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1. INTRODUCCIÓN 

Desde la antigüedad las plantas además de ser consideradas como fuente de 

alimento, han sido empleadas por sus propiedades terapéuticas en diversos 

tratamientos medicinales. 

Es así como se han abierto las puertas a diferentes estudios sobre los compuestos 

presentes en ellas y las propiedades curativas que estos puedan llegar a tener. 

Los estudios se han orientado por diferentes vías, que incluyen la clasificación del 

material biológico, las metodologías de extracción, purificación y caracterización 

de los compuestos de interés y las técnicas para producir de manera masiva 

determinadas compuestos. 

Respecto a la producción de estos compuestos, se han buscado alternativas, que 

además de satisfacer las demandas del mercado, faciliten su producción, 

permitiendo disminuir tiempos y costos y evitando inconvenientes asociados a los 

cultivos agronómicos (disposición de suelos, alteraciones climatológicas, 

heterogeneidad de los cultivos, baja productividad, etc). 

Dentro de las alternativas antes mencionadas, se encuentra el desarrollo de los 

cultivos in vitro como una opción que permite dar solución a muchos de los 

inconvenientes mencionados. A partir de estos cultivos, se han generado 

metodologías aplicadas a la producción de metabolitos secundarios, sustancias 

que son sintetizados por las plantas y que aparentemente no cumplen una función 

esencial dentro de ellas, aunque son las encargadas de las respuestas generadas 

debido a las interacciones con el medio. 

Estos metabolitos secundarios, en muchos casos hacen parte de los compuestos 

activos con aplicaciones farmacéuticas que pueden ser producidos por las plantas 

de ahí que su estudio genere gran interés. Dentro de las drogas aisladas desde 

plantas algunas de las más importantes son el taxol, artemisina, glicósidos 

cardiacos, opio, β- sitoesterol, esteroides, alcaloides del tropano, camolina, 



19 
 

echinacea, alliina, linaza, ginseng, menta, mentol, ginger, vinblastina y vincristina 

(1-28)  

En el caso particular que es objeto de estudio, se seleccionó una especie 

perteneciente a la familia de las Solanaceas, para mejorar la producción masiva 

de alcaloides del tropano. 

La especie seleccionada fue la Brugmansia candida, que específicamente produce 

un grupo de alcaloides que incluye la escopolamina, la anisodamina y la 

hiosciamina, compuestos que poseen una amplia gama de aplicaciones dentro de 

la medicina, como agentes anticolinérgicos, antiespasmódicos, midriáticos, 

sedantes.  

De acuerdo con estudios anteriores, se estableció que estos alcaloides eran 

sintetizados en las raíces de la planta y que luego viajan a través del xilema de 

ésta hasta ubicarse en sus hojas (29). Esta es la razón por la cual en la actualidad, 

la producción masiva de estos alcaloides, se da a través de la extracción de 

toneladas de hojas de cultivos de plantas que ya han alcanzado la madurez. Pero, 

debido las características desfavorables de los cultivos agronómicos antes 

mencionadas, continuamente se buscan alternativas para su producción que 

resulten más ventajosas. 

Dentro de ellas, el cultivo in vitro de raíces se presenta como una buena opción. 

Hasta ahora, estos cultivos se han desarrollado a nivel de banco, y la producción 

de estos compuestos por esta vía es todavía muy limitada. Por esta razón, en este 

estudio se pretende hacer un acercamiento a la producción industrial por medio 

del uso de un biorreactor, que facilite el cultivo masivo de raíces y una mayor 

producción de alcaloides por parte de ellas (30-34). 
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Como hipótesis de trabajo se postuló la posibilidad de establecer un sistema de 

biorreación, para la producción de escopolamina a partir del cultivo in vitro de 

raíces de Brugmansia candida, que permita realizar un posterior escalamiento. 

 

Objetivo general: 

 

• Establecer un sistema de obtención de escopolamina por medio del cultivo 

in vitro de raíces de Brugmansia candida a nivel de biorreactor. 

 

Objetivos específicos: 

 

• Estandarizar una técnica de producción de raíces de Brugmansia candida 

in vitro que permita la obtención de material homogéneo, para su posterior 

utilización como inóculo en el sistema de biorreacción.  

 

• Adaptar un sistema de biorreación para el cultivo de raíces in vitro de 

Brugmansia candida y para la producción de escopolamina. 

