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Resumen

El uso de técnicas cultivo in vitro para la produc-
cién de metabolitos secundarios es una de las areas
emergentes ‘en las ciencias biologicas; con la ayuda
de las estrategias basicas, las herramientas genéticas
y un entendimiento cada vez mayor de la biosintesis
de algunos compuestos, es posible cultivar tejidos
en condiciones fisicoguimicas apropiadas para lo-
grar éxito en la produccién in vitro de compuestos
de interés. El objetivo de esta revision es abordar
algunos temas de investigacion importantes para la
produccién de aceites esenciales a partir de mate-
riales vegetales cultivados in vitro, como alternativa
a los métodos de produccion tradicional. Este cam-
po de trabajo es atractivo si se logran entender los
mecanismos para producir efectivamente dichos
compuestos olorosos.

Abstract

Cultures in vitro are used for secondary metabolites
production, emergent area in the biological sciences;
with help of basic strategies, genetic tools and an
comprehensive knowledge about biosynthesis of
some - compounds, under appropriate
physicochemical conditions is possible to obtain
compounds of particular interest. The objective of
this paper is examining some research topics related
with essential oils production by in vitro cultures
as alternative to the traditional production methods.
This work area is interesting if are understood the
mechanism to achieve with success the production
of fragrant compounds.

Palabras clave: Aceites esenciales, monoterpenos cultivos in vitro.
Key words: essential oils, mpnoterpenes, in vitro cultures.
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Introduccion

El papel de ciertos compuestos organicos
extraidos de las plantas para ser utilizados como
aditivos alimentarios es indiscutible. Esta
amplia clase de compuestos contribuye espe-
cialmente a realzar o mejorar las propiedades
sensoriales que se han visto afectadas durante
el procesamiento de muchos alimentos. Algu-
nas de estas sustancias pueden ser sintetizadas
en el laboratorio; sin embargo, no poseen el
mismo valor econémico que las obtenidas de
fuentes naturales y, muchas de éstas, por ser
derivadas de mecanismos celulares complejos
no pueden ser sintetizadas por las rutas quimi-
cas convencionales.

La biotecnologia ofrece diversos enfoques para

la obtencion de tales compuestos, siendo uno

de ellos el cultivo in vitro de tejidos vegetales

(CITV). Algunas de las técnicas CITV se han
desarrollado con el fin de cultivar células y per-
mitir su crecimiento en ambientes estériles con-
trolados (medios de cultivo). Las células a cul-
tivar pueden ser obtenidas de embriones, ta-
llos, raices:u otras partes de la planta. Los fines
para los cuales se cultivan las células pueden ir
desde el mejoramiento y produccion de plan-
tas, con caracteristicas deseadas, hasta los cul-
tivos orientados hacia la industria de
bioprocesos, lo cual significa, una produccion
selectiva de compuestos de interés en las plan-
tas (Meller et al., 1990). Moshy, ha denomina-
do a este campo de la Biotecnologia vegetal,
Fitoproduccion (Moshy, 1985).

La factibilidad técnica para producir
metabolitos en cultivos in vitro, depende en gran

" medida del valor agregado del producto final.

Algunas de estos metabolitos ya se producen y

- son comercializadas con éxito. Por ejemplo, los

productos derivados de los cultivos en suspen-
sién del Panax ginseng producidos por Nitto
Denko Co. en Japén desde 1990, con una ven-
ta mundial de $3 millones de ddlares en 1995
(Ushiyama, K. 1996), y de Shikonina, coloran-
te extraido tradicionalmente de las raices de
Lithospermun erythroryzon, el cual para su
sintesis quimica requiere doce pasos para
obtener un escaso rendimiento del 0.7%.

