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RESUMEN

Los cultivos de células vegetales en biorreactores ofiecen un gran potencial para la producciOn de
metabolitos secundarios, con importantes aplicaciones en la industria quimica, farmacéutica o
alimenticia.  Estos sistemas permifen controlar mejor la producciOn, a diferencia de los
métodos tradicionales con plantaciones, los cuales presentan variaciones en la calidad y cantidad
del producto debido a cambios climatoldgicas, estacionales, problemas geopoliticos o tenencia del
suelo.  Esta revisiOn presenta aleunos grupos de metabolitos secundarios de plantas, su utilidad y
ejemplos de sustancias con un potencial de produccion al nivel comercial en cultivos celulares.
Ademés, se presentan tres tipos de reactores (c€lulas en suspensiOn, células inmovilizadas y
biopeliculas de células), los problemas asociados con €l cultivo de células vegetales y los factores
que afectan la produccidn de los metabolitos secundarios.  Los anteriores factores involucran la
composiciOn del medio de cultivo (sales inorgdnicas, vitaminas, fuente de carbono, hormonas y
reguladores de crecimiento), la composicidn del gas suministrado (oxigeno, bidxido de carbono,
etileno), la temperatura, el pH, la radiacion luminosa, las caracteristicas de mezclado, la fase del
crecimiento celular, el grado de diferenciacion celular y la elicitacidn (bidtica o abidtica).  El
estudio y la manipulacion de los anteriores factores (variables operacidn) constituyen una etapa
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determinante para el diseflo de un proceso que utilice esta tecnologia como método de
produccion.

Palabras claves: Metabolitos Secundarios, Biomreactores, Cultivo de Celulas Vegetales.
ABSTRACT

Plant cell culture in bioreactors: a potential system for production of secondary

metabolites

Plant cell culture in bioreactors offers a great potential for secondary metabolites production, with
Important applications in chemical, pharmacist or nutritious industry. This system allows a
better production control, contrary to traditional plantation methods, which present variations in
the quality and quantity of the product due to weather or seasonal changes, geopolitical problems
or holding of lands. This review presents some groups of plant secondary metabolites, their
utility and examples of substances with a production potential at the commercial level in cell

culture.  Also, three types of reactors (suspension cells, immobilized cells and biofilms of cells),
associated problems with plant cell culture and factors that affect the production of secondary
metabolites are presented. The previous factors involve the composition of the culture medium
(inorganic salts, vitamins, source of carbon, hormones and regulators of growth), gas composition
(oxygen, dioxide of carbon, ethylene), temperature, pH, light radiation, stirring characteristics,
phase of cellular growth, degree of cellular diferenciation and elicitation (biotic or abiotic). The
study and the manipulation of the previous factors (operation variables) constitute a decisive step
for a process design that uses this technology like production method.

Key words:  Secondary metabolites, bioreactor, plant cell culture.

INTRODUCCION medicinales, farmacfuticas, alimenticias y
productos de quimica fina. Las técnicas de
micropropagacidn y mejoramiento de plantas

permitido  desarrollar  process  de

La biotecnologia vegetal es un d&rea
innovadora y enpleno desarrollo, que ofrece un ~ han

gran potential productive, especialmente si se
tiene en cruenta la cantidad de sustancias que
producen las células vegetales con aplicaciones

Los cultivos de células vegetales in vitro
ofrecen la posibilidad de producir metabolitos
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produccién de compuestos utilizando células
vegetales en diferentes tipos de biorreactores.

secundarios o realizar biotransformaciones
(transformaciOn de un compuesto suministrado
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exOgena-mente) en reactores, en un recinto
cerrado o en una planta industrial, sin
depender de extensas plantaciones,
caracterfsticas de los suelos, condiciones
climatolégicas e incluso problemas sociales o
de tenencia de la tierra. Lo anterior permite
incrementar la productividad de metabolitos
por unidad de biomasa en biorreactores, con
respecto a los cultivos en plantaciones,
reduciendo la presibn sobre los suelos que
estdn destinados a la alimentacién humana y
animal. De esta manera, la manipulacién de
las células vegetales en reactores es atractiva y
se convierte en una excelente opcidn para la
investigaciOn y el desarrollo. En este trabajo
se presenta un panorama general de la
produccion de los metabolitos secundarios de
plantas en reactores, algunos tipos de
biorreactores y los factores que se pueden
manipular para la produccién de determinado
metabolito. Dichas consideraciones deberdn
tenerse en cuenta en el planteamiento de
proyectos de investigacibn o en el
mejoramiento de procesos productivos en esta
area.

METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas tienen rutas metabOlicas
comunes en las que se producen azUcares,
acidos grasos, aminodcidos, proteinas, AND,
ARN o polimeros, 1so caules son necesarios
para su crecimiento y desarrollo. Estas
sustancias son conocidas como metabolitos
primarios. Los reguladores de crecimiento y
algunas fito hormonas (giberelinas,
citoquininas, auxinas) son considerados
metabolitos  primarios. Otras  rutas
metabOlicas son propias de un grupo
taxonOmico determinado — especie, género,
familia — y conducen a la sintesis de
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compuestos importantes para su relacién con
otros organismos: los pigmentos de las flores
que atraen a insectos  polinizadores,
compuestos que inhiben el crecimiento de
otros organismos (sustancias alelopaticas) o
que protegen a la planta productora de
infecciones  (fitoalexinas) o de  los
depredadores (disuasorios alimenticios) (Pifiol
y PalazOn, 1993). Estas rutas metabOlicas
constituyen el metabolismo secundario, el cual
puede definirse como la  biosintesis,
transformacion y degradacion de compuestos
enddgenos mediante proteinas de
especializacidn (Pifiol y Palaz6n, 1993). Los
productos de este metabolismo  son
denominados metabolitos secundarios y tienen
aplicaciones como  esencias, colorantes,
insecticidas, aditivos nutritivos o productos
farmacéuticos. Actualmente se registran méas
de 20000 metabolitos secundarios producidos
por las plantas y a éste nlmero se suma mas
de 1600 nuevas sustancias descubiertas cada
afio (Salisbury y Ross, 1994). Se considera
tres grandes grupos de  metabolitos
secundarios: los terpenos, los fenoles y los
alcaloides y de éstos compuestos s6lo un
nlmero reducido es producido por sintesis
quimica. Con el fin de mostrar €l potencial
que ofrecen estas sustancias, se presenta una
breve descripciOn de estos grupos con algunos
ejemplos.

