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RESUMEN: Las plantas son una fuente importante de metabolitos que han sido usados como medicamentos,
pesticidas, saborizantes y fragancias. Con el fin de producir estos compuestos sin necesidad de cultivar la planta
completa, se ha propuesto la tecnologia de cultivo de sus células in vitro (callos, suspensiones y 6rganos). En este
trabajo se abordan diferentes aspectos ingenieriles del cultivo de células vegetales concernientes a la produccion de
metabolitos secundarios.

PALABRAS CLAVE: Cultivo de células vegetales, metabolitos secundarios, escalado, modelamiento,
inmovilizacion.

ABSTRACT: Plants are an important source of metabolites that have been used as medicines, pesticides, flavors and
fragrances. In order to obtain those compounds without growing the whole plant, the in vitro culture technology
(callus, suspensions and organs) has been proposed. In this work, some engineering aspects of the plant cell culture
concerning the production of secondary metabolites are discussed.
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1. INTRODUCCION

Las plantas han  sido  reconocidas
historicamente como fuente de un amplio
rango de compuestos utilizados como
medicamentos, pesticidas, saborizantes y
fragancias, entre  otros  (Tabla 1).
Tradicionalmente éstos se han obtenido
por extraccidbn  quimica,  pero este
procedimiento es dificil debido a las bajas
concentraciones de muchos de estos
compuestos en las plantas [1].

Tabla 1. Metabolitos de importancia farmacéutica
(2]
Table 1. Metabolites with pharmaceutical
importance [2]

Metabolito Uso (Sé’/slt("g)
Ajmalicina Antihipertensivo 37000
Camptotecina Antineoplasico 432000
Digoxina Cardiotonico 3000
Morfina Sedativo 340000
Taxol Anticancerigeno 600000
Vincristina Antileucémico 1000000
Vinblastina Antileucémico 2000000

El cultivo de células vegetales ha surgido
como una alternativa para la obtencion de
metabolitos de interés, en especial cuando las
plantas son silvestres, requieren largos
periodos de cultivo, tienen rendimientos de
metabolitos secundarios bajos o no se cuenta
con procesos de sintesis quimica. En este
sistema, la produccion es independiente de
factores externos como disponibilidad de
tierra, clima y condiciones geopoliticas;
ademas es posible controlar las condiciones de
cultivo, alcanzando mayor rendimiento y
calidad. Sin embargo, para lograr la aplicacion
industrial de esta estrategia es necesario
resolver algunos problemas como baja
productividad, crecimiento lento e
inestabilidad genética [3].

En un pais megadiverso como Colombia,
resulta pertinente la aplicacion de este tipo de
tecnologias para utilizar de manera productiva
estos recursos que ademas, gracias a las
condiciones climaticas, permanecen
disponibles durante todo el afio; sin embargo,
no es suficiente contar con el material
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bioldgico, siendo necesario desarrollar e
implementar la infraestructura adecuada para
lograr procesos productivos no sélo a escalas de
laboratorio sino industrial. En este trabajo se
revisan algunos de los aspectos ingenieriles
asociados con el cultivo de células vegetales
para la produccion de metabolitos secundarios,
con el fin de introducir esta tecnologia como
una estrategia para la utilizacion de la
biodiversidad colombiana.

2. CLASES DE CULTIVO IN VITRO

Existen fundamentalmente tres formas de
realizar cultivos in vitro: células en suspension,
células inmovilizadas o como tejidos u 6rganos.
La clase de cultivo afecta, entre otras cosas, el
crecimiento celular, la formacién de producto,
su purificacion y el tipo de biorreactor que
puede ser utilizado.

2.1 Cultivo en suspension

En las suspensiones, las células individuales se
distribuyen en forma homogénea a través del
medio de cultivo y por estar rodeadas del
mismo, se facilita la transferencia de nutrientes
y oxigeno hacia el citoplasma. Este tipo de
cultivo presenta la ventaja de permitir el control
relativamente sencillo de variables como
temperatura, pH y oxigeno disuelto; sin
embargo, pueden verse modificadas algunas
caracteristicas de las células presentes en las
plantas como su diferenciacion y la
comunicacion intercelular [4], lo que implica en
muchos casos la disminucioén en la produccion
de metabolitos secundarios, pues se ha reportado
que en algunas especies la sintesis de ciertos
metabolitos requiere la  coexistencia de
diferentes tipos celulares 0 la
compartimentalizacion intracelular [5].