 

• Estandarizar las técnicas de control y cuantificación requeridas para 

evaluar el funcionamiento del sistema de biorreacción. 

 

• Establecer la técnica para la extracción y cuantificación de la escopolamina 

obtenida por el cultivo in vitro de raíces en el sistema de biorreacción 

construido.  
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1. ESTADO DEL ARTE 

Dentro de este capítulo se exponen algunos aspectos teóricos relacionados con el 

tema de estudio. 

De este modo, se inicia con una descripción del material biológico usado, la 

Brugmansia candida, indicando algunas de sus características físicas, y 

presentando la ruta de biosíntesis por medio de la cual esta especie sintetiza los 

alcaloides del tropano. 

Respecto a estos alcaloides, se presenta una descripción de tres de ellos, la 

escopolamina, la hiosciamina y la anisodamina, mencionando aspectos 

relacionados a sus estructuras, algunas de sus propiedades, y en el caso 

particular de la escopolamina se ilustra su síntesis química. 

Así mismo, se reseñan algunos aspectos sobre las metodologías usadas para 

producir este tipo de sustancias, consideradas como metabolitos secundarios, por 

medio de cultivos agronómicos y por cultivos in vitro. 

Para terminar, se profundiza un poco en el tema de los cultivos in vitro,  

describiendo aspectos básicos relacionados a ellos, así como algunos de los 

desarrollos que se han realizado, para acercar este tipo de tecnologías a la 

producción industrial de metabolitos secundarios, mediante la adaptación de 

biorreactores en donde se pueda llevar a cabo su producción masiva.  

2.1 CULTIVO DE PLANTAS COMO FUENTE DE SUSTANCIAS BIOACTIVAS  

Se estima que alrededor del mundo, 3 billones de personas continúan usando la 

medicina tradicional, basada en la utilización de plantas, como agentes bioactivos 

con propiedades curativas como tratamiento primario a diferentes enfermedades; 

de hecho, en países como Estados Unidos, el 25 % de las drogas prescritas 

contienen una sustancia activa aislada desde plantas. Esto hace que el estudio de 

éstas, como productoras de una amplia gama de moléculas generadas a partir de 
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sus metabolismos primario, o, secundario, se convierta en un campo abierto a la 

exploración para la obtención de nuevos y mejores medicamentos, alimentos 

funcionales, y otras sustancias con actividad biológica ya comprobada. (5, 35). 

2.2 Brugmansia 

El género Brugmansia junto a los géneros Atropa, Datura, Duboisia, Hyoscyamus, 

Mandrágora y Scopolia hacen parte de la familia de las Solanaceas, 

caracterizadas por ser productoras de alcaloides del tropano (36, 37). 

En particular, a las plantas del género Brugmansia se les conoce vulgarmente 

como: borrachero, huacachi, huanto, chamico, campanilla, floripondio, cacao 

sabanero, tonga y toa. Dicho género, es nativo de Sur América y está compuestos 

por 8 especies: B. arborea, B. aurea, B. candida, B. dolichcarpa,  B. insignis, B. 

sanguinea, B. versicolor y B. vulcanicola, todas ellas caracterizadas por crecer en 

forma de arbustos. De éstas, la Brugmansia aurea es la que se encuentra más 

distribuida en el continente, cruzándolo desde Colombia hasta el Norte de Chile, 

creciendo a altitudes comprendidas entre 2500 y 3000 m.s.n.m.; seguida por la 

Brugmansia sanguínea, nativa de Colombia y Perú y caracterizada por el llamativo 

color rojo de sus flores (38, 39). 

 

Todas ellas se caracterizan por compartir junto con las especies de Datura, su uso 

potencial como fuentes de alcaloides del tropano (escopolamina, atropina e 

hiosciamina), alcaloides que a nivel médico tienen un amplio espectro de 

aplicaciones como anticolinérgicos, antiespasmódicos, midriáticos, etc. (31, 36).  