Terpenos. Los terpenos son sustancias
quimicas que se encuentran en los aceites
esenciales, resinas 'y otras  sustancias
aromaticas de muchas plantas, por ejemplo en
los pinos y muchos tipos de citricos. Los
aceites esenciales son sustancias volatiles que
le dan esencia (olor) a muchas especies
vegetales.  Uno de los terpenos més comunes
es el pineno, que se encuentra, entre otros, en

1475



la trementina, extraida del pino (Luis, 2002).
Se sintetizan a partir del acetil Co-A. Otros
ejemplos de terpenos son los siguientes
(Salisbury y Ross, 1994; Seki er al, 1997).

Orozco S., F.; Hoyos S., R.; Arias Z., M.

- Diterpenos  (Cw). Precursores de las
giberelinas (hormona vegetal que promueve
el crecimiento generalizado de muchas

- Monoterpenos (Cuo). El geranil pirofosfato
(Cw) es el precursos de todos los
Monoterpenos. Generalmente  son
volatiles y hacen parte de los acites
esenciales.

- Sesquiterpenos (Cis). Forman parte de las
denominadas esencias y algunos tienen
actividad como fitoalexinas (protegen a la
planta productora de infecciones).

- Saponinas (Ca). Promotores de
germination, inhibidores del crecimiento de
las races, tienen efectos terapéuticos,
expectorantes, anti inflamatorios y
algunos tienen funciones como fitoalexinas.

- Glucbsidos  cardiotOnicos. Esteroides
formados a parti de la progesterone,
cardiotOnicos - farmacos irremplazables en
insuficiencias cardfacas y arritmias.

- Tetraterpenos  (Cu). Carotenos  y
xantofilas, componenentes de pigmentos
fotosintéticos. El B-carotene suede
proteger de ciertos tipos de cancer por su
acciOn antioxidante.

- Poli soprenoides (>Cw). EI caucho es un

ejemplo tipico.

Fenoles. Los fenoles contituyen un grupo de
productos naturales muy importantes. Se
encuentran, entre otros, en los taninos usados
en el curtido de pieles, refinacién de vinos,
producciOn de resinas fenOlicas y epOxicas,
entre otros (Vitores, 200).  Son compuestos
que poseen por lo menos un anillo bencénico
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plantas (Pifiol y Palaz6n, 1993). El taxol,
nombre comercial del paclitaxel - una
amida diterpeno, ha sido aprobado para su
uso como droga anticancer en mas de 40
paises.

- Triterpenos (Cx). Con funciones
fisiolégicas en las plantas. Los derivados
constituyen  esteroides con  funciones

hormonales de interés farmacéutico.

(-CsHs).  Su sintesis se relaciona con dos
rutas metabOlicas esenciales: la del &cido
shiquimico y la de los compuestos cetOcidos
(Pifiol y Palaz6n, 1993). Algunos ejemplos
son:

- Derivados policétidos. Derivados del
acetil Co A. Su unidad monomérica es
(-CH>-CO-).

- Derivados del é&cido shiquimico, como los
acidos fenOlicos que forman parte de

esencias, balsamos y resinas.  Algunos
atraen los insects favoreciendo la
polinizacion. Los derivados de los

taninos tienen efecto astringents (disuasores
nutritives), las cumarinas tienen efecto de
fitoalexinas, las ligninas y lignanos forman
parte de las resinas y de la pared celular.

- Flavonoides. Se conocen
aproximada-mente 2000  compuestos,
algunos son antioxidantes y activadores
enzimaticos.  El canferol participa en
polinizaciOn, las antocianinas tienen accion
fungitOxica, algunos flavonoides participan
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en la fijacion de nitrégeno: especies de las
leguminosas producen compuestos que
activan algunos genes de Rizhobium,
ocasionando nodulaciones y fijacién del
nitrégeno.

Alcaloides. Son compuestos secundarios que
poteen nitrOgeno en su estructura formando
parte de un anillo heterociclico. La mayoria
son bésicos como lo indica su nombre. Se
han aislado  aproximadamente  10.000
alcaloides de las plantas y se ha examinado
menos del 15% de las 250.000 a 500.000
species de plantas superiores del planeta. Se
forman por rutas metabOlicas a parti de
aminodcidos. Por lo general en una planta se
encuentran varios alcaloidees.  Asi, en el
latex de Papaver somniferum se encuentran
unos 30 alcaloides, entre ellos la morfina,
codeina, tebaina o papaverine, los caules son

- Alcaloides de bencilisoquinolina.  Entre
ellos se encuentran los principales
alacaloides del género Papaver, como los
alcaloides del opio - tebaina, codeina,
morfina y papaverina, de inter€s por sus
aplicaciones farmacoldgicas. La heroina o
diacetil-morfina, un derivado sintético de la
morfina, es el mas peligroso de todos los
farmacos de adiccion.

- Alcaloides indOlicos simples. Derivados
del triptéfano como la fisostigmina,
producida por las habas del calabar
(Physostiema venenosum) €s un agente
teraputico, aunque puede matar por
pardlisis  respiratoria. Inhibe 1la
acetilco-linesterasa, la enzima que destruye
la acetilcolina una vez que este compuesto
se ha activado para transmitir el impulso
Nervioso.
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principios actives de medicamentos. Algunos
greupos de alcaloides son los siguientes (Pifiol
y Palaz6n, 1993).

- Alcaloides  tropanicos. Se  conocen
aproximadamente 150 alcaloides
tropanicos. La hiosciamina, escopolamina

y atropina se utilizan en medicina como
anticolinérgicos. La cocaina es producido
por el género Erythroxilan.

- Alcaloides de nicotiana o alcaloides del
tabaco. La nicotina y nicotiana son
producidos por N. tabacunz, la anabsina es
producida por N, glauca.

- Alcaloides de quinolizidina, esparteina
(utilizado en medicina por su efecto
antiarritmico), lupanina. La cadaverina es
precursor de estos alcaloides.

- Alcaloides ind6licos complejos como los

alcaloides de  Catharantus: vindolina,
ca-rantina, serpentina o ajmalicina
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conpropiedades  antitumorales; o  los
alcaloides del cornezuelo, producidos por
hongos del género Claviceps.
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- Quinina y bases relacionadas. Alcaloides
ind6licos complejos  producidos  por
especies del género Chinchona (Rubiaceae),

- Estricnina.  Producido por semillas de
Strychnos (Loganiaceae), altamente tOxico
(dosis mortal para un hombre 30-60 mg).
En pequefias dosis estimula la actividad
muscular y mental y se usa en medicina
para combatir el efecto de estupor debido a
la morfina o por sobredosis de farmacos
con efectos depresivos.

agentes antipalUdicos, antirritmicos en el
tratamiento  de  ciertas  alteraciones
cardiacas.

