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En la actualidad se encuentran desarrollados, entre
otros, a escala industrial de produccion los procesos
para obtencion de shikonina por cultivo de células de
Lithospermun erythrohizon, puesto a punto por la
Industrias Petroguimicas Mitsuli,

asi como la produccion de berberina

y biomasa de ginseng




Los procesos industriales requieren de tres puntos
fundamentales:

«Crecimiento eficiente en grandes volumenes

e Acumulacion de metabolitos secundarios en el cultivo

«Si el proceso implica bioconversion o produccion de
enzimas, que esto ocurra en  las condiciones de
operacion del proceso




ES necesario ajustar algunos parametros :

Presion parcial de oxigeno

Presion parclal de dioxido de carbono

PH

Agitacion y mezclado
densidad del cultivo
Temperatura

lluminacion de ser necesario
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Caracteristicas células células vegetales consecuenciasen el
microbianas dediferenciadas biorreactor

2-10 mm 10-200 mm Rapida sedimentacion, &
mayor sensibilidad al corte

Celulas pueden forman agregados Rapida sedimentacion
individuales obtenerse

Velocidad de Alta ETE! Largos procesos,
crecimiento ty 1-2 horas t, 2-5 dias problemas para mantener
esterilidad

Densidad del pequeno 5-20 % Problemas de manipuleo.
inéculo Dificulta la posibilidad de
escalado

Sensibilidad al Nno sensitivo sensitivo/tolerante Disminucidén de la
esfuerzo de velocidad de agitacion
corte

Aireacion baja Baja demanda de oxigeno,
bajo K, a 2

r—




agitacion ﬁ transferencia de oxigeno

sAumenta el area de transferencia de oxigeno por la
formacion de pequefias burbujas

*Retarda el escape de burbujas desde el liquido
*Previene la coalescencia de las burbujas de aire

Disminuye el grosor de la interfase gas/liquido al crear
un flujo turbulento




La agitacion como factor de transferencia de masa

sAsegurar el suministro de nutrientes a nivel celular
*Prevenir la sedimentacion
sAsegurar la transferencia de gases

«Solubilizar componentes menos solubles de los medios




Disenos basicos de biorreactores para multiples
propositos

A
|

aire aire

Tanque agitado Columna de
burbujas




Tanque agitado

Proporciones tipicas de un tanque agitado




Reactores de lecho fluido (columna de burbujas)

Gas out

Effluent

Gas bubble
Immobilised cell aggregate

a) Reactor de lecho fluido
b) Reactor de lecho fluido conico




Dalton en 1978 disefid un reactor de bajo esfuerzo
de corte denominado “ air lift”

? vent air

three
phase
settler

down

Draft tube comer

Airlift - uses air sparging to pneumatically mix the media




Algunas variantes

Gas out ‘—/L

Lignd out
(+ solid)

Reactores de lecho fijo por goteo

Bolsas descartables

CELLBAG: Inflated plastic
bag forms a disposable
cultivation Ehamber

Mini air lift “invertido”




Comparison of Yield and Productivity for Cell Mass and Anthraquinones in
Various Reactor Systems
Bubble

flat blade -  Perforated column

Shake flask turbine disk impeller - reactor air-lift reactor
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Wagner, E. In "Plant Tissue Culture and Its Bio-technological application®
Ed. Barz, W. et al., p..250 (1977). Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.t reactor




PROCESS MONITORING AND CONTROL

Temperatura
pH

Presion parcial de O,

Formacion de espuma




Ej. Produccion de alcaloides terpenoindolicos con cultivos celulares de Uncaria
Tomentosa “una de gato” en tanque agitado

Shikimate/Indole pathway MEP/Terpenoid pathway Stirred tank bioreactor

L-tryptophan Loganin (longitudinal view) Hhamimation array

{superior view)

ventilation
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Figure 5. Time course of total monoterpenoid oxindole alkaloid Figure 2. Stirred tank bioreactor configuration (dimensions

E)mduct.inn by U. tomentosa cell cultures in a stirred tank in cm), impeller type, and illumination array with cool white

@) and in Erlenmeyer flasks (O). Error bars indicate standard fluorescent lamps.
deviation from the mean (n = 6).
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. Characteristics of plant cell suspensions and organized cultures

Characteristic

Size

Growth rate

Aeration
requirement

Shear stress
sensitivity

Suspension

10-200 pm in
length, often
aggregated, up to
2 mm in diameter
Doubling times
2-5 days

Low

In a number of
cases, tolerant

Root, shoot, embryo

Large organized
structures, up to 2
cm in length

Doubling times long
(5—-15 days) '
Low, may require
certain levels of CO,
or ethylene