 

Por ejemplo, la producción de alcaloides del tropano desde hojas secas de B. 

sanguinea, llevada a cabo en Ecuador, donde se producen 400 toneladas métricas 

de hojas por año. Estas hojas, tienen un contenido aproximado de 0.8% de 

escopolamina; la vida útil reportada de las plantaciones es de 10 años. Otro caso, 

está situado en Australia, en donde se cultivan híbridos de B. candida, para 
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producir hojas jóvenes con un contenido de escopolamina equivalente al 0,34 % 

de la masa de las mismas. La producción promedio en un cultivo no fertilizado fue 

de 4360 Kg de hojas secas por hectárea y por año, lo que se traduce en una 

producción de 14,8 Kg de escopolamina por hectárea cultivada y por año. Otros 

cultivos evaluados de Duboisia, reportan una producción de 15,7 Kg de 

escopolamina por hectárea cultivada y por año (38). 

 

Estos reportes son un indicativo de las implicaciones que tiene la producción de 

estas sustancias por medio de cultivos agronómicos, y sugieren la búsqueda de 

alternativas para minimizar el consumo de suelos y de tiempo que está ligado a la 

producción de alcaloides aplicando esta metodología. 

 

2.2.1 Brugmansia candida 

Esta especie, conocida por ser un hibrido entre la Brugmanisa aurea y la 

Brugmansia versicolor, es un arbusto de 3 a 5 m de alto, con abundantes flores 

solitarias pendulares, grandes y de color blanco alabastro, hojas muy variadas 

aovadas y lanceoladas (36, 40). 

 
Figura  1. Flor de Brugmansia candida. 
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Respecto a la toxicidad de esta especie, el envenenamiento está asociado a su 

consumo directo y se evidencia por sus efectos alucinógenos, cuando se habla de 

dosis bajas, que pueden llegar a convertirse en serias alteraciones sobre el 

sistema nervioso central cuando la dosis se incrementa. Además, se ha 

considerado el efecto tóxico inducido por el desprendimiento de volátiles presentes 

en las hojas, o, en las flores, cuando estas se encuentran en espacios cerrados. 

Dichos compuestos incluyen la trans-oscimina (38 – 52 % de los volátiles totales), 

el 1,8- cineole (5 – 19 %), y algunos que están en menor cantidad como 

terpenoides, bencenoides y compuestos del tipo indol (40). 

 

La toxicidad por consumo directo antes mencionada, está relacionada con la 

presencia de los alcaloides del tropano (escopolamina, hiosciamina, anisodamina 

y atropina) contenidos en la especie. Alcaloides, que extraídos de la manera 

adecuada, la convierten en una fuente potencial de diferentes ingredientes activos 

incluidos en formulaciones farmacológicas.  

 

Además de los alcaloides mencionados, se ha reportado la presencia de otras 

sustancias como la cadaverina, en cultivos de raíces transformadas de 

Brugmansia candida. Esta sustancia es una poliamina que ha sido detectada 

también en el género Datura, que no se hace presente en la totalidad de los 

tejidos de la planta y que se obtienen únicamente como consecuencia de una 

respuesta a un factor de estrés (41). 

2.3 ALCALOIDES DEL TROPANO 

Los alcaloides incluidos en esta definición son aquellos cuya estructura contiene 

átomos de nitrógeno secundario, terciario y cuaternario. Algunos de ellos son 

producidos como metabolitos secundarios por algunas plantas y funcionan como 

fitoalexinas, es decir como sustancias implicadas en los mecanismos de defensa 

de algunas especies vegetales. Estos compuestos son reconocidos debido a su 
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aplicación como estimulantes y narcóticos. Como ya se había mencionado, estas 

sustancias son producidas por diferentes especies pertenecientes a la familia 

Solanacea (42).  

A nivel industrial los alcaloides del tropano pueden ser obtenidos básicamente por 

dos vías diferentes, la primera consiste en su extracción desde material vegetal 

directamente (comúnmente del genero Datura), además de la obtención por medio 

de síntesis química. Esta última alternativa resulta ser menos viable, debido a sus 

elevados costos y su alto grado de dificultad. 

2.3.1 Escopolamina 

La escopolamina, que hace parte del grupo de alcaloides del tropano, es un 

compuesto heterocíclico con un centro sencillo quiral unido a un grupo MeOH, y se 

presenta como enantiomero de la hyoscina ((-) - escopolamina). Este 

esteroisómero (-) se encuentra presente en algunas plantas.  

En la figura 2, se presenta la estructura química de esta molécula. 

 

 
Figura  2. Estructura de la Escopolamina (Boswell, et al., 1999). 