1. Generalidades

La denominacién de “Cultivo de Tejidos” es
usada en un sentido genérico para incluir el
cultivo in vitro de, virtualmente, cualquier
parte de la planta a cualquier nivel de organi-
zacién incluyendo protoplastos, células, callos,
tejidos, organos y atin plantas enteras; propor-
cionandole artificialmente, a dichos explantes,
las condiciones fisicas y quimicas apropiadas
para que las células expresen sus potenciales
intrinsecos o inducidos (Roca y Mroginski,
1991). Entre los tipos de cultivo utilizados para
la obtencidon de ingredientes alimentariosse
encuentran los de callos, células en suspension,
tejidos organizados de yemas y raices transfor-
madas, entre otros. '

Por lo general, los cultivos se inician con la siem-
bra estéril de un explante en un medio solido;
si el balance del medio es el adecuado se
obtendrd un crecimiento acelerado de células
agregadas formando un callo, el cual, depen-
diendo del contenido de agar, sera compacto o
friable. El callo puede ser removido desde el
explante y subcultivado en medios semisélidos
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durante largos periodos de tiempo, o puede
subcultivarse en medio liquido agitado para
obtener células en suspensién.

Debido a su rapido crecimiento, las células en
suspension son preferidas para el escalamiento
de cultivos, similar a los cultivos microbianos,
mientras los tejidos organizados se prefieren
para procesos que requieran diferenciacion ce-
lular (Tong Fu Chei, 1998). Los cultivos de pe-
los radicales y rebrotes de tejidos tumorales ha
recibido especial atencién para la produccion
de ingredientes alimentarios debido a que es-
tos cultivos crecen mas rapido que los de
explantes procedentes de raices y yemas no
transformadas. En muchos casos lo cultivos de
tales explantes presentan tasas de crecimiento
mas elevadas que los cultivos en suspension
(Flores et. al., 1987), y la produccion puede ser
igual que en la planta madre, exhibiendo una
alta estabilidad genética y bioquimica (Tong Fu
Chei, 1998). ‘

2. Aceites esenciales

Unos de los ingredientes alimentarios que han
recibido mayor atencién para set obtenidos en
cultivos in vitro son los aromas. Los mas cono-
cidos son los aceites esenciales, ampliamente
utilizados en la industria cosmética (perfumes
y aromatizantes), de alimentos (condimentos
y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes).
Quimicamente pueden ser divididas en dos
clases, los monoy los sesquiterpenos (isoprenos
C,, v C,,); en muchos alimentos estos terpenos
juegan el papel de quimiotipo (compuesto im-
pacto). :

Los monoterpenos son incoloros, lipofilicos y
volatiles, y han sido implicados como defensas
de una gran variedad de herbivoros y patogenos
(Langenheim, 1994); siendo conocidos en espe-
cies de Pinaceas, Lamiaceas, Rutaceas, Mirtaceas,
Asterdceas, y en muchas otras familias
(Charlwood and Charlwood, 1991). Su acumu-
lacién estda a menudo asociada con estructuras
complejas tales como tricomas, cavidades
secretoriales o ductos resinosos (Fahn, 1979).
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Los monoterpenos con grupos hidroxilo tales
como el linalool, éxidos de linalool, nerol con-
tribuyen a las notas aromaticas frutales de va-
rias especies vegetales; muchos de estos com-
puestos se presentan como glucdsidos (Duque
et al., 1999), algunos de los cuales son inoloros
y son considerados como los precursores de
estos aromas, los cuales por hidrdlisis acida o
enzimatica permiten liberar compuestos con
alto valor aromatico (Osorio ef al., 2003), en el
momento de la disrupcion celular antes de su
consumo o procesamiento (Osorio et al., 1995).

También se ha encontrado que las degradacio-
nes fisicoquimicas o enzimaticas de ciertos
carotenoides conducen a la formacion de mu-
chas moléculas de norisoprenoides C ., proge-
nitores de otros volatiles (Razungles et al.,
1993); los norisoprenoides poseen atractivas
propiedades sensoriales junto con bajos valo-
res de umbral, siendo atractivos en la industria
de aromatizantes. '

3. Acumulacion de aceites
esenciales en cultivos in vitro

En algunas especies vegetales la produccion de
aceites esenciales en cultivos in vitro ha sido
estudiada con algin detalle. En la revision de
Koch y Schultze ademas de los aceites esencia-
les se muestra un amplio rango de componen-
tes volatiles que incluyen aldehidos, cetonas,
ésteres, acidos, glicdsidos, poliinas y compues-
tos que contienen nitrogeno y azufre (Koch &
Schultze, 1987). En la revision de Sahai, se
muestra la produccién de aromas y de aceites
esenciales por cultivos in vitro, los aromas in-
vestigados, incluyen; manzana, naranja, vanilla,
cacao, cebolla, ajo y aji; entre los aceites esen-
ciales investigados se incluyen los de camomi-
la, geranio, jazmin, al igual que el de menta,
rosa, eucalipto y anis (Sahai, 1994).

