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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb pozyskiwania helenaliny i dihydrohelenaliny oraz estrow
tych substanciji z kultur in vitro arniki znajdujgcy zastosowanie na rynku kosmetycznym i farmakolo-
gicznym.

Arnica petni znaczgcg role w zdrowiu cztowieka, zaréwno w zbalansowanej diecie, a takze jako
srodek farmaceutyczny o potencjalnym znaczeniu w leczeniu choréb uktadu krgzenia oraz w nowotwo-
rach.

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zainteresowania naturalnymi metodami leczenia. Gwat-
towne zwiekszanie sprzedazy lekéw roslinnych, wzmozony popyt na surowce roslinne powodujg, ze
zasoby roslin leczniczych pochodzacych ze stanowiska naturalnego zmniejszajg sie w zastraszajgcym
tempie.

Wobec powyzszych zagrozen, wiele roslin, w tym cenne rosliny lecznicze, objeto ochrong gatun-
kowg i rezerwatowg. Koniecznym stato sie poszukiwanie nowych mozliwosci pozyskiwania surowcéw
roslinnych, m. in. poprzez zaktadanie plantacji czy technike kultur in vitro.

Znany jest sposob pozyskiwania wykazujgcy obecnos¢ laktondw seskwiterpenowych helenaliny
i 11,13-dihydrohelenaliny oraz ich estrow w kulturze in vitro A. montana, ktérg wykazali Malarz i in.
(1993). Pedy i roslinki zdolne byly do produkgciji laktonéw, jakkolwiek komponenty te potwierdzone zo-
staly jedynie w czesciach zielonych, natomiast laktonoéw nie zawieraty korzenie. Malarz i in. (1993) wy-
kazali obecnos¢ octanu helenaliny (0,073%) w suchej masie lisci i zawartosc ta byta 4-krotnie wyzsza
niz w pozyskiwanych z kultury pedach. Obecno$¢ laktonéw seskwiterpenowych, jak przypuszcza Malarz
iin. (1993) moze by¢ zalezna od stadium rozwojowego i obecnosci korzeni. Zawartos¢ seskwiterpenéw
oznaczana byta metodg TLC/FID.

Z kolei Schmidt i in. (1998) stwierdzili, ze pedy rosngce na ptynnym podtozu MS z dodatkiem BAP
(1,13 mg/l), NAA (0,09 mg/l) i z sacharozg (10 g/l) zawieraty laktony, jakkolwiek ich ilo$¢ byta 10-krotnie
nizsza niz w roslinach pozyskiwanych ze stanowisk naturalnych, podczas gdy kultura kalusa transfor-
mowanego i transgeniczne korzenie uzyskane po infekcji A. rhizogenes nie zawieraty laktondw seskwi-
terpenowych. Kalynyak i in. (1995) wsrod kaluséw wyprowadzonych z korzeni uzyskali po dwoch latach
linie, ktére odzyskiwaty zdolno$é syntezy biologicznie aktywnych komponentéw specyficznych dla ro-
snhgcych w naturze gatunkéw A. montana i A. chamissonis. Wstepne analizy hodowanego in vitro kalusa
A. chamissonis supp. foliosa wykazaty obecnos¢ kwasu chlorogenowego, estrow kwasu kawowego
i kwasu chinowego oraz alanto- i izoalantolaktonéw.

Najwiecej doniesien na temat kultur in vitro Arnica montana pochodzi z prac Weremczuk-Jezyny
i Wysokinskiej (2000, 2004 ), Pawtowskiej, Weremczuk-Jezyny i Chmiela (2005, 2011). Celem ich badan
bylo opracowanie warunkéw mikrorozmnazania oraz uzyskanie réznych typéw kultur, a mianowicie
tkanki kalusowej, kultur zawiesinowych, pedowych oraz korzeni transgenicznych. Analizy fitochemiczne
wykazaty, ze uzyskane z kultury rosliny arniki produkowaty laktony seskwiterpenowe (helenaline, dihy-
drohelenaling oraz octan dihydrohelenaliny), sterole (sitosterol, stigmasterol), kwasy fenolowe (kwas
chlorogenowy, kwas kawowy) pochodne tymolu oraz olejek eteryczny, jednak w Sladowych ilo$ciach.
Stefanache i in. (2014) ujawnili, ze w pochodzgcych z kultury in vitro roslinach Arnica montana poziom
laktonéw seskwiterpenowych wynosit 1,29% i jest poréwnywalny z poziomem odnajdywanym w kwia-
tach superelity w uprawie polowej.