 

En su formula molecular simple C17H21NO4, su peso molecular es de 303.06 g/mol. 

Y la distribución de sus componentes básicos es C: 67.31%, H: 6.98%, N: 4.62%, 
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O: 21.10%. La rotación óptica de la l-escopolamina es de – 18° en jarabe de etanol 

y – 28° en agua. Y su pKa está entre 7.55 y 7.8. 

 

Puesto que este compuesto se descompone fácilmente, es común encontrarlo en 

la forma de un halógeno hidratado, normalmente esto se logra por su precipitación 

con HBr, o HCl. En el caso particular de la escopolamina hidrobromuro, la formula 

molecular del compuesto C17H21NO4HBr. 3H2O, su peso molecular es 438.31 

g/mol, su punto de fusión está entre 194 – 197 ºC, y su apariencia es la de un 

sólido blanco.   

 

La importancia de la escopolamina radica en las aplicaciones farmacológicas que 

presenta, dado que es empleada en diferentes formulaciones que requieren su 

actividad biológica como anticolinérgico, broncodilatador, antihipertensivo, 

antimalárico, analgésico, midriático y citotóxico. La acción de este tipo de 

alcaloides es de dos tipos fundamentalmente, como anticolinérgica o 

parasimpaticolítica, que se manifiesta por bloqueo de la acción muscarínica de la 

acetil-colina (puede tener acción anti-secretoria, es decir, disminución de las 

secreciones glandulares, o antiespasmódica) y por su acción estimulante, o, 

depresora sobre el sistema nervioso central, según la concentración empleada 

(36, 39). 

 

Dentro de las formulaciones comerciales que contienen escopolamina se 

encuentran: Buscopan ™, Hyospasmol ™, Lotanal ™, Oportunin ™, Scop ™, 

Scopoderm T ™, Spasmofen ™. 

 

Según el registro Invima, en Colombia los medicamentos que contienen este tipo 

de ingrediente activo son la butil escopolamina (60 mg) y la metil escopolamina 

(12 mg), usadas para el tratamiento de los desordenes gastrointestinales y como 

antiespasmódicos. Además, la escopolamina en su forma simple es utilizada para 

controlar las nauseas, como agente hipnótico, sedante y midriático (Invima, 2006). 
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En Colombia las importaciones de escopolamina, sus sales derivados representan 

cifras importantes como se consignan en las figuras 3 y 4 (Mincomex, 2006). 

 
Figura 3. Millones de dólares correspondientes a las importaciones de 

escopolamina, sus sales y derivados en el periodo comprendido entre 1997 y 2006 
(Mincomex, 2006). 

 

 
Figura 4. Toneladas métricas correspondientes a las importaciones de 

escopolamina, sus sales y derivados en el periodo comprendido entre 1997 y 2006 
(Mincomex, 2006). 
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En las figuras 3 y 4, se aprecia que en promedio se importan por año 6.73 

toneladas métricas de estas sustancias, que tienen un valor de aproximado de 

4.86 millones de dólares.  

 

La escopolamina que llega al mercado puede ser obtenida a partir de su 

extracción desde material vegetal, o, puede ser sintetizada químicamente.  

En la figura 5, se presenta la ruta de biosíntesis, por medio de la cual este 

alcaloide es producido (36). 

 
Figura  5. Ruta de biosíntesis de la escopolamina. 
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Al final de la ruta metabólica, se visualiza que la escopolamina es formada desde 

la hiosciamina vía 6-β- hidroxihiosciamina por acción de la enzima bifuncional 

hiosciamina 6- β – hidroxilasa (H6H), es por esta razón que realizando 

manipulación del gen h6h se pueden controlar la expresión y distribución de los 

alcaloides del tropano (43). 

Binotto (2001), presenta el primer reporte de aislamiento de escopolamina, en una 

mezcla con hioscina fue realizado por Albert Ladenburg, quien estudió algunos 

extractos aislados desde Hyoseyamus. De otro lado, la síntesis química de 

escopolamina fue propuesta por Fodor en 1957, quién propuso su obtención a 

partir del 3 α−acetoxitrop-6-eno, que puede ser obtenido por 3 rutas diferentes a 

través de algunos intermedios de los alcaloides.(44) 

Por la primera ruta, la 6-β- fenilcarbamoiloxitropanona es convertida a 6 - β  

fenilcarbamoiloxitropan-3-α−ol.  El paso siguiente es la esterificación con 

acetilcloruro produciendo 3-α− acetoxy -6- β−carbamoiloxitropan-3-α-ol. 