La productividad del cultivo es un punto clave
si se quiere llevar esta tecnologia a escalamien-
to (Mulabagal £f al., 2004). Siendo los aromas
componentes derivados del metabolismo
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secundario de los organismos, las estrategias
aplicadas para incrementar la produccion de
metabolitos secundarios y que han logrado te-
ner éxito, han sido aplicables a los componen-
tes volatiles. Estas estrategias han sido descri-
tas en detalle para (Ramachandra y
Ravishankar, 2002, Collin, 2001, Sahai, 1994),

las cuales son las mismas que para produccion

de aceites esenciales.

La maximizacion de la produccién y acumula-

ciéon de aromas requiere por lo tanto: (i) la
optimizacion de factores nutricionales claves,
incluyendo las fuentes y concentraciones de los
reguladores de crecimiento, carbono, nitrége-
no y fosforo al igual que la optimizacién de los
factores ambientales (fuentes e intensidad de
iluminacién, temperatura y composicién de la
fase gaseosa (ii) adicion de precursores (iii)
seleccion de lineas celuilares de alto rendimien-
to y (iv) adicion de sitios de almacenamiento.
Actualmente se aplican estrategias como la
manipulacion genética y la inmovilizacion, las
cuales no discutiremos en esta revision.

En la produccién de aceites esenciales la regu-
laciéon de los compuestos del medio,de cultivo
(nutrientes, hormonas y precursores) se ha
aprovechado de diferentes maneras, debido a
que las condiciones ricas en nutrientes del me-
dio de cultivo favorecen las enzimas del meta-
bolismo primario inhibiendo la expresion de
metabolitos secundarios (Yeoman ef al., 1980);
por lo tanto, la regulacién de la fuente de car-
bono, relacién carbono-nitrégeno, concentra-
cién de fésforo y reguladores de crecimiento,
tendra un efecto directo en la producc1on del
compuesto deseado

La adicion de precursores ha sido amp11amen~
te explotada al igual que la adicién de elicitores.
Cualquier compuesto que sea intermediario en
la ruta metabdlica de formacién de un deter-
minado compuesto, podra influir en su sinte-
sis y, consecuentemente, en la productividad
del cultivo. Pero, en este enfoque, se hace ne-
cesario conocer el momento para la adicién de
tales compuestos, sus condiciones de disponi-

bilidad para las células y su relacion con las
enzimas involucradas en la produccién. (Sahai,
1994). Estos aspectos se conocen en muy po-
cas especies, y en especies tropicales, como las
nuestras, es nulo su conocimiento.

Entre los precursores de mayor interés, para la
produccion de aceites esenciales, se cuentan los
acidos grasos, los acidos que influyen en el
ciclo del acetiloenzima A y los aminoacidos,
posiblemente debido a la similitud estructural
de muchos de estos con los compuestos
volatiles.

Un ejemplo claro de la actividad de los acidos
grasos se observa cuando se usa en
homogeneatos de callo de manzana, pera,
fresa, tomate, los cuales son capaces de produ-
cir hexenal, Cis-3- hexanal, trans-2-hexenal, y
cis-3-hexanil, a partir de acido Linolénico
(Kangsadan, 2003). )

La adicion de varios acidos organicos o sus sa-
les que se presenten en la ruta de la
acetilcoenzima aunque tienen un profundo
efecto en el crecimiento y metabolismo en cul-
tivos celulares in vitro, varia considerablemen-
te la composicion del aceite esencial obtenido,
dependiendo del acido o sal afiadida. Por ejem-
plo en células de Pelargonium fragans en pre-
sencia de acetato, malato y citrato se produjo
p-Cimeno como el componente mayoritario,
mientras que en presencia de aspartato se in-
dujo la formacioén de sesquiterpenos y de
fumarato se acumuld Limoneno (Charlwood
et al., 1987).