Jak wynika z przedstawionego przegladu literatury, do chwili obecnej, z powodu niewielkiej ilosci
aktywnych metabolitow wtérnych arnika tworzonych w warunkach kultury, droga z zastosowaniem bio-
technologii do wykorzystania tej rosliny w procesach produkcyjnych nie byta jeszcze otwarta. Nieocze-
kiwanie dzieki niniejszemu wynalazkowi mozna osiggng¢ ten efekt.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb pozyskiwania helenaliny i dihydrohelenaliny oraz estréw
tych substancji w kulturze in vitro z A. montana, A. montana cv. Arbo, A. chamissonis polegajacy na
tym, ze materiat do ekstrakcji pozyskuje sie z liSci ukorzenionych roslin o rozetach srednicy od 2 cm do
15 cm, na podtozach ptynnych lub zestalonych agarem, bogatych w makro- i mikrosktadniki (w ilosci
0,46-15 g/l), pozbawionych fitohormondéw, z dodatkiem sacharozy (w ilosci 5-40 g/l), dostarczanych
sukcesywnie lub jednorazowo w czasie czterech tygodni kultury, przy czym caty bioproces prowadzony
jest w warunkach wysokiej intensywnosci swiatta (10-150 umoli-? s1) i temperaturze 10-30°C. Przed-
miotem wynalazku jest, w odmianie, sposdb pozyskiwania helenaliny i dihydrohelenaliny oraz estrow
tych substancji w kulturze in vitro A. montana, A. montana cv. Arbo, A. chamissonis polegajgcy na tym,
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ze materiat pozyskuje sie w bioreaktorze, korzystnie kulowym, z wymiang pozywki, bez systemu mie-
szania, z wlotem sterylnego powietrza, przy zachowaniu proporcji pozywki w stosunku do materiatu
roslinnego.

Innowacyjnos$¢ rozwigzania polega na zastosowaniu metody kultury in vitro arniki gérskiej (Arnica
montana), jej odmiany Arbo (A. montana cv. Arbo) i arniki tgkowej (A. chamissonis) do produkcji tych
cennych laktonéw seskwiterpenowych.

Hodowla in vitro daje 7 do 30-krotnie wyzszg wydajnos¢ estrow helenaliny i dihydrohelenaliny
w poréwnaniu z uprawg polowg w przypadku lisci. Natomiast w poréwnaniu do kwiatéw to produktyw-
nosc¢ ta zwiekszona jest 2,8 do 10-krotnie w zestawieniu z analogicznymi populacjami prowadzonych
W gruncie.

Zawartosc¢ laktondw w odniesieniu do minimalnych wymagan (4 mg/g s. m.), dotyczgcych su-
rowca Arnicae flos to w kulturze in vitro w proponowanych przez nas warunkach wzrost ten jest 10 do
17-krotny. W stosunku do surowca z plantacji z selekcjonowanego elitarnego materiatu sadzeniowego
(9,6 mg/g s. m.) w warunkach prowadzonego przez nas produkcyjnego procesu biotechnologicznego
zawartosc¢ laktonow seskwiterpenowych jest 4,2 do 6,8-krotnie wyzsza.

Podsumowujgc, w dokonanych przez nas analizach porownawczych, dotyczacych zawartosci
laktonéw w poszczegdlnych organach badanych gatunkéw rosngcych w gruncie i w kulturze in vitro
wykazano rozwaj profilu syntetyzowanych zwigzkéw i znacznie wzmozong ich synteze.

Ekstrakty z kwiatow arniki gorskiej (A. montana) uprawianej w gruncie we Wroctawiu wykazaty
obecnos¢ helenaliny, dihydrohelenaliny i 10 ich estréw o ogdlnej zawartosci 6,86 mg/g s. m. W lisciach
stwierdzono sladowe ilosci helenaliny i jej pochodnych, natomiast obecna byta gtéwnie dihydrohelena-
lina i 4 jej estry (97,92%) o sumarycznej zawartosci 1,47 mg/g s. m., podczas gdy w kigczach (0,08
mg/g s. m.) i korzeniach (0,19 mg/g s. m.) obecna byta jedynie i wytgcznie dihydrohelenalina.