Las suspensiones celulares finas estidn
constituidas  principalmente  por  células
meristematicas indiferenciadas, mas débiles e
inestables en comparacion con su estado en el
ambiente natural (6) pero con respecto a los
cultivos de células diferenciadas (raices y
brotes), presentan las ventajas de poder ser
cultivadas a mayores concentraciones celulares
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y a mayores velocidades de crecimiento [5].
En el cultivo en suspension el estado que mas
se aproxima a las condiciones naturales es la
fase estacionaria, en la que diversos autores
han reportado un cierto grado de
diferenciacion [7], observandose que la
acumulacion de metabolitos secundarios se
presenta principalmente durante este periodo;
sin embargo, en caso de metabolitos asociados
al crecimiento, su acumulacién puede ser
proporcional a la produccion de biomasa y se
ha observado durante la fase exponencial
en ciertas lineas celulares, tales son los casos
de la produccion de betalainas, carotenoides y
azadiractina [7, 8, 9].

Las células vegetales en suspension tienden a
formar agregados de manera natural ya que al
dividirse no se separan adecuadamente, lo cual
puede afectar la produccion de metabolitos
secundarios, probablemente por el  estrés
nutricional, especialmente de oxigeno, que es
causado por la limitacion a la transferencia de
masa en los agregados y por la diferenciacion
celular dentro de los mismos; ademas el
aumento de las interacciones intercelulares
puede facilitar el intercambio de sefiales y
metabolitos, necesarios en la sintesis de
algunos metabolitos particulares [5,10,11,12].
En la actualidad se conocen pocos procesos
industriales para la produccién de metabolitos
secundarios utilizando esta estrategia de
cultivo; algunos de los procesos exitosos han
sido la obtenciéon de paclitaxel, una droga
anticancerigena obtenida de suspensiones
celulares de especies del género Taxus por la
empresa Alemana Phyton hasta volimenes de
75000 litros; la obtencion de shikonina por
suspensiones celulares de Lithospermum
erythrorhizon y Dberberina a partir de
suspensiones de Coptis japonica por la
empresa japonesa Mitsui  Petrochemical
Industries Ltd. y finalmente la obtencion de
extractos de la planta Panax ginseng en
reactores de hasta 25000 litros por la empresa
japonesa Nitto Denko Corporation.

2.2 Cultivo de células inmovilizadas

Esta es una alternativa que ha mostrado en
muchos casos la estimulacion del metabolismo

secundario, debido probablemente a una tasa de
crecimiento mas lenta que favorece un mayor
fluyjo de nutrientes y energia hacia este
metabolismo, un mayor contacto célula-célula y
un mayor grado de diferenciacion, haciendo que
el ambiente fisico-quimico sea mas parecido al
de la planta [4, 7, 9, 13, 14, 15]. Las células
inmovilizadas presentan una mayor limitacién a
la transferencia de masa, debido a la resistencia
aportada por el soporte; ademas, se ha reportado
la induccién de cambios morfologicos y
fisiolégicos, que pueden estimular no so6lo la
produccion, sino también la liberacion de
metabolitos secundarios al medio, posiblemente
por la permeabilizacién de la membrana celular
[9, 14, 16].