La Tabla 1 presenta algunas sustancias
producidas mediante cultivos de células de
plantas, incluyendo metabolitos primarios y
secundarios.

Tabla 1. Sustancias reportadas de cultivos de células de plantas.
Alcaloides Lipidos
Alergenos Naftoquinonas
Antroquinonas Acidos nucleicos
Agentes antileucémicos Nuclebtidos
Agentes antitumorales Aceites
Agentes antivirales Opiatos
Aromas Acidos orgdnicos
Benzoquinonas Proteinas
Carbohidratos, incluyendo polisacaridos Perfumes
Glic6sidos cardiacos Péptidos
Calcones Pigmentos
Diantronas Fenoles
Enzimas Reguladores de crecimiento de plantas
Inhibidores enzimaticos Reserpina
Flavonoides, flavones Esteroides y derivados
Saborizantes (incluyendo edulcorantes) Azlcares
Furanocumarinas Taninos
Hormonas Terpenos y terpenoides
Insecticidas Vitaminas
(Lee, 1996).
TIPOS DE CULTIVO Y Reactores con células en suspension. En este
BIORREACTORES tipo de reactor las células estan suspendidas y

Los biorreactores para el cultivo de células
vegetales pueden clasificarse en tres grandes
grupos dependiendo del tipo de -cultivo:
células en suspensi0, células inmovilizadas y
reactores de biopelicula (Kargi y Rosenberg,
1987).
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se pueden mezclar libremente en el fluido,
bien sea como células individuales o en forma
de agregados. La principal ventaja es
proporcionar un ambiente de cultivo uniforme
para las células de las plantas. Una de sus
principales desventajas es el relativo bajo
control sobre el tamaflo de agregado de las
células. Se requiere cierto grado de
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agregaciOn (contacto célula-célula) y puede ser
necesaria la diferenciacidn celular para la
produccidn de los metabolitos secundarios.
Cuando los agregados formados son grandes,
los niveles de nutrientes en el centro de los
agregados puede no ser adecuado para soportar
la actividad metabGlica. El tamafio de los
agregados puede cambiar durante un cultivo
batch, dependiendo del esfuerzo de corte y
otros pardmetros como la concentracién de
iones calcio y la concentracién de compuestos
de carbono (Kargi y Rosenberg, 1987).
Ejemplos de este tipo de reactor lo constituyen
el reactor de tanque agitado, la columna de
burbujeo o el reactor airlift. Este UGltimo
reactor, junto con el de burbujeo, parecen ser
el tipo de reactor mas apropiado para el cultivo
de células vegetales en suspensiOn, debido a la
sensibilidad frente al esfuerzo de corte de las
células. Con el fermentador airlift se ha
obtenido una mayor produccifn de metabolitos
secundarios comparado con los reactores
agitados mecanicamente (Kargi y Rosenberg,
1987; Kreis, and Reinhard, 1989), aunque para
cultivos de alta densidad celular (20 — 30 kg
células secas / m’) son apropiados los reactores
agitados y para cultivos con densidades
celulares moderadas (15 — 20 kg células secas
/ m’ son adecuados los reactores air — lift
(Doran, 1999; Hu y Zhong, 2001), los cuales
presentan la ventaja del bajo costo de agitacion
(Futamura et a/, 2001).

La inmovilizacidn proporciona un mejor
contacto célula — célula y una mejor
diferenciacion de células, resultando en una
produccibn  mayor de  metabolitos
secundarios.

Se han desarrollado varios métodos de
inmovilizacibn: atrapamiento en gel, enlace
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También se podrian clasificar en este grupo
los reactores de tambor rotatorio o cilindros
horizontales, en los cuales se logra la
transferencia de masa con un relativo menor
consumo de potencia; son Utiles para procesos
cont ejidos snsibles al esfuerzo de corte y
favorece las fotobiorreacciones, si el reactor es
irradiado con luz, o los procesos con altas
viscosidades (Salisbury y Ross,1994).

Reactores con células inmovilizadas. Este
tipo de rectores contiene células inmovilizadas,
cuya pelicula de células no tienen un espesor
definido.  Algunas de las ventajas de la
movilizacibn son las siguientes (Kargi y
Rosenberg, 1987; Kreis and Reinhard, 1989).

La inmovilizacién proporciona una mayor
concentracién de células por unidad de
volumen del reactor, obteniendo una alta
productividad volumétrica de c€lulas y
producto.

La inmovilizacion elimina el problema del
lavado de células (washout) y permite el
re-uso de las células vegetales en un
sistema continuo y por largos periodos de
tiempo.

Las células estan protegidas contra los
esfuerzos de cizalladura.

covalente e inmovilizaciOn en membranas y en
reactores de fibras huecas.  Pueden usarse
reactores airlift o de lecho fluidizado
conteniendo burbujas de gel con células
inmovilizadas y aunque estos reactores
mejoran las condiciones transferencia de masa
con respecto a otros reactores de lecho
inmovilizado, se obtiene un crecimiento de
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células y produccibn de metabolitos muy
lenta. Se han realizado numerosos estudios
para mejorar esta producciOn, por ejemplo, una
duplicacion en la densidad del in6culo (células

Orozco S., F.; Hoyos S., R.; Arias Z., M.

inmovilizadas en alginafo) en un rfeactor de
Catharanthus roseus, duplic la concentracion
de ajmalicina (Lee, 2000). En los reactores

con lechos poliméricos DOrosos
(polifenilenedxido activado con
glutaraldehido) las condiciones

micro-ambientales son el principal problema.
Los reactores empacados tienen una alta
producci6n debido a la alta relacion superficie/
volumen.

Los reactores de fibras huecas han sido
ampliamente usados para la inmovilizacién de
células microbiales y mamiferas. También se
usa la microencapsulacion de célula de plantas
mediante  microcdpsulas de  membranas
poliméricas (poliestireno, nylon,
polilisina-alginato).

Reactores de biopeliculas de células. Estos
reactores tienen un espesor definido de la
pelicula de células inmovilizadas, lo cual
puede proporcionar un mejor ambiente para el
crecimiento de células y formacién de
metabolitos secundarios (Kargi y Rosenberg,
1987). Se reporta el cultivo de callos de
células de plantas con una cantidad mayor de
produccion de alcaloides comparado con
cultivos en suspensidn (Lindsey y Yeoman,
1983). La union de las células a superficies
de vidrio se obtiene con altas concentraciones
de calcio (se cree que los iones calcio forman
puentes entre las moléculas poliméricas, e.g.
pectina, y la superficie de vidrio). Algunas
de las ventajas de los reactores de biopelicula
son las siguientes (Kargi y Rosenberg, 1987):

Las c€lulas inmovilizadas sobre superficies
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de particulas inertes tienen un contacto
directo con los nutrientes de una fase
liquida bien mezclada y controlada. Se
puede cambiar el grado de diferenciaciOn
de las células, manupulando el espesor de
las  peliculas 'y las  condiciones
microambientales.