De manera semejante, los aminoacidos pueden
influenciar en el contenido de aromas de culti-
vos in vitro: Suprasanna et al., (1998) encon-
traron que la adicion de L-prolina producia un
incremento de compuestos aromaticos en
cultivos in vitro de arroz Basmati. El mismo
grupo confirmé el papel de la prolina como un
precursor en la formacién del aroma de la
variedad Khao Dawk Mali 105. Sin embargo,
los perfiles aromaticos in vivo e in vitro son
diferentes.
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Por otra parte, los callos y suspensiones celula-
res en de Nasturtium montanum y Cleome
chelidonii después de una hidrdlisis previa, pro-
dujeron glucosinolatos, los cuales son respon-
sables del sabor amargo y pungente asociado
con estos vegetales, y la adicion de L-cisteina 'y
L-metionina aumenté cuatro veces mas la can-
tidad de estos compuestos; similares incremen-
tos se encontraron al suplementar con L-
triptofano, particularmente en cultivos en sus-
pensién (Songsak & Lockwood. 2004). Este
hecho podria deberse a la relacién biosintética
directa que existe entre el triptofano y los
glucosinolatos del indol.

Ademas de la adicion de precursores, tanto la
adicién como el control que ejercen los regula-
dores de crecimiento afectan la composicién
volatil de especies cultivadas in vitro. Los regu-
ladores son una de las herramientas mas efica-
ces para la regulacion del metabolismo celular
(Constabel, 1987). Tanto la fuente como la con-
centracién de reguladores en el medio de culti-
vo tienen un profundo efecto sobre los produc-
tos obtenidos en cultivos in vitro (Sahai, 1994);
numerosos reportes apoyan una correlacion
directa entre diferenciacién, celular y
metabolitos (Charlwood, 1987), la cual puede
modularse a través de diferentes niveles
hormonales.

Un ejemplo claro de tal relacion es la acumula-
cién de aceites esenciales en salvia Officinalis
L, la cual es afectada por el tipo y concentra-
cién de los reguladores de crecimiento (Santos
et al:;, 2003). En células de Pelargonium fragans
el aumento de la composicion volatil de hidro-
carburos monoterpénicos se encuentra asocia-
do a la citodiferenciacion que puede ser con-
trolada manipulando la relacion entre BA y
ANA (Charlwood, 1987). Collin y Watts repor-
taron que las suspensiones derivadas de Apium
sp. no producen componentes aromaticos bajo
condiciones normales de cultivo; sin embargo,
el reemplazo de las auxinas 2,4-D o ANA por
3,5-D produjo la formacion de agregados celu-
lares de color verde con una sintesis apreciable
de phtalidos (Collin y Watts, 1984). Igualmen-
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te, la productividad de sesquiterpenos aciclicos
y fracciones C, - aldehido, incluyendo com-
puestos msaturados, es afectada por el uso de
reguladores de crecimiento; por ejemplo, el -
guaieno y otros sesquiterpenoides no estan pre-
sentes en la planta intactas de Thymo vulgaris
pero se detectan en cultivos in vitro de algunos
de sus tejidos (Sugisawa et al., 1987).

4. Diferencia de los perfiles
aromaticos en cultivos in vitro

Aunque la Biotecnologia Vegetal aprovecha la
totipotencia celular, es decir, las células en culti-
vo pueden producir los mismos metabolitos que
la planta entera, los perfiles aromaticos de callos
y de células en suspension obtenidos de células
in vitro, es diferente al perfil que se podria encon-
trar en las células in vivo. Estas diferencias entre
los productos formados en cultivo in vitro:y la
planta in vivo, pueden ser el resultado de la
pérdida de diferenciacion, organizacion celulary
la variacién genética o epigenética inducida
(Tong-Jen Fu, 1998). Igualmente, los niveles de
acumulacion de esta clase de compuestos,
son muy bajos y varian entre 0.001 - 0.4% de
producto seco. (Scragg, 1996).

La diferenciacién morfolégica y celular es ne-
cesaria para la expresiéon de muchos
metabolitos secundarios (Collin y Watts, 1984).
Siendo el aroma parte del metabolismo secun-
dario su produccion en cultivos in vitro esta
asociada a la induccién de diferenciacion
morfoldgica o creacién de sitios de acumula-
cién artificial para que el producto pueda acu-
mularse y recuperarse luego. La falta de dife-
renciacion celular hace que la célula siga dife-
rentes caminos metabdlicos y no existan sitios
de almacenamiento de compuestos. Sin em-
bargo, la pérdida de diferenciacion de glandu-
las de sintesis y almacenamiento no siempre es
el resultado de un efecto mutacional
(Constabel, 1987).