Kwiaty A. chamissonis zawieraty 2,59 mg/g s. m. laktonow seskwiterpenowych (LS), gtéwnie po-
chodnych helenaliny (71%) i chamissonolidy, a w lisciach (0,98 mg/g s. m.) obecna byta prawie wytgcz-
nie helenalina i jej pochodne oraz chamissonolidy.

Kwiaty A. montana cv. Arbo (10,10 mg/g s. m. LS) zawieraty 34,4% helenaliny i jej pochodnych,
a liscie (6,03 mg/g s. m. LS) charakteryzowata znaczgca przewaga dihydrohelenaliny i jej estrow
(97,2%). Jedynie dihydrohelenaline zawieraty rowniez ktacza (0,05 mg/g s. m.) i korzenie (0,19 mg/g s.
m. LS).

Badania prowadzone nad produktywnoscig w kulturze in vitro lici arniki wykazaty, po pierwsze
wysokg sumaryczng zawartosc laktondw seskwiterpenowych. Po drugie produktywnosé zmieniata sie
zaleznie od typu stosowanego podfoza. Po trzecie, znacznemu wzbogaceniu ulegat profil syntetyzowa-
nych laktonéw i obecne byly helenalina, dihydrohelenalina i wszystkie znane pochodne obu zwigzkéw
(od 7,2 do 68,42 mg/g suchej masy).

Metoda in vitro polega na hodowli ro$lin oraz izolowanych tkanek i komérek w odpowiednich po-
jemnikach, np. w szkle, w sterylnych warunkach, przy kontrolowanej temperaturze, wilgotnosci i oswie-
tleniu, na pozywce ptynnej lub statej. Jest bardzo dobrym sposobem rozmnazania wielu gatunkéw roslin,
zwlaszcza gatunkéw sprawiajgcych trudnosci przy rozmnazaniu generatywnym. Dzieki kulturom in vitro
pozna¢ mozna wymogi zywieniowe roslin i ich cykl zyciowy. Ponadto stanowi jedng z dr6g ochrony
zagrozonych gatunkéw roslin, pozwalajgc na diugotrwate zachowanie ich zasobdéw genowych.

Alternatywng drogg pozyskiwania tych metabolitéw bedg hodowle in vitro w bioreaktorach po
opracowaniu warunkéw optymalizacji produkcji. Uzyskanie statej, wysokiej produktywno$ci laktonéw
seskwiterpenowych w hodowli in vitro arniki stwarza realne i optacalne sposoby ich pozyskiwania me-
todami biotechnologicznymi w bioreaktorach. Najbardziej dostosowana do bioreaktoréw o tradycyjne;j
konstrukcji jest kultura zawiesinowa, ktéra pod pewnymi wzgledami przypomina kulture mikroorgani-
zméw. Przy obecnym poziomie zaawansowania technologicznego w celu mikrorozmnazania roslin
w bioreaktorach mozna prowadzi¢ praktycznie kazdy typ kultury, ktéry zostat opracowany w skali labo-
ratoryjnej. Bioreaktor odptywowo-zalewowy umozliwia nawet uprawe catych roslin. W praktyce gtéwnym
kryterium doboru bioreaktora jest sposéb mieszania oraz napowietrzania pozywki, a oba te parametry
powinny by¢ dopasowane do mechanicznej odpornosci roslin, tak aby nie zmienia¢ w sposdéb nieko-
rzystny jej wtasciwosci produkcyjnych. Powstanie nowatorskiego systemu okresowego zalewania po-
zywka (temporary imersion system) okazato sie szczegdlnie efektywne przy mikrorozmnazaniu roslin.
Najczesciej wykorzystywane do tego celu sg bioreaktory TIS RITA.
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Przyktad 1

Metoda pozyskiwania laktonédw seskwiterpenowych z kultury in vitro A. montana i A. montana cv.
ARBO na pozywce Murashige i Skoog (1962) w petnym stezeniu zawierajgca 30 g/l sacharozy w formie
ptynnej lub zestalonej agarem. Odczyn pozywki ustalony na 5,8. Na pozywke wszczepione zostajg pedy
uzyskane w drodze wczesniejszej izolacji jatowych wierzchotkow wzrostu lub prosciej wysiewu zdezyn-
fekowanych nasion. Po ustabilizowaniu kultury przez kilka pasazy prowadzone jest namnazanie mate-
riatu roslinnego przy zastosowaniu podioza MS bez dodatku hormonéw, a dla wierzchotkéw wzrostu
podtoza zawierajgcego cytokinine (0,5-1,0 mg/l BA) i auksyne (0,1 mg/l IBA). Po namnozeniu pozada-
nej ilosci peddéw przystepuje sie do dwdch cykli przygotowawczych.