Las células tienen un contacto directo unas

con otras, lo cual permite una mayor
produccion demetabolitos.
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Se puede obtener una alta concentracion de
células si se usa una configuracién de
reactor con una alta  relaciOn
superficie/volumen.

Debido a que se diferencia claramente la
fase liquida de la fase s6lida, se simplifican
las operaciones de recuperaciOn de
producto.

Se elimina el problema del lavado de
células.

Los efectos de cizalladura son reducidos
con respecto a los reactores en suspension.

La Tabla 2 presenta un resumen de los
tipos de cultivo, tipos de biorreactores y
principales desventajas.

Tabla 2. Resumen de los tipos de cultivo, tipos de biorreactores y principales desventajas.

Tipo de cultivo

Tipo de reactor

Principales desventajas

Cultivo en suspensién ~ Tanques
mecé-nicamente.

Columnas en burbujeo

Reactores airlft con reciclo

nterno o externo.

Lecho empacado
Células
inmoviliza-das
(atrapamiento en gel,
enlace cova-lente,  Lecho fluidizado

encapsulacion) .
Burbujeo/airlift

Rev.Fac.Nal.Agr. Medellin.Vol.55, No.1.p.1473-1495. 2002.

Alto esfuerzo de corte. Nececita
bajas velocidades, r.p.m.<100.

Mezclado imperfecto a  bajas
velocidades de aireacioOn.

Mezclado imperfecto a  bajas
velocidades de recirculacion.

Heterogeneidad, mezclado
imperfecto, posibles limitaciones de
transferencia de masa.

Mezclado imperfecto

Mezclado imperfecto a  bajas
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Membrana
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velocidades aireacion/burbujeo.

Posibles limitaciones de
transferencia de masa intercelular.

Fibras huecas

Reactores de Lecho empacado

biopeliculas

Lecho fluidizado

Burbujeo

Control  de
microambientales

Heterogeneidad.
condiciones
dentro del reactor.

Heterogeneidad. Posibles
limitaciones de transferencia de
masa.

Mezclado imperfecto.  Remocin
de biopelicula a altas velocidades
del fluido.

Mezclado imperfecto.  Remocin
de la biopelicula a altas velocidades
del aire.

Kargi y Rosenberg, 1987).

Utilizaciébn comercial de reactores con
células vegetales. El primer proceso
comercial que utilizé células vegetales fue la

produccidn del colorante y compuesto
antibacterial shikonina, utilizando
Lithospermum  erythrorhizon en  1983.

Algunos productos reportados con un potencial
comercial se aprecian en la Tabla 3. Hay
muy pocos procesos comerciales reportados a
escala industrial, incluyendo la produccién de
shikonina, fosfodiesterasa, acido rosma-

rinico, gingseng (Zhong, Yu; y Yoshida ,
1995) 'y Dberberina (Sajc, Grubisic, y
Vunjac-Novakovic, 2000). La productividad
de compuestos en base seca, de células
vegetales, se puede incrementar
considerablemente en los cultivos celulares
con respecto a la productividad con plantas
intactas. La Tabla 4 muestra algunos
ejemplos que comparan el incremento en la
productividad de ciertos metabolitos en
biorreactores, con respecto a las plantas iz
vivo.

Tabla 3. Algunos metabolitos secundarios de plantas con un potencial comercial para obgtenerse

en cultivos celulares.

Producto

Uso Especie
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Producto Uso Especie
Drogas/Quimicos

Antraquinonas Laxante Morinda citrifolia
Ajmalicina Tranquilizante Catharantus roseus
Diosgenina Hormona Dioscorea deltordea
Tebaina Codeina Nicotiana tabacum

Rev.Fac.Nal.Agr. Medellin.Vol.55, No.1.p.1473-1495. 2002.

Ubiquinona-10 Droga cardiaca Catharantus roseus
Saborizantes/fragancias
Vainilla Saborizante Vanilla planifolia
Cocoa Saborizante Theobroma cacao
Aceite de rosa Fragancia Rosa damascena
Mentol Fragancia Mentha piperita
Jasmin Fragancia Jasmin grandiflorum
Colorantes/Pigmentos/Edulcoran
tes
Antocianina Colorante Vitis vinifera
Azafrén Colorante de alimentos Crocus sativus
Acido rosmarico Especia antioxidante Coleus blumer
Estevi0sido Edulcorante Stevia rebaudiana
Lee, 1996.
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Tabla 4. Comparacion de la produccifn de las células vegetales en biorreactores con
respecto a los cultivos madres

Producto Especie Produccién en % peso seco Raz6n de
cultivo de en plantas produccidn
células cultivo células
/plantas
Antocianina Vitis sp. 16424 10 16133160
Euphorbia milli 0,3
Perilla frutescens 1,5
Antraquinona Morninda citrifolia 18 2,2 82
Berberina Coptis japOnica 13 4 33
Thalictrum minor 10 0,01 1000
Acido rosmarinico Coleus blumei 27 3 90
Shikonina L. erythrorhizon 14 1,5 33

(Zhong et al.  Recent advances in planta cell cultures in bioreactors, 1995.

La Figura 1 presenta el diagrama de flujo L (14 dias) produce la misma cantidad de
de una fermentaciObn para producir  shikonina que un cultivo de plantas en
shikonina. Una sola corrida de 176400 metros cuadrados (Kreis, y
produccibn de shikonina con L. Reinhard, 1989).
erythrorhizon en un fermentador de 750

1484 Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin.Vol.55, No.1. p.1473-1495.2002.



Cultivo de células vegetales en.....

Figura 1.
para la produccidn de shikonina.
Se esperarfa obtener la sintesis de
cualquier producto natural en
biorreactores, pero no todos los cultivos de
células producen los compuestos naturales
y en general €éstos se acumulan en
pequefias  cantidades. Por esto los
mejores candidatos para la producciOn
comercial son los metabolitos secundarios
con un alto costo en el mercado. Las
células cultivadas son diferentes a las
células en la planta intacta en términos de
fisiologia, citologia y morfologia (Lee,
1996).  Esto implica que en muchos
casos es preciso la induccién de los
metabolitos de interés en los cultivos
celulares  (elicitacién) e inclusive la
extracciOn de los metabolitos del interior
de las células, ya que algunos no son
excretados al medio extracelular. La
induccién de los metabolitos depende de
mUltiples factores tal como se presenta en
las  secciones  posteriores y la

Rev.Fac.Nal.Agr. Medellin.Vol.55, No.1.p.1473-1495. 2002.