La utilizacion de sistemas con células
inmovilizadas presenta la ventaja de mantener
retenido el biocatalizador, permitiendo su
reutilizacién y la operacion del proceso de
manera continua, usando altas tasas de dilucion
sin que ocurra lavado celular. Adicionalmente,
cuando el metabolito es liberado por la célula al
medio, se ven simplificados los procesos de
purificacion de los metabolitos de interés,
reduciendo el costo del proceso [3, 6, 13, 14].
La matriz de inmovilizacién provee una mayor
proteccion a las células, impidiendo que éstas
tengan contacto directo con el fluido y con
dispositivos mecéanicos dentro del reactor,
reduciendo de esta forma el estrés de corte al
que son sometidas y por tanto manteniendo la
actividad catalitica por mas tiempo, a altas tasas
de aireacion y agitacion [4, 13, 14]. La
productividad puede incrementarse mediante el
mantenimiento de altas densidades celulares, la
inducciéon de la liberacién del producto y la
eliminacion de la fase de crecimiento, que en el
caso de células vegetales representa gran parte
del tiempo del proceso (6,13). Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que la viabilidad de las
células puede verse comprometida, que el
metabolito de interés no debe estar asociado a la
fase de crecimiento y debe liberarse al medio, ya
que es indispensable inhibir la division celular
para evitar el rompimiento del soporte [2,14] y
éste no debe ser destruido en el proceso de
purificacion [6,13].

Los métodos fisicos de inmovilizacion son los
mas usados en el cultivo de células vegetales
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(Tabla 2) ya que tienden a modificar menos la
capacidad biosintética de las células debido a
que no involucran uniones covalentes con los
soportes [2,4,6,13,15]. Dentro de estos
métodos se ha usado fundamentalmente el
atrapamiento en gel [16] o en espuma [17].
Recientemente se ha comenzado a explorar la
posibilidad de wusar soportes inorganicos
(derivados de silice); este tipo de soportes es
mas resistente al estrés mecanico y no es
sensible al crecimiento celular [18]. En la
actualidad no existen procesos industriales en
los que se usen células inmovilizadas para la
produccion de metabolitos secundarios.

Tabla 2. Algunos sistemas de inmovilizacion utilizados
en el cultivo de células vegetales
Table 2. Several immobilization systems used in plant
cell culture

Especie Metabolito Matriz Ref
Solanum . Alginato
chrysotrichum Spirostanol de calcio 13
Cruciata Antocianinas Pef: tina / 14
glabra Quitosano
Capsicum Capsaicina Poliuretano 15
frutescens
Nicotiana Proteina o
. Silica 18
tabacum recombinante

2.1 Cultivo de 6rganos

La produccion de ciertos metabolitos esta
asociada a células muy especializadas o a la
interaccion de células en la planta, que en
algunos casos pueden ser de diferentes tipos
celulares [5]; en estos casos resulta util
cultivar el organo o tejido completo [6].
Existen dos tipos de organos que usualmente
son cultivados para la producciéon de
metabolitos secundarios: raices y brotes; éstos
se caracterizan por tener un patron metabolico
muy similar al de los 6rganos en la planta y
pueden o no  estar transformados
genéticamente; en el caso de células no
trasformadas el tejido se obtiene a partir de un
explante y la diferenciacion se logra utilizando
una combinacion apropiada de hormonas; los
organos transformados se obtienen utilizando

Agrobacterium rizhogenes, en el caso de
raices, o Agrobacterium
tumefaciens en el caso de brotes

[4,7,19,20,21,22,23,24,25].
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Los organos transformados tienen varias
ventajas con respecto a los organos sin
transformar y a los cultivos en suspension, ya
que requieren medios mas simples sin
reguladores de crecimiento, mantienen la
estabilidad genética y la produccion del
metabolito de interés por mas tiempo, crecen
rapidamente acumulando metabolitos
secundarios durante la fase de crecimiento y se
pueden cultivar a altas densidades de biomasa
[7,26]. Sin embargo, es importante tener en
cuenta las limitaciones a la transferencia de
oxigeno y nutrientes dentro de los 6rganos, por
lo que es necesario optimizar las operaciones de
transferencia de masa para evitar la necrosis
[4,7], aspectos importantes en el escalado de los
procesos [27].

Se ha encontrado que los requerimientos de
oxigeno para raices transformadas son similares
a los de los cultivos de tejidos de células de
mamifero; sin embargo los tejidos vegetales son
mas porosos, permitiendo la transferencia de
oxigeno por conveccion dentro de los tejidos,
por lo que los efectos convectivos en la
transferencia de masa cobran gran importancia
en este tipo de cultivo [27].