Finalmente se realiza la purificación del compuesto por destilación al vacío y 

pirrolización a 250 °C.  

Buscando hacer más eficiente el proceso, se sugirió una segunda ruta en la cual a 

partir de 3-α-,6-β- diacetoxitropano se llega a 3-α-acetoxitropan-6- β−ol, por medio 

de la síntesis de Kunz. En ambos casos, el 3-α-acetoxitropan-6-β−ol, es 

esterificado con p-tolueno ester sulfonato y tratado con colidina y calor para 

producir 3-α-acetoxitrop-6-eno por eliminación. Ver figura 6. 
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 Figura  6. Obtención de 3α-acetoxitrop-6-eno por dos rutas. 

En una tercera ruta, la producción de éste compuesto se da a partir de una 

reacción de deshidratación del tropano -3α- 6 -β −diol, usando como catalizador 

Ts2O, o, PCl3 para formar un epóxido entre los carbonos 3 y 6 sobre el anillo del 

tropano. Posteriormente se adiciona acetil bromuro en colidina y dietil anilina, 

cortando el puente epóxido, para producir 3- α- acetoxi- 6- β- bromotropano. A 

partir de éste, por una reacción de dehidrobrominación, se  produce 3-α- 

acetoxitrop-6-eno. Ver figura 7. 
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Figura  7. Síntesis de 3-α-acetoxitrop-6-eno por la tercera ruta propuesta. 

En todos los casos, el 3-α- acetoxitrop-6-eno, se pone en contacto con acido 

trifluoro-per-acético (CF3CO3H), o, ácido fórmico y una solución al 80% de H2O2, 

para romper los dobles enlaces entre los carbonos C6 y C7 de los anillos del 

tropano formando O- acetilescopina. Posteriormente la O- acetilescopina es 

convertida a escopina por la remoción del grupo Ac vía hidrólisis de Kunz, y luego 

se realiza un tratamiento con HCl y nitrobenceno a 65°C que permite la remoción 

de los grupos acetilo y la conversión a (+)-escopolamina. Finalmente, se proponía 

un paso de purificación por cromatografía de partición eluyendo con butanol-N-HCl 

sobre celulosa. Ver figura 8. 
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Figura  8. Síntesis de escopolamina a partir de 3-α-acetoxitrop-6-eno. 

Debido a la dificultad implícita en estos procesos de síntesis y los elevados costos 

que genera la purificación de los compuestos, se plantea como mejor alternativa 

su obtención por medio de la extracción de especies vegetales productoras de los 

mismos. 

2.3.2 Hiosciamina 

Este alcaloide es antagonista competitivo de la acetil colina, desplazando al 

mediador a nivel de receptores. Por ello manifiesta su capacidad de bloquear los 

órganos que reciben inervación parasimpática. La hiosciamina es más activa y 

tóxica que la atropina. Igualmente, es un agente midriático muy potente. Su 

obtención, básicamente se da a partir de dos especies productoras de ésteres del 

tropanol, que son H. muticus y D. leichardtii (30, 45). 
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En la figura 9, se presenta la estructura química de este compuesto. 

 
Figura  9. Estructura de la Hiosciamina. 

 

2.3.3 Anisodamina 

La anisodamina, es un alcaloide del tropano, caracterizado por ser el intermediario 

entre la hiosciamina y la escopolamina, de acuerdo a la ruta de biosíntesis antes 

presentada. Esta sustancia, ha despertado interés por su amplia gama de 

aplicaciones terapéuticas que incluyen el control de shock tóxicos, sépticos, 

envenenamientos con organofosforados, el tratamiento de enfermedades micro 

vasculares, glomerulonefritis, artritis reumatoide, cólicos gastrointestinales, 

enteritis necrótica hemorrágica y eclampsia (43, 46-50). 

Anteriormente, se ha aislado de diferentes plantas pertenecientes a la familia 

Solanaceae, que incluyen Hyoscyamus niger L., Anisodus tanguticus, Scopolia 

tangutica, Scopolia tangutica Maxim, Atropa belladona y algunas especies de 

Datura (49-57). 
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Figura  10. Estructura de la anisodamina (58). 