Diagrama de flujo de una fermentacién en dos etapas de L. erythrorhizon
Kreis y Reinhard, 1989.

concentraciOn de las sustancias de interés
en el medio de cultivo va a determinar en
gran medida el costo del producto.
Mientras md&s diluido se encuentre el
producto, mAs etapas unitarias de
purificacién se requerirdn y mas costoso
serd el proceso productivo y en este caso
se puede recurrir a resinas o polimeros
para extraer o concentrar los metabolitos
secundarios (Ju et a/, 1999; Lee, 2000).
El tipo de fermentador que se utilice, si es
de lecho empacado, columna de burbujeo
0 tanque agitado, también estd relacionado
con las variables de operaciOn y el costo
de produccion.
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Problemas asociados al cultivo de células
vegetales

En el cultivo de células vegetales deben

Orozco S., F.; Hoyos S., R.; Arias Z., M.

(interaccibn de viscosidad, mezclado y
transferencia de masa con el crecimiento
celular y produccién de metabolitos en un
biorreactos, formacibn de agregados

considerarse mUltiples factores: el medio
de cultivo (fuente de C, N, P, K,
micronutrientes, hormonas, etc), la
irradiaci6bn  (calidad  del  espectro,
intensidad y perfodo), el esfuerzo cortante
(sensibilidad a esfuerzos hidromecanicos,
tamafio de las células), el suministro de
oxigeno (el efecto en el crecimiento y
metabolismo), la composiciOn del gas (e.g.
bidxido de carbono y etileno), reologia
Las células de las plantas cultivadas en
suspensidn son mds susceptibles a los
esfuerzos de corte y crecen mucho mas
lento que las células microbinas, lo que
implica la necesidad de condiciones
asépticas muy exigentes para su cultivo.
Ademas, las células de plantas tienden a
formar agregados y la transferencia de
oxigeno es un factor critico para los
cultivos a gran escala. Debido a que
algunas  sustancias  son  retenidas
intracelularmente, la purificacion de estos
compuestos incrementa los costos de
produccion. La excrecibn de estas
sustancias puede realizarse controlando el
pH del medio o mediante la
permeabilizacion no destructiva de las
células inmovilizadas con sustancias
orgdnicas. Los niveles de produccion de
las sustancias de interés aln son muy
bajos y completamente variables (Lee,
1996).

celulares), el tipo de biorreactor (tanque
agitado mecanicamente, columna de
burbujeo, airlift, lecho empacado, tambor
rotatorio, entre otros), la temperatura, la
rapidez de crecimiento e inclusive la
variaciOn somaclonal de los callos o
cultivos de células (Jain, 2001; Lee,
1996).

Las Tablas 5 y 6 presentan los problemas
asociados con un cultivo de células
vegetales y la comparacién de tamafios
celulares, las superficies y volUmenes de
algunos microorganismos. La Tabla 7
presenta los tiempos de crecimiento de
diferentes cultivos celulares.

Tabla 5. Problemas asociados con un cultivo de células vegetales.
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Problemas BiolOgicos Problemas Operacionales

Baja rapidez de crecimiento Adhesidn de paredes
Heterogeneidad fisiolOgica Requerimientos de luz
Inestabilidad genética Viscosidad

Bajo contenido de metabolitos Sensibilidad al esfuerzo de corte
Secrecion de productos Asepsia

Zhong, op. cit. p. 463.

Tabla 6. Comparacién de tamafios celulares, superficies y volUmenes.

Especie Tamafio, m Superficie, m’ Volumen, m’
Serratia marescens 0,5x1,7 6,9 1,3
Escherichia coli 1,3x4,0 43 21
Bacillus megaterium 1,2x7,6 66 34
Sacharomyces cerevisiae 3,5 (esférica) 153 179
Coleus blumer 60,0 (esférica) 4500 900 000

Kreis & Reinhard, op. cit. p411.

Tabla 7. Comparacidn de algunos tiempos de crecimiento (tiempo de duplicaciOn y
velocidad especifica de crecimiento).

Especie Tiempo duplicaciOn, h Veloc. Especif. Crecim, h'
Escherichia coli 0.33 2.1
Nicotiana tabacum 15 0.046
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Orozco S., F.; Hoyos S., R.; Arias Z., M.

Coleus blumei 53 0.013
Catharantus roseus 72 0.01
Berberis wilsoniae 100 7
Digrtalis lanata 120 6

Kreiss & Reinhard, op. cit. p. 411.

Factores que afectan la produccién de
matabolitos secundarios

Tal como se present0 anteriormente, son
mUltiples los factores que afectan un
cultivo de células vegetales y la
produccién de metabolitos secundarios.
Elicitacién. El término elicitacibn se
refiere a la activacidn o incremento del
metabolismo secundario, provocada por
determinado factor y que conlleva a la
produccién de estos metabolitos. La
elicitacibn se clasifica en abiltica
(utilizando factores como la luz UV,
temperatura, concentracidn de sustancias
inorgénicas, pH, etc) y biltica (sustancias
producidas por organismos) (Akimoto, et
al, 1999). A su vez, la elicitacién biltica
puede ser clasificada con base en su
origen: exOgena (si las sustancias factores
de elicitaciobn  son  derivadas  de
microorganismos o insectos, (como el
quitosdn y sus oligbmeros) o endOgena
(elicitores originados de los compuestos
estructurales de las plantas) (Akimoto ef
al, 1999). El oligbmero alginato, por
ejemplo, actla como un elicitor end6geno,
de manera similar al oligbmero del acido
galacturOnico. Por el contrario el
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La manipulacién y control sobre estos
factores puede incrementar o disminuir
significativamente  la  producciOn  de
determinados metabolitos secundarios.

oligbmero de quitosan actla como un
elicitor exOgeno, al igual que muchos
extractos o sustancias producidas por
patdgenos, hongos o levaduras (Klessig ef
al, 2000). Los mecanismos intracelulares
de elicitacibn son complejos y en gran
parte desconocidos y la activacidn de
determinados genes (genes de resistencia o
avirulencia entre otros) depende del factor
de elicitacién. Dentro de estas sefiales de
activacibn  aparecen  las  especies
relacionadas con el oxigeno (ROS),
monOxido de nitrébgeno o el A&cido
salicilico (Akimoto er a/, 1999; Akimoto
et al, 2000; Bohlman ef al., 1998; Edwards
et al, 1997; Jabs et al, 1997; Lee et al,
2001). Con base en las definiciones
anteriores, la manipulacibn de muchos
factores abi0ticos, que afectan los cultivos
celulares y a su vez las rutas metab6licas
secundarias, pueden considerarse como
elicitores abiOticos. La manipulaciOn
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de los reguladores de crecimiento, las
hormonas, extractos flngicos, extractos
bacterianos o la sacarosa, podrian
considerarse elicitores bibticos.