Las ventajas de este sistema de cultivo han
hecho comun su utilizacion (Tabla 3). Algunos
casos exitosos que han sido llevados hasta
niveles de produccién industrial son la
obtencion de camptothecina y podofilotoxina
por la compaiiia alemana ROOTec, la cual
soluciond los problemas de transferencia de
masa asociados con el escalado a través del
disefio de un sistema de biorreactores modulares
(LCMB) que escala el proceso incrementando el
nimero de unidades de fermentacion en lugar
del volumen [28]

Tabla 3. Especies vegetales cultivadas como raices para la
produccion de metabolitos secundarios
Table 3. Plant species growth as roots for the production of
secondary metabolites

Especie Metabolito Propiedades Ref
Artemisa annua Artemisina Antimalaria 21
Panax ginseng Ginsenosidos Anticancerigeno 22
Azadirachta Azadiractina Insecticida 23
indica
Beta vulgaris Betalainas Colorante 24
Salvia Acido Antioxidante 25
miltiorrhiza rosmarinico
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3. ASPECTOS INGENIERILES

Las técnicas, metodologias y reactores para el
cultivo de células vegetales en suspension se
han desarrollado a partir de la adaptacion de
procesos con células microbianas; sin
embargo, es importante tener en cuenta las
caracteristicas inherentes a las células
vegetales: alcanzan diametros de hasta 150
um, forman agregados de manera natural de
hasta pocos milimetros y en ocasiones pueden
sufrir procesos de diferenciacion, lo que
implica la heterogeneidad del cultivo [5],
tienen un tiempo de duplicacion de entre 20 y
100 horas, asi como una velocidad de consumo
de oxigeno de aproximadamente 10-1 mmol/lh
[29].

3.1 Agregacion

Las células vegetales, como ya se ha
mencionado, tienen una tendencia natural a
formar agregados cuando son cultivadas en
suspension; este hecho es de gran importancia
pues puede afectar tanto las caracteristicas
metabolicas del cultivo como la reologia de los
caldos; esta tltima variable es influenciada por
el tamafio de los agregados y por la forma de
los mismos, observandose que agregados
esféricos resultan en caldos Newtonianos
mientras que células elongadas resultan en
comportamientos no Newtonianos [30]. Otro
factor que es importante considerar cuando se
presenta el fenomeno de agregacion es la
heterogeneidad del sistema, pues al interior de
los agregados se presentan gradientes de
transferencia de masa y variaciones en las
condiciones de iluminacién con respecto a las
células de la periferia [31].

3.2 Agitacion y estrés hidrodinamico

La agitacion es una operacion fisica que
aumenta la homogeneidad del medio de
cultivo, disminuyendo los gradientes de
concentracion y temperatura, evitando la
sedimentacion de las células (11,32) vy
controlando el tamafio de los agregados
celulares (32). La agitacion, al igual que la
aireacion, genera fuerzas hidrodinamicas sobre

las células en suspensidn, lo que se traduce en
una respuesta metabolica que depende del
tiempo, la intensidad de la exposicién y las
caracteristicas fisiologicas de estas células
[29,11,32]. En los procesos de agitacion es
posible mantener constante la velocidad del
impulsor o el tiempo de mezcla. Se ha
encontrado que tiempos de mezcla elevados
afectan el crecimiento debido a la formacion de
zonas muertas dentro del reactor que presentan
una mayor limitacién a la transferencia de

oxigeno, mientras que tiempos de mezcla
pequefios favorecen el incremento de la
densidad celular debido a una mayor

homogenizacion del medio de cultivo [11].