Al no presentarse una diferenciacion celular
que permita la formacion de sitios de almace-




namiento, habra una rapida metabolizacion de
los monoterpenos, pues, buena parte de estos
compuestos son responsables de toxicidad ce-
lular. Brown et al., demostraron que los culti-
vos celulares de Pelargonium fragans toleran
monoterpenos en el medio hasta una concen-
tracion de 0.1g/L, pero el linalool, la carvona, y
b-pineno mostraron ser especialmente toxicos
(Brown et al., 1987). Igualmente Derek et al.,
hallaron que en cultivos de diferentes especies
de rosas, los productos monoterpénicos que se
formaban in vitro eran rapidamente degrada-
dos de forma endodgena (Derek et al., 1986).

Los compuestos producidos en CITV son
secretados al medio o almacenados
intracelularmente (Wei Zhanga et al., 2002); la
remocion in situ de los productos ayuda au-

~mentar la productividad del cultivo (Scraggs,

1996). La extraccion o adsorcidn in situ (soélida
oliquida) de los productos de interés, involucra
la adicién de una segunda fase al medio de cul-
tivo, la cual debe tener una especial afinidad
con los productos de interés. Dentro de estas
fases se pueden mencionar solventes o fases
organicos, lipofilicas como el miglyol,

perfluoroquimicos, parafina liquida,

polietilenglicol y fases solidas como resinas de
amberlita, RP-8, o carbon activado (Scraggs,
1996). :

La desventaja del uso de una segunda fase para
acumular compuestos volatiles puede ser su
capacidad adicional para remover reguladores
de crecimiento del cultivo, pero también ayu-
daria a evitar la pérdida de dichas sustancias
debido a su volatilidad. Como para cualquier
metabolito volatil, la acumulacion es controla-
da por el balance entre la tasa de formacion y
la tasa de pérdida para compuestos volatiles
como los monoterpenos\, siendo la emision a la
atmoésfera una de la causas principales de
pérdida. :

Las células individuales en estados fisiologicos
diferentes responden de manera diferencial al
medio que las rodea, lo cual a menudo conlle-

va a la variabilidad en la produccion de
metabolitos. (Tong-Jen Fu, 1998). Este compor-
tamiento celular, ‘en vez de ser una dificultad,
representa una oportunidad para producir
lineas celulares de alto rendimiento del com-
puesto de interés; la ventaja solo es posible si se
logra seleccionar las células a través de méto-
dos analiticos, sencillos y confiables. En el caso

- de compuestos coloreados, como pigmentos,

es facil su determinacion; pero, en el caso de

. compuestos volatiles las metodologias utiliza-

das no siempre son sencillas; sin embargo,
podrian utilizarse metodologias como la
microextraccion en fase solida para tal fin
(Rohloff J, 1999).

Las células alteran las rutas metabdlicas pero
su legado genético no cambia. Por ejemplo, en
cultivos de callo de Rosa damascena, las enzimas
claves para la sintesis de monoterpenos se pre-
sentan en los cultivos atin cuando no se expre-
sen, es decir, los callos no acumulan
monoterpenos y sin embargo los extractos: li-
bres de células pueden convertir el isopentenil
pirofosfato (IPP) en geraniol y nerol, 300 veces
mas eficientemente que los extractos de las plan-
tas madres; igualmente convierten el
mevalonato (MVA) en IPP (DereK et al., 1983)
y metabolizan monoterpenos exégenos, via
caminos oxidativos.