Se puede lograr el incremento en la
produccion de fitoalexinas
(hidroxicinamoiltiraminas y compuestos
fen6licos enlazados a la pared celular) en
Solanum tuberosum y un mejoramiento
del crecimiento y produccién de cumarinas
en cultivos de raices de Cichorium intybus
elicitando con filtrados de Phytophthora
nfestans (Bais et al, 2000; Schidmt ef ai,
1998) o un incremento en la producciOn
del  sesquiterpeno  &cido  tesdrico
(compuesto usado como un anticolesterol)
en cultivos celulares de 7essaria
absinthioides mediante la utilizacion de
extractos de Verticillum sp., Monodictis
cataneae, Acremonium sp. y Aspergillus
niger (Kurina et al, 2000). El metil
jasmonato incrementd la produccidn de
taxoides en cultivos de 7axus (Ketchum ef
al, 1999) y los compuestos del corcho
incrementaron  la  produccibn  de
metabolitos secundarios en cultivos de
Sophora flavescens v Glycyrrhiza glabra
(Yamamoto et a/, 2001).

Composicion del Medio de Cultivo
Un medio de cultivo para células
vegetales estd constituido principalmente
por sacarosa, sales inorganicas -macro y
micronutrientes-, vitaminas, fitohormonas
A una concentracion de ion nitrato de 7
mM se presenta un maximo en la
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y reguladores de crecimiento. Existen
numerosos estudios que reportan el efecto
de la concentracibn de compuestos
inorganicos (principalmente los
compuestos de nitrégeno y  fésforo),
sacarosa y fitohormonas sobre la
producciOn de metabolitos secundarios.

Nitrégeno. El nitr6geno se suministra en
forma nitrica, amoniacal y en muy
pequefias cantidades en los aminoécidos.
La concentracidn de nitrOgeno y la
relacién de nitrgeno nitrico y amoniacal
puede afectar el crecimiento y la
produccién de metabolitos.  Asi por
ejemplo, en 2/3 del nivel de nitrégeno
normal se presenta un maximo en la
producciOn de digitoxina en un cultivo de
células en suspensibn de Digrtalis
purpurea, aunque también se reduce el
crecimiento celular.  La produccion de
digitoxina y el crecimiento celular se
reducen drasticamente en 1/10 y 10 veces
el nivel de nitrégeno normal (Collin,
1987).

producciébn de shikonina y en la
producciOn de biomasa de Lithospermum
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erythrorhizon, en un estudio entre 0 y 40
mM. Ademas, la produccién de
digitoxina se ve favorecida por una
relaciOn de nitrOgeno nitrico a amoniacal

Orozco S., F.; Hoyos S., R.; Arias Z., M.

orgénicos (Bhadra y Shanks, 1987). La
sintesis de antraguinona y el crecimiento
de células de Morinda citrifolia, la
acumulacién de digitoxina en Digitalis

de 2:1 en un cultivo de D. Purpurea
(Collin, 1987).  En un cultivo batch de
Catharanthus roseus, cuando se presenta
una limitacién del nitrOgeno (tanto nitrico

como amoniacal) se presenta una
excrecibn  significativa de  Aacidos
orgdnicos como el piruvato, lactato,

succinato y formato, con la consecuente
disminucién del pH del medio de cultivo
(Bhadra and Shanks, 1997).

Fosforo.  Una limitacion de fosfato
puede estimular o inhibir la produccidn de
metabolitos secundarios, segln la especie
vegetal. Knobloch et. al. reportan un
medio en el cual se eliminaron el fosfato y
el 2-4 diclorofenoxiacético (2-4 D) y se
incrementd la sacarosa hasta el 8 %,
ocasionando un incremento en la
produccién de cinamoil putrecina en
plantas de tabaco, al igual que la
formacion de alcaoides en Catharanthus
10S€lS. En un cultivo batch de C
roseus, cuando se presenta una limitacion
de fosfato, también se presenta una
excreciOn  significativa  de  &cidos
Hormonas y reguladores de crecimiento.
Las hormonas son compuestos que a
concentraciones muy bajas causan una
respuesta  fisioldgica en el vegetal,
promoviendo o inhibiendo el crecimiento,
participan en diferenciacién de Organos,
maduraciOn, etc (Salisbury y Ross, 1994).
Ademas de estas funciones, las hormonas
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purpurea y la produccién de shikonina en
cultivos  celulares de  Lithospermum
erythrorhizon fueron estimulados por un
incremento en la concentracion de fosfato.

En estos Ultimos casos la produccién de
los metabolitos fue estimulada por un
crecimiento activo de las células (Collin,
1987).

Fuente de carbono.  Normalmente se le
adiciona sacarosa a los cultivos de células
vegetales, pero una fuente diferente de
carbono puede afectar el cultivo. La
producciOn de digitoxina por D. purpurea,
nicotina en cultivos de tabaco y diosgenina
en cultivos de Dioscorea deltoidea se
reduce significativamente cuando se
reemplaza la  sacarosa por  otros
carbohidratos como la lactosa, maltosa,

galactosa, glucosa y rafinosa. La
producciOn de ajmalicina y serpentina se
incrementd cuando se aumentd la

concentracién de sacarosa de 2 a 6 %, en
cultivos de C. Roseus (Collin, 1987).

y los reguladores de crecimiento parecen
participar en la sintesis de algunos
metabolitos secundarios. La presencia de
las auxinas, 2,4-D, acido indol 3-ac€tico
(IAA) y &cido 1-naftalén acético (ANA),
incrementaron  la  produccién  de
escopoletina y escopolina en cultivos de
tejidos de tabaco. 2,4-D increment6 la
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producciOn de saponina en callos de Panax
ginseng 'y altos niveles de la auxina 2,4-D,
acido naftalén acético (ANA) e IAA,
increment0 la producci6n de los alcaloides

ind6licos en cultivos de Chinchona
ledgeriana.  Ademas, bajos niveles de
24-D 'y kinetina favorecieron la

produccién de diosgenina en cultivos de
Costus speciosus 'y la produccibn de
antraquinona en C. Ledgeriana (Collin,
1994). La adicién de 2,4 D en cultivos
celulares de Vitis sp. mejor0 la formacin
de glucbsidos de quercentina (Kokybo er
al, 2001).