Rosliny przenoszone sg na podtoza pozbawione hormondw roslinnych i umieszczane w dobrych
warunkach $wietlnych 60 umoli-2 s’1. W tych warunkach rozpoczyna sie obfity rozwdj lici, ktgczy i ko-
rzeni. Rbwnoczesnie ze wzrostem nastepuje namnazanie kultury przez obfitg inicjacje pgkéw kgtowych.
Gatunek charakteryzuje sie szybkimi przyrostami masy i wykorzystuje zawarte w pozywce sktadniki
mineralne w ciggu 6-8 tygodni. Cykl produkcyjny trwa maksymalnie 8 tygodni, a po tym czasie rosliny
pozostawione na tej pozywce szybko zamierajg z uwagi na brak sktadnikéw odzywczych.

Przyktad 2

W przypadku A. chamissonis stosuje sie analogiczne podioze i warunki wzrostu, jak dla gatunku
A. motana. Takson ten reprezentuje inny typ wzrostu, w przeciwiehstwie do rozetowej arniki gérskiej,
jest to bylina z dtugim petzajgcym kigczem. Ze znajdujgcych sie na kigczach weztdéw obficie wyrastajg
ulistnione pedy boczne. W kulturze in vitro rozwijajgce sie na tych pedach liscie sg takze zrédtem cen-
nych laktonéw i chamissnolidow w ilosci 7,2 mg/g s. m.

Przyktad 3

Innym przyktadem produkcji laktondw seskwiterpenowych w kulturze in vitro jest zastosowanie
tej samej pozywki MS w formie zestalonej agarem. Ten rodzaj podtoza u testowanych taksonéw powo-
duje poréwnywalny z podtozem ptynnym poziom laktonéw w lisciach, ale w przypadku A. montana cv.
Arbo synteza tych zwigzkéw wzrasta do 68,42 mg/g s. m, z rbwnoczesnym przesunieciem proporcji
pochodnych w kierunku helenaliny (1:2,8).

Przyktad 4

Sposdéb ekstrakcji: 5 g Swiezej masy materiatu roslinnego roztarto w mozdzierzu ceramicznym,
ekstrahowano 20 ml 96% etanolu lub chloroformie i 96% etanolu (1:1). Przefiltrowano i odparowano do
objetosci 11,5 ml. Ekstrakt rozcienczono w 50% etanolu, 40% wody oraz 10% acetonu i analizowano
za pomocg chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas.

Analize zawarto$ci estréw laktonéw seskwiterpenowych (helenaliny oraz 11a,13-dihydrohelena-
liny) przeprowadzono na aparacie Waters Acquity LC (Waters Corp., Milford, MA, USA) wyposazonym
w kolumne analityczng ACQUITY UPLC® HSS T3 1,8 um (50 mm x 1 mm; USA). Temperature kolumny
analitycznej ustawiono na 40°C i rozpoczeto program gradientowy elucji 70% rozpuszczalnika A (0,1%
kwasu mrowkowego w wodzie MilliQ) i 30% rozpuszczalnika B (0,1% kwasu mrowkowego w acetoni-
trylu). Kolumne eluowano z liniowym gradientem 30% do 95% rozpuszczalnika B w czasie 1 do 10 min;
95% rozpuszczalnika B utrzymywano przez 1 minute, a nastepnie z powrotem do 30% w 10,1 do 15
min przy szybkosci przeptywu 40 pl/min. Przy pomocy Xevo G2-Q-TOF (Waters Corp., Milford, MA,
USA) dokonano analizy masowej. Spektrometr byt wyposazony w Z-spray (zrodto jonizacji elektroroz-
pylanie). Napiecie kapilarne wynosito 3 kV, napiecie stozkowe 30 V. Gaz stozkowy i gazu desolwatac;ji
zostaty ustawione odpowiednio na 45 i 350 (I/h). Temperatura zrédta wynosita 90°C oraz temperatura
desolwatacji 500°C. Podczas analizy uzyto trybu jonéw dodatnich. Spektrometr masowy kalibrowano
standardem-enkefaling leucynowg (Waters Corp., Milford, MA, USA). Zakres badanych mas to
200-2000 m/z.