Una forma de entender los efectos de estrés
hidrodindmico sobre los cultivos es a través de
la teoria de Kolmogorov, segun la cual durante
la agitacion se forman remolinos de diferentes
tamafos; los mayores extraen energia del flujo
principal, mientras que los mas pequefios
interactian directamente con las células,
haciéndolas rotar y en ocasiones causando dafios
a la pared celular cuando remolinos con
rotaciones contrarias y tamafos menores al de la
célula entran en contacto con ésta
simultdnecamente.  Segin la  teoria  de
Kolmogorov, los remolinos mas grandes son
inestables y tienden a disgregarse en remolinos
mas pequeios, hasta que la escala del remolino
0 “eddy” es tan pequefa que el nuimero de
Reynolds de los mismos no es suficientemente
grande como para que persista la inestabilidad y
su energia cinética es disipada térmicamente.
Esta teoria permite calcular el tamafio del
remolino mas pequefio que se produce bajo las
condiciones del fluido y la velocidad de
agitacion aplicada [33,34], lo que permite evitar
la formacion de remolinos que puedan afectar el
cultivo [35].

Existen diferentes estudios que muestran que las
células vegetales en suspension presentan
sensibilidad al estrés de corte [12], lo cual
usualmente se ha relacionado con su tendencia a
formar agregados, la existencia de paredes
celulares rigidas, la presencia de vacuolas
[35,36] y con su gran tamaifio de entre 20 a 150
um que puede coincidir con los valores de la
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microescala de Kolmogorov, que en estudios
conducidos con Catharanthus roseus en
reactores de tanque agitado ha mostrado estar
alrededor de 58 um [31]. Sin embargo, es
importante destacar que esta susceptibilidad no
es un hecho generalizado, encontrandose
diferentes reportes de lineas celulares
resistentes o que se han hecho resistentes, a
través del subcultivo repetido, en condiciones
de estrés de corte elevadas [37,38].

Un hecho importante relacionado con la
sensibilidad al estrés de corte en cultivos
celulares, es que el aumento de la viscosidad
en el medio tiene un efecto de proteccion
contra las fuerzas de cizalla, pues un
incremento en €sta disminuye las condiciones
de turbulencia [35,39]. En células vegetales se
ha demostrado que en ciertas lineas celulares
una respuesta subletal al estrés de corte es la
secrecion de glicoproteinas, las cuales
incrementan la viscosidad del medio de cultivo
[39,40]. Adicionalmente, se ha explorado el
efecto de la adicion de suplementos viscosos al
medio de cultivo, encontrandose efectos
favorables en la produccién de antocianinas
por Vitis vinifera [12].

Los cultivos de células vegetales usualmente
presentan un comportamiento no-Newtoniano,
determinado por las altas densidades celulares,
la agregacion y la morfologia de las células,
asi como por la secrecion de polisacaridos,
fendmenos que suelen incrementar la
viscosidad de los caldos, generando mayores
requerimientos de agitacion [29, 30,39].

3.3 Aireacion y transferencia de oxigeno

La composicién y concentracion de ciertos
compuestos gaseosos (oxigeno, didoxido de
carbono y etileno, entre otros) en el medio de
cultivo, es determinante en el crecimiento
celular y la sintesis de metabolitos secundarios
[41,42]; estas concentraciones dependen de
varios factores, como la temperatura, la
presion, el flujo de aireacion y la composicion
de los gases de alimentacion. El papel de la
aireacion en un cultivo celular puede entonces
entenderse desde tres perspectivas: en primer
lugar se encarga de suplementar el oxigeno
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necesario, en segundo lugar incrementa la
homogenizacion del medio de cultivo vy
finalmente es responsable de la desorcion de
metabolitos volatiles como el CO2 y el etileno
[40,41,42,43]. De este modo es fundamental en
el diseho de un biorreactor  hacer
consideraciones referentes tanto a los
requerimientos de oxigeno del cultivo, como a la
necesidad de mantener los metabolitos volatiles
en las concentraciones que estimulan la sintesis
de metabolitos secundarios.

El oxigeno favorece el crecimiento celular hasta
cierto valor de concentracion, después del cual
tiene efectos inhibitorios debido al estrés
oxidativo; sin embargo, en algunos casos este
efecto ha favorecido la acumulacion de
metabolitos secundarios [41,42]. El
requerimiento de oxigeno de las células
vegetales es del orden de 10-1 mmol/lh [44],
siendo menor que el de las células microbianas
que tienen velocidades de consumo de hasta 103
mmol/lh).