Composicion del Gas Suministrado

La composicibn de los  gases
suministrados a los cultivos celulares no
sOlo afectan el crecimiento y el desarrollo
vegetal, sino que también pueden afectar
la diferenciacion celular y la producciOn
de metabolitos secundarios de una manera
variable. El intercambio gaseoso
involucra el suministro de oxigeno y la
remocidn de metabolitos gaseosos como el
CO,, etileno, etano, acetaldehido y etanol
(Nour y Thorpe, 1994).

Mezclado. Los biorreactores requieren
del mezclado y de la agitacidn para
homogenizar el medio de cultivo, permitir
la transferencia de masa (intercambio de
nutrientes, oxigeno, metabolitos), facilitar
la transferencia de calor y evitar o
disminuir la sedimentacion de las células
vegetales o sus aglomerados. Como
consecuencia del mayor tamafio de las
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La acumulaciOn o aplicaciOn de gases
como el etileno y el CO:2 pueden promover
el crecimiento y regeneraciOn en callos en
algunos casos o inhibir los cultivos de
brotes de Magnolia soulangeana o la
regeneracién de raices de discos de hojas
de tomate. La acumulaci6n de estos
gases también promovieron el desarrollo y
elongacién de brotes axilares de 7huj
accidentalis (Nour y Thorpe, 1994).  En
un reactor de tanque agitado con C.
roseus, la alta  concentracién  de
metabolitos £ase0sos, redujeron
significativamente la  produccién de
ajmalicina (Shalatman er a/, 1997). El
CO: y el etileno afectan la formacion de
berberina en cultivos celulares de 7.
munus, duplicando la produccién de este
metabolito cuando se suministr0 una
mezcla de estos gases a un reactor airlift.
El oxigeno por encima de ciertos valores
puede afectar la produccidn de ciertas
enzimas, _ glucuronidasa y metabolitos
secundarios en cultivos de tabaco (Zhong,
Yu y Yoshida, 1995).

células vegetales con respecto a los
microorganismos - bacterias o levaduras-
y la presencia de una pared celular rigida e
inflexible, las células vegetales son
particularmente sensibles a los esfuerzos
de corte y presentan mayor sedimentaciOn
en los reactores con células en suspension.
Por encima de cierto nivel de esfuerzo
cortante, se reduce la viabilidad del
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cultivo, masa celular y productividad
celular, tal como ha sido demostrado para
cultivos de tabaco, Catharanthus roseus y
P frutescens (Zhong, Yu y Yoshida,

Orozco S., F.; Hoyos S., R.; Arias Z., M.

anterior, un incremento de la proporciOn
relativa de fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina (Toivonen, 1993).
La insaturacién de los A&cidos grasos

1995). Se usa el concepto de esfuerzo
para condiciones de flujo laminar, un
esfuerzo de corte critico entre 80 y 200
N/m’ (Sajc, Grubisic y Vunjac-Novakovic,
2000). Los niveles de esfuerzo cortante
por debajo de los cuales se evita el dafio
celular, son suficientes para permitir un
mezclado eficiente de la fase liquida y
permitir un intercambio de gases adecuado
(Sajc, Grubisic y Vunjac-Novakovic,
2000). A nivel de laboratorio son
normales velocidades de agitacién entre 80
y 150 rpm en equipos como los agitadores
orbitales (Orihara et a/, 1994; Orihara y
Furuya, 1994; Szabados et al, 1991)
aunque en un proceso de escalado debe
proporcionarse la misma intensidad de
mezclado y esto contituye un problema
que no es fécil de solucionar en la mayoria
de los casos.

Temperatura

La temperatura afecta considera-blemente
una célula y una de sus mayores
manifestaciones se presenta en las
membranas bilipidicas de ésta.  Una
disminucibn en la temperatura del cultivo
incrementa el contenido total de &cidos
grasos por peso de células secas, con
respecto a las temperaturas superiores, ya
que se presenta una mayor acumulacion de
&cidos insaturados Cis.  En un estudio
con C. roseus, se observO ademads de lo
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permite conservar una fluidez de la capa
bilipidica aproximadamente constante con
la temperatura. De manera similar, la
temperatura también parece afectar el
metabolismo  secundario de  algunas
especies: asf, la disminucién en la
temperatura de 27°C a 16°C, caus0 un
incremento en la produccion de ajmalicina
y serpententina en cultivos de C. roseus
(Collin, 1987). La disminucién en la
temperatura parece causar un estrés de tal
manera que se inhibe el crecimiento y
algunos compuestos intermediarios se
orientan hacia las rutas del metabolismo
secundario (Collin, 1987).

Irradiacion luminosa

La radiacién visible puede afectar el
crecimiento celular dependiendo de la
longitud de onda de la radiacibn, la
intensidad y el perfodo de exposicion.
La luz puede afectar la formacion de

diversos compuestos como las
antocianinas, vindolina, catarantina y
tiofeno. Una intensidad de la luz visible

de 272 W /em’ afecta la formaci6n de
antocianina en cultivos celulares de Peri//a
frutescens en un biorreactor (Zhong, Y y
Yoshida, 1995). En cultivos de C. roseus
la luz redujo el efecto inhibitorio que tiene
el ion fosfato en la acumulacién de la
antocianina y alcaloides ind6licos como la
serpentina.  Ademads, la luz blanca y
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especialmente la luz azul, tuvo un efecto
estimulatorio en la produccidn de
cardenOlidos en cultivos celulares de
Digrtalis lanata (Collin, 1987).
Generalmente  la  produccidn  de
metabolitos secundarios se presenta en la
fase estacionaria o en la parte final de la
fase exponencial del crecimiento celular,
una vez el crecimiento celular ha
disminuido y se activan con mayor
facilidad las rutas metabOlicas secundarias.
Sin embargo, numerosos  reportes
demuestran que la  producciOn de
metabolitos, dependiendo del metabolito y
de la especie, puede presentarse en
diferentes fases del crecimiento celular.
En un cultivo celular de C. roseus, se
apreciO que la producciOn de ajmalicina y
tabersonina, se presenta en la fase
exponencial del crecimiento, mientras que
la produccién de serpentina no estd
asociada al crecimiento y se presenta en la
fase estacionaria del crecimiento celular
(Bhadra y Shanks, 1997).