W opisanych ponizej warunkach kultury in vitro roslin arniki otrzymano wyzsze wydajnosci waz-
nych produkcyjnie laktonéw seskwiterpenowych (10-krotnie w stosunku do standardowych upraw kwia-
téw, a 4 do 7-krotnie wyzsze dla kwiatéw pochodzacych z genetycznie wyselekcjowanego materiatu)
oraz wzbogacono profil wystepujgcych estrow helenaliny i dihydrohelenaliny. Dzigki zastosowaniu po-
wyzszej metody uzyskano produkcje niezalezng od przebiegu warunkéw pogodowych, klesk zywioto-
wych, ataku patogendéw grzybowych bakteryjnych i inwazji szkodnikéw (owaddw, slimakéw, gryzoni).
Powyzsza metoda zapewnia stabilng i zréwnowazong synteze metabolitéw aktywnych w ciggu catego
roku, wiasciwie niewymagajgca obstugi z wyjatkiem okresu zatadowania reaktora lub zatrudnienia cza-
sowego 1 do 2 0sdb personelu w przypadku stosowania pozywki zestalonej agarem. W poréwnaniu do
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uprawy polowej musimy liczy¢ koszty ziemi, materiatu sadzeniowego, nawozéw, srodkéw ochrony, her-
bicydoéw, personelu ogrodniczego, zbieraczy kwiatow. Wymagania gatunku, co do typu gleby sg dosc¢
specyficzne - odczyn stabo kwasny z duzg iloscig humusu, gleba $rednio lekka. Po 3 latach koszty
przeniesienia plantacji w inne miejsce, prawdopodobnie na skutek zmeczenia ziemi. Znaczenie ma row-
niez to, ze w tej metodzie pozyskuje sie metabolity z jatowych roslin, co w $wietle nowych nadchodza-
cych uregulowan prawnych tworzonych w Unii Europejskiej ma duze znaczenie.

Przyktad 5

Przebieg i warunki kultury in vitro Arnica montana, A. montana cv. Arbo, A. chamissonis w biore-
aktorze: wszystkie etapy kultury in vitro i hodowli w bioreaktorach nalezy prowadzi¢ zgodnie z zasadami
tej techniki opisanej obficie w literaturze. Konieczne wyposazenie producenta w komory z laminarnym
przeptywem powietrza, autoklaw i suszarki.

a. Inicjacja kultury z selekcjowanego, badanego wczesniej na zawartos¢ laktondéw seswiter-
penowych materiatu roslinnego w postaci nasion, odmian lub sterylnych mikrosadzonek
nabytych w wyspecjalizowanych laboratoriach. W przypadku samodzielnej inicjacji kul-
tury jest to faza trwajgca najdiuzej, bo do 6 miesiecy. Nasiona przeznaczone do inicjacji
kultury umieszczamy w pakieciku z dobrej bibuty filtracyjnej lub filtra do kawy, zanurzamy
na kilkanascie sekund w 70% alkoholu. Do wtasciwego odkazania nasion stosujemy roz-
twor podchlorynu sodu 10-15 ml podchlorynu (ACE) na 100 ml sterylnej wody destylo-
wanej. Naczynie wytrzgsamy przez 15 minut, a odkazone, jalowe nasiona lub materiat
roslinny umieszczamy na jatowej pozywce.

b. Podloze stosowane w rozmnazaniu to pozywka Murashige i Skoog'a (1962) w formie
ptynnej lub zestalonej agarem firmy Merck agar-agar for microbiology (8-9 g/l). Kultura
prowadzona w pojemnikach o duzej pojemnosci, tj. kolby 2-5 litrowe, stoiki o pojemnosci
1-3 litra. Optymalna objeto$¢ pozywki zestalonej agarem to 100 ml na 7-9 g Swiezej
masy roslin na okres wzrostu od 6 do 8 tygodni. Stosujgc wieksze objetosci pozywki czas
ten mozna nieco wydtuzy¢. Po tym czasie sktadniki podtoza sg wyczerpane, czego
oznaka jest zotkniecie brzegow lisci. Jest to jednoczesnie sygnat, informujgcy o koniecz-
nosci wykonania pasazu, czyli przeniesienia roslin na swieze pozywki. W przypadku po-
zywki ptynnej objeto$¢ poczatkowa musi by¢ dobrze dobrana do wielkosci roslin, a ma-
teriat roslinny nie moze by¢ catkowicie zanurzony.