Probably sensitive

‘Hairy’ roots

Long, highly
branched roots,

negatively
geotropic
Rapid growth

Low

Sensitive




Biorreactores para el cultivo de raices

Bioreactor de lecho de goteo
con malla parainmovilizar a las raices

Entrada de medio
Malla de
inmovilizacion

]

Reservorio




Biorreactores para el cultivo de raices

Bioreactor de lecho de niebla
(nutrient mist reactor)

Filtro de aire
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i Rotametro

Bomba de aire

Intensidad
Condensador

de niebla
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é ‘g Camara
@ de cultivo



A nutrient mist reactor Is substantially the same as
aeroponic growth of plants as proposed by botanists
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Growth of hairy roots inthe 3 L
MTR on the 16th day




Biorreactores para cultivo de otros organos

Pineapple micropropagation using

_ 100 liter vessel bioreactor containing
the bioreactor system,

10-week old pineapple cuiture in
elongation stage.




Para cultivo de organos

Centaurium erythraea shoot culture in mist trickling bioreactor after 21 days.




Modelos para células inmovilizadas

Alginate entrapped cells

Rotating distributor

Packed bed Fluidisea ped

Perforated support

Effluent

Polyurethane entrapped cells

1
Fluidised cubes Polyurethane
arafr tube




Operacion de Biorreactores

1.Batch:

Son sistemas cerrados que se caracterizan por cambiar las
condiciones fisiolégicas y ambientales.

No hay entrada ni salida de medio de cultivo.




Operacion de Biorreactores

2.Batch alimentado:

Estos sistemas operan adicionando medio fresco,
pero sin remocion del existente.

Son muy udatiles cuando se requiere una elevada
densidad celular en la etapa de iniciacion del
proceso que Implica un alto consumo de nutrientes,
especialmente de fuente hidrocarbonada que suele
funcionar como sustrato limitante.




Variante del batch alimentado:

2.1-Draw-fill o semicontinuo:

Consiste en remover, al final de la operacion entre
un 80 y un 90 % del cultivo y reemplazarlo por
medio fresco.

De esta manera puede eliminarse el periodo lag,
satisfacerse sencillamente la necesidad de
contar con inoculos de gran tamano y a su vez
evitar la esterilizacion del reactor entre dos ciclos.




Operacion de Biorreactores

3.Continuo:

el caudal de entrada de medio fresco es:igual al de salida de medio
utilizado.

Son utilizados en cultivos donde la velocidad de crecimiento celular es
constante por lo que existe un suministro constante de nutrientes o para
la remocion permanente de producto sobre todo en sistemas
iInmovilizados.




Operacion de Biorreactores

3.Continuo:

Este tipo de operacion presenta grandes inconvenientes con respecto al
mantenimiento de las condiciones de asepsia del proceso, y se dificulta
debido a la tendencia a formar agregados de las ceéelulas vegetales en
cultivo, laformacion de merenguey el lento crecimiento celular.

Para su buena aplicacion se requiere del diseno de sistemas que
permitan suplementar continuamente el medio de cultivo evitando la
remocion de las celulas y asi minimizar lo que se denomina lavado del
cultivo.

Una variante es la Perfusion que implica la remocion y suministro de
medio dejando la biomasa ocluida en una malla.




Continuous Culture

Batch Culture
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Remocion
de producto
In Situ

 Liquido-liguido:

Compuestos inmiscibles en agua, como solventes
organicos o lipidos (sistemas de dos fases agua-organico).
Ejemplos: migliol, hexadecano, dodecano.

» Solido-liquido:

La segunda fase es un material solido como resinas u otros
absorbentes. Generalmente resinas como XAD, RP18, etc.

* Requerimientos:

- Autoclavables
- No toxicos
- Facil separacion del producto de interés
de la segunda fase
- No modificacion del medio de cultivo
- Permanenciade las células en la fase acuosa




Adaptaciones para la extraccion in situ del producto

Diagrama de un tanque de agitacion mecanica
modificado para operar con remocion in situ
del producto.

1: tanque;
2: malla de acero inoxidable para inmovilizar
raices;
. sensor de oxigeno;
: malla acero inoxidable;
: medidor DO; 6: agitador;
. lana de vidrio;
- resina XAD-2;
~filtro de vidrio;
10: generador de aire;
11: condensador;
12: marco de la malla

Tomado.de: -Hairy Roots,; Culture and Application, 1997




Adaptaciones para la extraccion in situ del producto

Solvente
organico

Tubo de
circulacion

Recipiente
¢/ buffer

Un bioreactor de agitacion por liquido
con loop externo




ROOTec Mist Bioreactor (RMB)

On line ' ‘
recovery I
Bioactive
substances

M = nutrient solution

http://www.rootec.com/index.php?