Diferenciacién celular y cultivo de
Organos

La diferenciacién de un cultivo de
tejidos vegetales estd asociada con
incremento  en la  produccibn  de
metabolitos secundarios, al presentarse un
incremento en la agregacion celular, la
producciOn de tipos especificos de células,
desarrollo de cloroplastos y pigmentaciOn
verde e iniciacibn de estructuras maés
organizadas como embriones, raices y
brotes (Collin, 1987). Los alcaloides
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Fase de la curva de crecimiento celular

codeina y tebaina s6lo se hallan en callos
y suspensiones celulares si se presentan
células embriogénicas. De igual manera,
la  formacibn de  embriones en
suspensiones  celulares de  especies
solanaceas, esta asociada con un
incremento en la produccion de alcaloides
tropanicos (Collin, 1987). En cultivos de
Atropa belladona se ha determinado que el
sitto  primario para la sintesis de
hiosciamina son las raices y la
bioconversion  de  hiosclamina  a
escopolamina se presenta principalmente
en las partes aéreas de la planta. Por lo
anterior, se ha estudiado el cocultivo de
raices y brotes de A. belladona y un
hibrido de Duboisia leichhardti x D.
myoporoides para la sintesis, translocacion
y  bioconversibn de hiosciamina 'y
escopolamina (Scragg, y Arias, 1992).
Se reporta el cultivo de vellos radicales
para el mejoramiento de la producciOn de
los metabolitos secundarios de mUltiples
especies como  Nicotiana  tabacum,
Scopolia japonica, Catharanthus roseus,
Beta  vulgaris,  Amsonia  elliptica,
Lithospermum  erythrorhuzon, Lobelia
inflata, Panax gingseng, Cassia torosa, etc.
(Szabados et a/, 1991).

Modificaciones en el biorreactor
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El tipo de biorreactor y la forma de
operacién pueden afectar
considerablemente un cultivo de células
vegetalees y 1a producciOn de metabolitos

Orozco S., F.; Hoyos S., R.; Arias Z., M.

consumo de potencia (Wang y Zhong,
1996). El estudio de la agitacion del
medio de cultivo y el flujo del aire,
permite construir curvas de operacifn, con

secundarios. La produccibn de
capsaicina, por peso de células secas, se
duplicO en un biorreactor de células
inmovilizadas con respecto a un cultivo de
células en suspension de Capsicum
futescens (Collin, 1987). La produccién
de hiosciamina y escopolamina fue
significativamente mayor cuando se
cultivaron raices y brotes de Awzopa
belladonay Duboisia sp. En un biorreactor
dual - dos recipientes diferentes
concectados con un tubo entre ellos- con
respecto a un solo biorreactor que contenia
ambos tipos de Organos en un mismo
recipiente. El tubo concector permite la
traslocacion de la hiosciamina producida
en las raices hasta los brotes, donde se
biotransforma a escopolamina (Subroto,
Kwok, Hamill y Doran, 1996). Scragg y
Arias (1992) presentan diferentes disefios
de biorreactores, como el tambor rotatorio
0 el biorreactor de membrana de vOrtice
anular libre de burbujas, para resolver los
problemas de mezclado en condiciones de
bajo esfuerzo de corte. Estos reactores
han sido evaluados para cultivos de Z.
erythrorhizon,  Beta — wulgaricus 'y
Thalictrum rugosum.

El disefio de nuevos agitadores (e.g.
agitador centrifugo) ha permitido operar
los reactores agitados reduciendo el
esfuerzo de corte, a la vez que se mejora la
transferencia de oxigeno y se reduce el
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las cuales se establecen zonas de dafio
celular y zonas en las cuales este dafio no
se presentan (Doran, 1999). Para operar
los biorreactores reduciendo los riesgos de
contaminacién y poder caracterizar
adecuadamente la biomasa, morfologia
celular y produccidn de metabolitos
secundarios, se han diseflado diferentes
sistemas de estimacOn en linea de la
biomasa y metabolitos secundarios, los
cuales incluyen sistemas de procesamiento
de imégenes o medida de la conductividad
e indice de refraccifn del medio de cultivo
(Berzin er al, 2000; Miyanaga, Seki, y
Furusaki, 2000; Ramakrisnan, Luyk vy
Curtis, 1999).

Mejoramiento de las lineas celulares

Se pueden seleccionar diferentes lineas
celulares que tienen una alta produccidn
de metabolitos secundarios, mediante
diferentes métodos como la seleccidn con
compuestos coloreados, cromatogramas,

radioinmunoensayo 0
microespectrofotometria (Collin, 1987) o
pueden  obtenerse lineas  altamente

productoras mediante la transformacin
genética de las plantas. Mediante la
transformacién genética con el plasmido
contenido dentro de Agrobacterium sp. Se
pueden obtener  vellos  radicales
transformados, los cuales muestran un alto

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin.Vol.55, No.1. p.1473-1495.2002.
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crecimiento y con frecuencia tienen una
alta  acumulacibn  de  metabolitos
secundarios.  Un cultivo de brotes de
Mentha citrata, transformado mediante A.
tumetaciens, mostrd la produccidén de
terpenos utilizando diferentes mallas en
biorreactores  airlift (Scragg y Arias,
1992).  Para el cocultivo de raices y
La produccién de metabolitos
secundarios mediante el uso de cultivos de
células vegetales en biorreactores, es
prometedora y ofrece la posibilidad de
producir sustancias de una manera mas
controlada y de mayor calidad, con
respecto a los sistemas tradicionales de
producciOn de éstos. Los procesos no

estarfan afectados  por  variables
incontrolables como las condiciones
climaticas 0 las situaciones

sociopoliticas que se pudieran presentar en
una regién.  Sin embargo, antes de
materializar un proyecto o ser éste factible
econOmicamente, deben solucionarse una
serie de problemas técnicos que afectan el
cultivo celular. Estos factores incluyen
la concentracién de los nutrientes en el
medio de cultivo, condiciones de
operacion como la luz, temperatura, grado
de agitaciOn, diferenciaciOn celular o fase
en el crecimiento celular. Ademas, debe
considerarse el tipo de biorreactor, linea
celular y elicitacion -biGtica o abiltica- de
los metabolitos de interés. Cada especie
vegetal y metabolito secundario requiere
un estudio profundo y cuidadoso, ya que
todos los factores afectan el cultivo y
deben definirse de una manera particular
para cada proyecto.

Rev.Fac.Nal.Agr. Medellin.Vol.55, No.1.p.1473-1495. 2002.

brotes de A. belladona y Duboisia sp. Con

el fin de producir hiosciamina vy
escopolamina, se  utilizan  Organos
transformados  genéticamente  (Subroto,

Kwok, Hamill y Doran, 1996).

CONCLUSIONES
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