c. Pasaz-przenoszenie kultury na Swieze podtoza. W czasie przenoszenia roslin na $wieze
pozywki oddzielamy martwe fragmenty materiatu roslinnego, a kepy rozrywamy lub w ca-
tosci przenosimy do naczyh o wiekszej pojemnos$ci zawierajgcych pozywke ptynng lub
zestalong agarem.

d. Objetos¢ stosowanej pozywki zalezna jest od pojemnos$ci naczynia, w przypadku podtoza
ptynnego, objetos¢ ta moze by¢ zwiekszana w trakcie procesu produkcyjnego. W naczy-
niach w poczgtkowym etapie kultury poziom ptynu nie powinien przekracza¢ 5 cm, cat-
kowite zalanie rodlin pozywkg hamuje wzrost i powoduje zamieranie roslin.

e. Warunki fizyczne otoczenia kultury sg krytyczne dla wydajnosci. Wysoka produkcja lak-
tonéw seskwiterpenowych zalezy od intensywnosci swiatta pochodzgcego z mieszaniny
Swietléwek typu Day Light, Cool Light i Flora, ktéra powinna osigga¢ 60 umoli s1. Tem-
perature otoczenia kultury utrzymujemy w zakresie 20-25°C stosujgc dobrane odpowied-
nio systemy chtodzenia (klimatyzacji).

f.  Wydajno$¢ procesu. Przyrosty biomasy kultury w proponowanych warunkach sg szybkie
w ciggu 7 tygodni zwiekszajg sie one 7 do 10-krotnie, co jest podstawg sukcesu. Wydaj-
nos¢ porownywalng z plonem kwiatéw o bardzo wysokiej zawartosci laktonéw 9,4 mg/g
S. m. uzyskujemy w ciggu 7 tygodni w przypadku A. montana cv. Arbo (55,68-68.42 mg/g
s. m.) w 210 litrach pozywki ptynnej zawierajgcej w litrze 18 g roslin. Dla A. montana
(42,23-45.72 mg/g s. m.) wydajno$¢ te uzyskamy z 400 litréw pozywki, a dla A. chamis-
sonis (7,2 mg/g s. m.) z powodu najnizszej produktywnosci wydajnos¢ te osiggniemy do-
piero z 2000 litréw pozywki ptynnej, Godne odnotowania jest skrécenie czasu produkcji
Z sezonu wegetacyjnego do 7 tygodni.
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb pozyskiwania helenaliny i dihydrohelaniny oraz estréw tych substanciji w kulturze in
vitro A. Montana, A. montana cv. Arbo, A. chamissonis znamienny tym, ze materiat do eks-
trakcji pozyskuje sie z lisci ukorzenionych roslin o rozetach srednicy od 2 cm do 15 cm, na
podtozach ptynnych lub zestalonych agarem, bogatych w makro- i mikrosktadniki (w ilosci
5-40 g/l), pozbawionych fitohormondw, z dodatkiem sacharozy ( w ilosci 5-40 g/l), dostarcza-
nych sukcesywnie lub jednorazowo w czasie czterech tygodni kultury, przy czym caty biopro-
ces prowadzony jest w warunkach wysokiej intensywnosci $wiatta (10-60 umoli-? s1) i tempe-
raturze 10-30°C.

2. Sposob pozyskiwania helenaliny i dihydrohelaniny oraz estréw tych substancji w kulturze in
vitro A. Montana, A. montana cv. Arbo, A. chamissonis znamienny tym, ze materiat do eks-
trakcji pozyskuje sie w bioreaktorze, korzystnie kulowym, z wymiang pozywki, bez systemu
mieszania z wlotem sterylnego powietrza, przy zachowaniu proporcji pozywki w stosunku do
materiatu roslinnego.
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