La optimizacion de la transferencia de oxigeno
puede lograrse incrementando la velocidad de
agitacion, la tasa de aireacion o su
concentraciéon en el aire suministrado; sin
embargo, las dos primeras estrategias presentan
algunas desventajas ya que se aumenta el
consumo de potencia [29,42,45], se genera
mayor estrés de corte sobre las células [12], se
puede presentar la formacion de espuma y puede
darse el arrastre de compuestos volatiles
importantes en el metabolismo secundario
[29,42,45]. De otro lado, el incremento de la
concentracion de oxigeno en la corriente de
entrada implica un aumento en los costos de
operacion, lo que debe considerarse en caso de
seleccionar esta estrategia para la aplicacion
industrial.

Tanto el etileno como el didxido de carbono
pueden actuar como hormonas necesarias para
estimular la produccion de metabolitos
secundarios [41,46]. Con el fin de mantener su
concentracion en el medio de cultivo se ha
empleado la re-inyeccion de aire exhausto con la
corriente de entrada [47], asi como el suministro
de estos compuestos puros mezclados con aire
(46).



Dyna 157, 2009

3.4 Diseio del biorreactor

Los biorreactores para el cultivo de células
vegetales se disefian usualmente mediante
adaptaciones y modificaciones de
fermentadores convencionales (Tabla 4),
teniendo en cuenta caracteristicas de este tipo
de sistemas como la sensibilidad al estrés de
corte, la dificultad para mantener la
homogeneidad de 1la suspension y los
requerimientos de transferencia de masa
[29.,47].

El biorreactor de tanque agitado (STR) ha sido
comunmente utilizado; sin embargo, es
importante destacar que es de dificil escalado
y presenta alto riesgo de contaminacion por la
presencia de partes moviles; ademas, cuando
éste es empleado debe de garantizarse tanto la
homogeneidad de la suspension como una
buena dispersion del gas en el liquido [44]. El
estudio del desempefio de diferentes tipos de
agitadores ha mostrado que las turbinas de
paleta inclinada con flujo axial ofrecen
importantes ventajas en sistemas en los que la
agitacion esta limitada por la resistencia al
estrés de corte de las células; otro tipo de
impulsores como las turbinas de disco con
paleta curvada y también podrian ofrecer
algunas ventajas [44].

También se han wusado Dbiorreactores de
agitacion neumatica como columnas de
burbujeo, reactores airlift y reactores con
agitacion con bombas centrifugas. Los
primeros son de facil escalado y generan poco
estrés de corte; sin embargo no proporcionan
el grado de homogeneizacion necesario. Los
segundos son una buena alternativa pues
suministran una mezcla adecuada, generan
poco estrés de corte [29] y presentan bajos
requerimientos de energia [3], aunque pueden
generar zonas muertas de alta densidad celular.
Los terceros fueron disefiados basandose en la
geometria de los tanques  agitados,
sustituyendo el agitador por una bomba
centrifuga; este tipo de reactores realiza un
buen mezclado sin comprometer la viabilidad
celular y ha sido ensayado con éxito en varias
especies  vegetales [48, 49,50]. Los
biorreactores de tambor rotatorio representan
una alternativa novedosa, pues proporcionan

una homogeneizacion adecuada con un bajo
estrés de corte y un menor requerimiento
energético. Ademas presentan una elevada
relacidn area/volumen, lo que los hace atractivos
como foto-biorreactores [3,4].

Cuando se trabaja con células inmovilizadas, se
utilizan biorreactores de membrana o de lecho
empacado que permiten tener mayor cantidad de
células por unidad de volumen; sin embargo
presentan limitaciones difusionales para la
transferencia de masa y para el suministro y
remocion de gases [3].

3.5 Modelamiento del proceso

El crecimiento celular puede describirse
mediante modelos que, dependiendo de como
consideran la poblacion y la estructura de la
célula, pueden ser segregados o no segregados y
estructurados o no estructurados. Los modelos
segregados consideran la heterogeneidad de la
poblacion, distinguiendo entre diferentes tipos
celulares, mientras que los no segregados,
consideran que la poblacion es completamente
uniforme. En los modelos estructurados, se
consideran los eventos intracelulares
especificos, mientras los no estructurados
definen a la biomasa como una variable simple
de  composicidon  constante, asumiendo
crecimiento balanceado.