 

2.4 OBTENCIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS A PARTIR DE ESPECIES 

VEGETALES 

Considerando los procesos de biosíntesis, como la alternativa más adecuada para 

la producción de algunos metabolitos secundarios, extraídos a partir de plantas 

procedentes de cultivos agronómicos, es necesario tener en cuenta algunos 

factores que pueden llegar a convertirse en desventajas a la hora de desarrollar 

procesos para su producción masiva. Entre estos se encuentran: 

• La utilización de suelos para la producción de plantas completas y el tiempo 

que implica que éstas alcancen la madurez necesaria para ser productoras 

de los metabolitos. 

• Los problemas asociados con el suministro, heterogeneidad, transporte y 

almacenamiento del material vegetal.  

• Las constantes variaciones climáticas que pueden desencadenar daños 

irreparables a los cultivos. 

• El ataque de algunas plagas que afecta la calidad del material vegetal. 

Estos inconvenientes han dado lugar a la búsqueda de nuevas alternativas para 

su obtención, orientados a una producción comercial a gran escala. 
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Es este sentido, se emplea el cultivo de tejidos vegetales in vitro como una 

estrategia importante para superar los inconvenientes antes mencionados.  

2.4.1 Cultivos in vitro para la producción de metabolitos secundarios 

Este tipo de cultivos comprende un heterogéneo grupo de técnicas mediante las 

cuales un explante (parte separada de un vegetal: protoplasto, célula, tejido, 

órgano) se cultiva asépticamente en un medio de composición química definida y 

se incuba en condiciones ambientales controladas. A través de ellos es posible 

estudiar la fisiología, la genética y la bioquímica de las plantas, investigar los 

procesos de bioconversión y producción de compuestos útiles (metabolitos 

secundarios), incrementar la variabilidad genética de una especie, obtener plantas 

libres de patógenos, propagar, conservar e intercambiar germoplasma (59). 

 

Dependiendo del explante y de las condiciones de cultivo, las células pueden 

preservar su estado de diferenciación bioquímica y morfológica, o retornar a su 

estado embriogénico no diferenciado. De ahí la importancia de una de sus 

características más importantes,  la totipotencialidad,  su capacidad de poseer y 

expresar el potencial genético total (formar el cuerpo completo y fértil de una 

planta) a partir de un explante cualquiera (6).  

De hecho, aplicando los desarrollos alcanzados en el tema, se ha logrado 

establecer el cultivo de callos y células en suspensión de una gran variedad de 

especies productoras de metabolitos secundarios; sin embargo, no en todos los 

casos los rendimientos han sido comparables a los obtenidos a partir de plantas 

cultivadas en campo.  
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2.4.2 Cultivos in vitro de órganos de especies vegetales para la producción de 

metabolitos secundarios 

Debido a la relación que existe entre la diferenciación de las células vegetales y la 

producción de algunos metabolitos secundarios como consecuencia de la misma, 

se han estudiado procesos que involucran el cultivo específico de determinados 

órganos o conjuntos de células especializadas. En un caso como la producción de 

alcaloides del tropano, en donde estos alcaloides son sintetizados 

específicamente en raíces, se han buscado diferentes alternativas que permitan 

establecer de manera estable y productiva este tipo de cultivos. Dentro de ellas se 

ha estudiado la organogénesis directa por aplicación de factores de crecimiento a 

los medios de cultivo y la transformación genética con Agrobacterium rhizogenes.  

Sin embargo, debido a los bajos niveles de metabolitos obtenidos en algunos 

cultivos, ha sido necesario aplicar diferentes estrategias tendientes a incrementar 

la productividad de los procesos a nivel in vitro, entre ellas se cuentan: el estudio 

de medios de cultivo, la aplicación de diferentes concentraciones de 

fitorreguladores y las condiciones de cultivo, como luz, temperatura, etc., logrando 

en algunos casos, aumentar la producción de los mismos (46, 60-67).  

