zbiorniku zainstalowanym w linii technologicznej.
W ten sposob z 1 litra pozywki mozna uzyskac¢ 2,4 g berberyny, podczas gdy w klasycznym
procesie hodowli okresowej uzyskiwano tylko 0,76 g/l (10). Technika komdrek immobi-
lizowanych proponowana jest réwniez w biotransformacji y3-metylodigitoksyny do /8-metylodi-
goksyny (25).

6. Warunki powodzenia biotechnologii komérek roslinnych

Uzyskanie dobrych wynikéw w biotechnologii komérek roslinnych zalezy od wielu czynni-
kow i jest efektem powodzenia na wszystkich etapach opracowywania procesu biotechnologi-
cznego (rys. 1, tab. 6). Do najwazniejszych nalezy selekcja wysokowydajnych linii komérko-
wych. Efekty prac selekcyjnych nad komérkami Coptis japonica prezentowane sg w tab. 7. Nie
mniej wazna jest optymalizacja podtoza produkcyjnego, ilosci inokulum i warunkéw natlenienia
(tab. 8),

Za ekonomicznie uzasadniona objetos¢ bioreaktora do biosyntezy srodkéw farmaceutycz-
nych proponuje sie co najmniej 1 m" (27). Podstawowym kryterium decydujgcym o wdrozeniu
nowej technologii jest jej optacalnos¢. Analiza kosztow produkcji (18, 27-29) okresla minimalne
stezenie koricowe produktu w bioreaktorze na poziomie ponad 1 g/l, przy jego cenie co najmniej
400-500 USD/kg. Zapotrzebowanie na produkt musi by¢ przy tym odpowiednio duze - wartos¢
rocznej produkcji na poziomie kilkudziesieciu min USD, aby celowa okazala sie inwestycja
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instalacji technologicznej. Produkty bardzo drogie, ale o niewielkim rynku zbytu, takie jak np.
olejek jasminowy (cena 5000 USD/kg, roczna wartos¢ sprzedazy 0,5 min USD), nie sg brane
pod uwage jako przedmiot opracowan biotechnologicznych (18, 28). Podobnie przedstawia sie
problem duzego rynku przy niskiej cenie, czego przyktadem jest olejek z lisci miety kedzierzawej
{spearmint oil): zbyt na poziomie 100 min USD, ale cena tylko 30 USD/kg (18, 28).

Tabela 6
Wyniki koiejnych etapéw opracowywania biotechnologii kwasu rozmarynowego
w hodowli komérek Coleus blumei (wg 18 i 26)
Kwas rozmarynowy
Etap zawarto$é produktywno$é
(% s.m.) (g/l/dobe)
1. Roslina Coleus blumei 11
2. Selekcja linii komérkowych 29 0,02
3. Optymalizacja podtoza i warunkéw hodowli 15,0 0,25
4. Powiekszanie skali; bioreaktor 20 |
airlift 10,3 0,31
z mieszadtem spiralnym 13,6 0,45
5. Optymalizacja technologii, proces dwuetapowy 21,0 0,91
Tabela 7
Wyniki selekcji linii komoérkowych Coptis japonica
Materiat (Ii’/l;osdumk; Czas PE;dgL;;t/)(;v(\)/gz)éc’
roslina (korzen) 5 5-6 lat 0,024
zawiesina komérkowa (przed selekcja) 5 3 tygodnie 2,3
wyselekcjonowana linia komdrkowa 13,2 3 tygodnie 6,3
Tabela 8

Wptyw podtoza, warunkéw natlenienia i ilosci inokulum na wzrost Lithospermum erythrorhizon

i produkcje pochodnych szikonony

Podtoze Inokulum (g s.m./l)  Plon biomasy (g s.m./l) Produkt (g/l)
White 3 6,8 0,13
Mg 3 11,3 1,40
Mg 4,9 16 1,90
M + doprowadzenie tlenu 5,6 17,5 2,30

WsSréd najbardziej optacalnych (obecnie lub w najblizszej przysztosci) biotechnologii wy-
mieniana jest produkcja szikoniny, glikozydéw nasercowych Digitalis, alkaloidéw opium, alka-
loidéw Catharanthus, olejkéw zapachowych oraz roslinnych prekursoréw lekéw steroidowych.
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Plant cell biotechnology

Summary

Technical requirements and conditions for plant cell cultures are described. Stirred tank reactors and
airlift reactors are most useful for the plant cell cultivation. The biology of plant, animal and microbial cells
and their growth characteristics in bioreactors are discussed, industrial examples of plant cell cultures
used for the biosynthesis of secondary products are presented.
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