Debido a la complejidad del proceso, pocos
sistemas de células vegetales en suspension han
sido  modelados; sin embargo es posible
encontrar la aplicacion de algunos modelos en la
literatura [3]. Por ejemplo, en cultivos de
Carthamus tinctorius se utilizo un modelo
estructurado compartimentalizado para describir
la cinética de crecimiento y la produccion de
vitamina E [56]; en cultivos de Eschscholzia
californica el crecimiento celular fue descrito y
predicho empleando un modelo segregado [57];
en suspensiones de Taxus chinensis el consumo
de sustrato, el crecimiento, la respiracion celular
y la produccion de placlitaxel se describieron
mediante un modelo estructurado [58] y en
cultivos de Azadirachta indica el crecimiento, el
consumo de nutrientes y la produccion de
azadiractina fueron descritos haciendo uso de un
modelo no estructurado y no segregado [9].
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Tabla 4. Algunos biorreactores utilizados en el cultivo de
células vegetales
Table 4. Several bioreactors used in plant cell culture

Reactor Especie Producto | V(L) | Rf
Podophylium Podofilotoxina 3 11
hexandrum
Stlzolo.bmm L-DOPA 7 47
hasjoo
Par.zax Ginsenosidos 2.5 49
Tanque notoginseng
agitado Aztz.dzrfzchta Azadiractina ) 50
indica
Cintanche Glucosidos 5 51
deserticola feniletanoides
Lithosp ermim Shikonina 750 52
erythrorhizon
Sausurea Flavonoides 2 26
medusa
Cistanche Glucosidos 5 51
deserticola feniletanoides
. Taxus Taxol y
Airlift baccata bacatina III 20 >3
Catharanthus Serpentina 100 54
roseus
Coleus. Acu,lov 300 55
blumei rosmarinico
Columna .
de Azqdlrg chia Azadiractina 3 50
. indica
burbujeo
Agitacion Paﬁax Ginsenosidos 2.5 49
notoginseng
por bomba tzadiracht
centrifuga zadirachla Azadiractina 3 50
indica

3.6 Escalado

Actualmente existen pocos procesos de
obtencion de metabolitos secundarios por
cultivo de células vegetales a nivel industrial,
debido principalmente a la baja productividad,
la inestabilidad de las lineas celulares y a los
problemas concernientes al escalado [4,48]. El
escalado del cultivo de células vegetales
presenta tres complicaciones principales: la
sensibilidad al estrés de corte, el suministro de
oxigeno y la remocion de compuestos volatiles
con la aireacion [6,48]. Varios estudios
muestran que dichos parametros afectan el
cultivo de manera especie-especifica e
inclusive dependiendo de la linea celular que
es empleada. Por ejemplo, en cultivos de
Taxus chinensis y Stizolobium hassjoo se ha
demostrado la importancia de la presencia de
compuestos volatiles sobre el crecimiento y la
produccion de metabolitos secundarios al
cambiar de escala [48,47], y en suspensiones
de Podophyllum hexandrum se concluyd que
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el estrés de corte era un factor determinante en
la disminucion de la viabilidad celular y por
tanto de la productividad en el cambio de escala
[11].

En el escalado de estos procesos es importante
implementar estrategias que permitan disminuir
las diferencias entre las dos escalas, como el
desarrollo de métodos de agitacion que generen
un menor estrés de corte, la implementacion de
sistemas de aireacion forzada que suministren el
oxigeno necesario y la recirculacion de parte del
aire exhausto o la inyeccién de compuestos
volatiles en la aireacién, para mantener la
composicion de la fase gaseosa constante
[11,48, 47].