5. Biotransformaciones

A pesar de la diferencia de los perfiles de los
productos in vitro, su habilidad bioquimica
para transformar sustratos exdgenos ha condu-
cido que los CITV sean usados para la
biotransformacion de sustancias. La adicion de
precursores al medio de cultivo tiene alguna
similitud con las biotransformaciones; sin em-
bargo, en la adicién de precursores generalmen-
te se cuenta con un compuesto que hace parte
de la ruta metabdlica de la planta, en las
biotransformaciones el sustrato no es necesa-
riamente un compuesto precursor. Los
sustratos pueden ser de origen sintético (Pras
et al., 1995).
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Los sistemas de bioconversion pueden ser
usados en combinacion con sintesis organica
(Giri A., 2001) y en comparacioén con los siste-
mas microbianos, las plantas al producir un
rango limitado de enzimas evita reacciones
colaterales, no deseables en la bioconversion;
ademas, las células indiferenciadas pueden
tener los mismos tiempos de duplicacion que
los microorganismos, lo cual presenta ciertas
ventajas frente a éstos.

Un caso particular lo constituyen los dos
enantiomeros del limoneno, siendo los mas
abundantes monoterpenos monociclicos en la
naturaleza. El limoneno es un subproducto de
la industria de zumos de naranja de un bajo
costo (US$ 1-2/Kg), es un buen material de
partida para derivados oxigenados que tienen
el mismo esqueleto de carbono y que tienen
un precio en el mercado mas alto, tales como
el a-terpineol, alcohol perilico, carveol, carvona,
y mentol; por ejemplo, el mentol y los
enantiémeros de la carvona oscilan en el rango
de US$ 30-60/kg (Duetz et al., 2003).

Ambos enantidmeros pueden ser oxidados en

la posicion 6 a una mezcla racémica de cis y -

trans-carveol y carvona por cultivos celulares
de Solanum aviculare y Dioscorea deltoidea
(Vanek et al., 1999). Aunque hay algunos
microorganismos que llevan a cabo la oxida-
cion del limoneno con alta selectividad (Duetz
et al.,, 2003), muchos otros lo convierten con
‘muy poca selectividad, produciendo un gran
numero de productos indeseables (Van der
Werf,:1996). En el camino de biosintesis de los
isdprehoides se ha identificado claramente el
papel que juega la enzima citocromo P-450, la
cual hidroliza al limoneno en las posiciones
alilicas C3, C6, or C7 y que normalmente esta
presente en'los cultivos in vitro. Existen tam-
~ bién algunos trabajos en la biotransformacién
de terpenos y constituyentes no terpénicos por
cultivos celulares de Peganum harmala
(Courtois et al., 1988., Zhu et al., 2000).

Generalmente las reacciones quimicas mas
importantes de los mono y sesquiterpenos-
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terpenos son llevadas a cabo por céelulas in vitro.
La hidroxilacién, glucosilacion, oxido-reduc-
cion, epoxidacidn, reducciones de grupos
carbonilos, reducciones de dobles enlaces, se
cuentan entre ellas. Por ejemplo los cultivos en
suspension de C. roseus hydroxilan el geraniol,
nerol, (+) and (-) carvona a 5a-hidroxineo-
dihiydroxycarveol (Hamada et al., 1997) y,
cultivos de N. tabacum convierten alcoholes
mono  y. biciclicos-terpenos enantio-
selectivamente. Gil et al., (1995) estudiaron la
biotransfor-macién de D2-careno en alcoholes
diastereoméricos por callos de Myrtillocactus
geomtrizans y N. tabacum; las células de
Muyrtillocactus oxidaron estos alcoholes a las
correspondientes cetonas.

La epoxidacién es otra de las mas importantes
reacciones, muy util en la modificacién de
sesquiterpenos citotoxicos. Sakui et al., 1992
describieron la epoxidacion de germacrona por
cultivos en suspension de Curcuma zedoaria. La
biotransformacion de (-)-(4R)-isopiperitinona
por Mentha piperita produjo tres derivados
hydroxilados y dos derivados epoxidados in-
cluidos (-)-7-hidroxiisopiperitonon y sus
glucosidos (Park and Kim, 1998). -

Las biotransformaciones se realizan con
células libres o inmobilizadas; éstas tltimas pre-
sentan la ventaja de un proceso continuo y
reuso de las mismas, lo que permite la
optimizacion hacia el producto de interés

(Dérnenburg, 2004). Igualmente aumenta el

contacto entre células y afecta la fisiologia, lo
cual podria causar en algunas células la
acumulacién de una mayor cantidad de
metabolitos que en suspensiones celulares.