Large-scale suspension cultures reactors for plant cell cultures

Plant species Product Bioreactor capacity Reference

Cath. roseus Serpentine 100 1 airlift Smart and Fowler (1981)

Col. blumei Rosmarinic acid 300 1 airlift Rosevear ( 1984)

L. erythrorhizon Shikonin 750 1 agitated Tabata and Fujita (1985)

N. rabacum Biomass 20,000 1 agitated Kato et al. (1976)
Biomass 1500 1 bubble column Noguchi et al. (1977)

Panax ginseng Saponins 20,000 1 agitated Ushiama et al. {1986)

E. purpurea Biomass T50-75,000 1 agitated Ritterhaus et al. (1990)

Ra. serpentina Biomass 75075000 1 agitated Ritterhaus et al. { 1990)

Panax ginseng Biomass 75075000 1 agitated Ritterhaus et al. { 1990)

Biotechnology Advances 20 (2002) 101153
8 Ramachandra Rao, G.A. Ravishankar




Ejemplo integrado

capsaicin production mn 2-1 airlift culture vessel using immaobilized cells

Hy '
~CH;
H ;—NH-CO-(CH)-CH=CH-CH-CH,

Capsaicin

C1.220-day-old Capsicum cells to placenta (100-g fresh weight).

(Z Alginate and calcium chloride solution required to envelop 100-g cells/placenta in
beads. One litre of 2.5% (w/v) sodium alginate with cells extruded into 2 1 of 0.9% (w/v)
calcium chloride dihydrate.

(3. Beads washed with water were transferred into the vessel containing 1 | of MS
medium supplemented with 3% sucrose, 2-mg/l 2.4-D and 0.5-mg/l kinetin [standard
medium (SM)].

(A parflow (2:1 mixture of CO, + air for the initial 7 days of culture and 4:1 for the latter
7 days of production) at a rate of 4 V.V.M.,

(S dncubation at 25+2 °C under continuous light of 2000 Ix.

H adjustment to 5.8 during culture.
%ep]enishment of entire medium after 7 days with fresh medium,.
(_&DCapsaicin recovery and analysis in 2 weeks of culture with two harvests at 7-day intervals.

8 Ramachandra Rao, G.A. Ravishankar
Biotechnology Advances 20 (2002) 101-153



Ejemplo integrado

capsaicin production mn 2-1 airlift culture vessel using immaobilized cells

CH,
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Fig. 4. Schematic representation of column reactor process for capsaicin production using immobilized cell
cultures of Ca. frutescens.

8 Ramachandra Rao, G.A. Ravishankar
Biotechnology Advances 20 (2002) 101-153




Produccion de shikonina por suspensiones celulares
de Lithospermum erythrorhizon
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Shikonina

Yamasaki Plant Photo Gallery

» Planta entera

- La extraccion se realiza en plantas de aproximadamente 3 afos.

s Suspensiones celulares

- 2,4-D estimula el crecimiento pero no la produccion.
- Las bajas concentraciones de nitrogeno Yy la elicitacion inducen
la produccion de shikonina.




Pyoceso para la produccion de shikonina a partir de celulas
de Lithospermum erythrorhizon por Mitsui Petrochemical Ind.

Células

blancas \

Células rojas

Filtrado
—f—— 9 dias S TEm— 14 dias —_— Tomado de: Scraag. Plant

Biotechnology, 1992.

Se utilizan fermentadores de agitacion mecanica y tambor rotatorio.
La productividad de shikonina es 840 veces superior a la de planta entera.



Secuencia en la
optimizacion de
un proceso para
la produccion
de metabolitos
secundarios

Seleccion de la planta por su contenido de
metabolitos secundarios para iniciar cultivos in

vitro 1

Establecimiento de cultivos in vitro

4

Estabilizacion y seleccion de cultivos
In vitro: velocidad - de crecimiento, niveles de
producto, liberacion al medio

4

Optimizacion de medio de cultivo para produccion
por diseno factorial: nutrientes, precursores,
elicitacion, liberacion y remocion in situ

Optimizacion en bioreactores: escalado

Sistema de cultivo: batch, continuo, fed-batch,
perfusion, en dos etapas.

Extraccion y purificacion del producto




Suspensiones

Crecimiento de e s Raices
Crecimiento /
Produccién
Elicitacion ——

—— P;;mgz?;:iz;zﬂgl Repeticién del ciclo

Adicidon de medio fresco /
Recuperacidn de biomasa