4. EXTRACCION Y PURIFICACION

La purificaciéon es la etapa final del proceso y
determina un alto porcentaje del valor del
producto. Este proceso puede dividirse en las
siguientes etapas: remocion del material
particulado, concentracion de la solucion y
separacion del componente de interés. La
primera se realiza generalmente empleando
métodos de centrifugacion, filtracion o
decantacion; la segunda hace uso de técnicas no
selectivas de separacion como ultrafiltracion,
precipitacion, extraccion liquido-liquido o
absorcion, y en la tercera se captura el producto
por métodos selectivos como la cromatografia,
que permite alcanzar altos niveles de pureza y
mantener la actividad bioldgica del compuesto

(3]
4.1 Extraccion con solvente

Después de tener una solucion libre de material
particulado, se puede realizar una extraccion
con solvente; éste generalmente es un
compuesto organico en el cual es soluble el
metabolito de interés. El solvente adecuado para
realizar la extraccion es aquél que permite,
empleando la menor cantidad, obtener el mayor
grado de pureza del producto [59,60]. Ya que la
extraccion con solvente puede dejar impurezas,
usualmente se realiza una segunda extraccidon
con otro solvente {61]. En ocasiones es
conveniente combinar los métodos tradicionales
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de extraccion con otras técnicas que permiten
aumentar la solubilidad del metabolito y la
velocidad de transferencia de masa [62];
algunas de estas técnicas son: extraccion
Soxhlet, reflujo caliente [63], microondas y
ultrasonido [64], el cual es ampliamente
utilizado en la liberacion de compuestos
intracelulares al medio de cultivo ya que

aumenta la penetracion del solvente y
permeabiliza la pared celular.

4.2  Extraccion in situ

Las células diferenciadas poseen sitios

especializados para sintesis y almacenamiento
de los metabolitos secundarios, ademas de
contar con sistemas de encapsulacion de
sustancias citotoxicas. En ocasiones el proceso
de desdiferenciacion en el cultivo causa la
pérdida de estas -caracteristicas, pudiendo
causar la disminucion en el rendimiento del
producto [65]. Por esta razoén la incorporacion
de un paso de extraccion durante la
fermentacion ha demostrado aumentar la
productividad, pues dirige el equilibrio hacia
la formacion de productos, los protege de
degradacion y también se puede aplicar para
remover metabolitos que causen inhibicion. Se
han implementado principalmente  dos
estrategias: la primera se conoce como sistema
“solvente-medio”, que puede ser aplicada
mediante la adicion directa del solvente al
biorreactor o recirculando el medio a un
tanque externo donde entra en contacto con el
solvente [3]. mientras la segunda utiliza una
sustancia secuestradora que se incorpora en el
biorreactor, como el carbon activado, arcillas
activadas o el polietilenglicol, que remueven
selectivamente los productos de interés [65].

4.3 Permeabilizacion

Muchos metabolitos secundarios se acumulan
intracelularmente, lo cual es desventajoso si se
requiere utilizar continuamente o reutilizar la
biomasa; ademas eleva los costos de
purificacion y disminuye la produccion
(inhibicién feedback). Es posible lograr que
éstos se secreten al medio, mediante procesos
quimicos o fisicos; los primeros hacen uso de

surfactantes y solventes, pero en ocasiones
causan una deformacion permanente de la
membrana celular [66]. Los segundos
involucran la aplicacion de choques térmicos,
ultrasonido, electroporacion, cambio del pH
externo, alta presion e inmovilizacion, causando
generalmente cambios en la membrana soélo
durante el tiempo de aplicacién [67].

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En los dultimos 50 afios hemos asistido al
desarrollo de la tecnologia del cultivo de tejidos
vegetales in vitro para la produccion de
metabolitos secundarios; sin embargo la
aplicacion industrial de esta tecnologia ha
resultado  problematica  debido a las
caracteristicas de las células vegetales; aun asi
en la actualidad ya hay varios procesos que
utilizan esta estrategia; dadas las ventajas que
ofrece, es probable que en los préximos afios
numerosos procesos para la obtencidon de estos
productos utilizando este sistema aparezcan en
el mercado como resultado de la investigacion
que se lleva a cabo en el area. Nuestro pais tiene
la necesidad de adentrarse en este campo con el
fin de  aprovechar racionalmente su
biodiversidad, aunque a la fecha son pocos los
grupos que trabajan en el area.
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