~Ademas, en esta técnica se busca proteger las

células del estrés mecanico y facilitar la recu-
peracion del producto. Algunos ingredientes
alimentarios se producen haciendo uso de esta
tecnologia (Knorr et al.,, 1986).

Los métodos generales para la inmovilizacion
de células de plantas son atrapamiento por gel,
por intercambio iénico, precipitacién,
polimerizacién, y estructuras preformadas. En
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otros casos, por ejemplo en la busqueda de so-
portes de immobilizacion para la fermentacion
alcoholica de vinos, ha llevado al uso de la mis-
ma piel de las uvas para cumplir los requisitos
de grado analitico y obtencion de un producto
de una alta calidad y aroma (Mallouchos et al.,
2003).

Aunque en ciertas especies de plantas con alto -

contenido de monoterpenos se conoce con al-
gun detalle la enzimologia y regulacion de la
biosintesis de isoprenoides (Croteau and
Venkatachalam, 1986, Kjonaas et al., 1985,
Kjonaas et al., 1985), y algunos mecanismos de
sintasas involucradas (Karp ef al., 1990), mu-
chos de los factores fisioldgicos de regulacion
monoterpénica son escasamente conocidos y
aun conociendo las rutas de sintesis, se requie-
re un poco de suerte para la acumulacién de
estos compuestos en cultivos in vitro.

6. Produccion de aceites
esenciales en Bioplasma

El Laboratorio de Investigacion BIOPLASMA-
UPTC ha conducido ensayos preliminares para
la obtencion de sustancias aromatizantes a par-
tir de cultivos in vitro de lulo (Solanum quitoense
L); se ha logrado la optimizacién de las condi-
ciones de cultivo para obtener callos friables,
se han obtenido algunos extractos usando dis-
tintos solventes y se ha logrado determinar que
algunos de los compuestos del aroma original
estan presentes, aunque es cierto que su canti-
dad es minima y que la obtencién de masas
celulares, a través de callos o suspensiones ce-
lulares, no conlleva a la acumulacién de estos
compuestos aromatizantes y saborizantes; es el
uso de estrategias combinadas las que permi-
ten incrementar el porcentaje de producto ob-
tenido. Pero las metodologlas que permitirian
una alta acumulacién del producto requieren
el conocimiento detallado del metabolismo del
producto en la especie estudiada, lo cual es
escasamente conocido en especies tropicales.

Aun no se ha estudiado la posibilidad de
encontrar en el material vegetal obtenido por
Bioplasma, precursores glicosidicos, los cuales
pueden ser liberados por hidrélisis acida o
enzimatica y pueden contener el aroma escon-
dido de esta fruta.

Otro enfoque para el aprovechamiento de la
biotecnologia vegetal estaria encaminado en la
produccién de masas celulares con el fin de
buscar enzimas vegetales presentes en estos
materiales que puedan ser aplicadas para pro-
duccién de sustancias deseadas. Como se ha
mencionado, el aprovechamiento del potencial
bioquimico de masas celulares para
biotransformacion de sustancias se ha demos-
trado in vitro, logrando transformar sustratos
enddgenos y exdgenos con las caracteristicas
deseadas. ‘

Estos enfoques permitirfan superar algunos
retos tecnoldgicos que deben tenerse en cuen-
ta en el escalamiento con las células vegetales,
las cuales presentan paredes rigidas, son de
mayor tamario, sus tiempos de duplicacion
celular son prolongados, tienden por su natu-
raleza a agregarse lo cual reduce los coeficien-
tes de transferencia de oxigeno. Ademds, alma-
cenan sus productos en 6rganos especializados
de la célula, razon por la cual es necesario

degradarlas por medios fisicos o quimicos para

poder obtener los productos de interés,
agregando costos al proceso.

Siendo el cultivo in vitro de tejidos vegetales
un procedimiento alternativo del cultivo a gran
escala para la produccidon de metabolitos,
también presenta ventajas en el campo de la
investigacion basica. Tedricamente, es la herra-
mienta ideal para el estudio de rutas
biosintéticas que conducen a la formacién de
los aromas. En el campo alimentario, la eluci-
dacion de reacciones enzimaticas responsables
o indeseables es la base para controlarlas y
mejorar la aceptabilidad del alimento.
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