2.4.3 Efecto de la aplicación de factores de crecimiento (hormonas) sobre cultivos 

in vitro 

La regulación de las actividades intracelulares en plantas puede controlarse 

mediante el uso de diferentes hormonas que interactúan con proteínas receptoras 

y específicas formando complejos activos. Tales hormonas pueden clasificarse en 

cuatro grupos: auxinas, citoquininas, giberelinas, y el etileno y el ácido abcísico 

(ABA). A su vez estos grupos pueden ser divididos en dos: el de las hormonas 

estimuladoras del crecimiento (hormonas relacionadas con la división celular, la 

elongación de las células, la organogénesis y diferenciación) entre el que se 
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incluyen las auxinas, las citoquininas y la giberelinas y el de las inhibidoras del 

crecimiento o antagonistas como el ABA y el etileno (59). 

 

Sin embargo, es de aclarar que del balance hormonal y de la concentración de 

cada una de las hormonas que se aplique a un cultivo especifico, dependen los 

resultados obtenidos como respuesta. Por ejemplo, en el caso especifico de las 

auxinas, que estimulan la elongación de las células, se ha demostrado que 

concentraciones bajas estimulan el crecimiento de las raíces, mientras que 

concentraciones más altas pueden inhibir esta respuesta.  

2.5 PRODUCCIÓN DE ESCOPOLAMINA POR CULTIVO IN VITRO DE RAÍCES 

En el caso particular de este alcaloide, es importante mencionar que los sitios de 

síntesis y acumulación de la escopolamina varían dependiendo de factores como: 

el tipo de especies usadas, el material vegetal disponible para la extracción (hojas, 

segmentos de tallo, raíces, células, etc.), edad del material vegetal, tipo de cultivo 

(agronómico, in vitro), entre otros. 

Puesto que este alcaloide es sintetizado en las raíces de especies como la 

Brugmansia candida, se han desarrollo estudios sobre su producción tratando de 

obtener líneas altamente productoras de escopolamina. Los cultivos de tejidos 

diferenciados de algunas Solanaceae producen escopolamina en concentraciones 

similares, o, mayores que en otros órganos de la planta completa (46, 60, 62, 64). 

Sin embargo, el cultivo in vitro de raíces convencional, presenta algunas 

desventajas cuando es usado para este fin, entre ellas se encuentran:  

 la velocidad de producción de biomasa es lenta. 

 requiere de auxinas para su crecimiento, lo cual en algunos casos provoca una 

disminución en el contenido de alcaloides. 
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 dificultad para mantener la estabilidad en cultivo. 

 la baja estabilidad en la producción de metabolitos secundarios. 

Para superar estos inconvenientes, se ha reconocido el potencial que representa 

el cultivo de raíces transformadas, como herramienta para la obtención de 

productos vegetales que son sintetizados en la raíz (68-70).  

Esta transformación se logra al infectar células de una planta con la bacteria 

Agrobacterium rhizogenes. En el proceso de infección se transfiere al genoma de 

la planta un segmento del plásmido Ri (Root inducing) contenido en la bacteria. 

Este proceso origina la formación de raíces pilosas en el sitio de la infección (71, 

72, 73). 

Este fenotipo de raíces pilosas (hairy roots) se caracteriza por tener una mayor 

estabilidad en cultivo y por crecer a velocidades mayores que las raíces normales. 

Reportes previos demuestran que los cultivos de raíces transformadas de 

Nicotiana spp., Beta vulgaris (69), Atropa belladona (70), Hyoscyamus muticus 

(68) y Panax ginseg (74), producen alcaloides de manera cualitativa y 

cuantitativamente semejante a la del patrón de la planta cultivada 

agronómicamente de la que provienen. Sin embargo, no se puede generalizar que 

para todas las especies se cumpla esta misma premisa. 

 

Algunos de los estudios sobre la producción de escopolamina, son reportados por 

García (1986), describiendo diferentes investigaciones sobre la producción de 

alcaloides del tropano a partir del cultivo in vitro de tejidos de Datura. En su 

trabajo, se señala que Chan y Staba (1965) desarrollaron estudios sobre su 

producción en callos y células en suspensión de Datura, encontrando que la 

hioscina era el principal alcaloide presente en este tipo de cultivos. Luego Staba y 

Jindra (1968), estudiaron el efecto de la iluminación en los cultivos de callos y 

reportaron que los tejidos que contienen clorofila crecían más rápido y que 
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concentraciones altas de manganeso en el medio de cultivo estimulaban la 

producción de alcaloides menores (36, 75, 76). 

 

Posteriormente, Romeike y Klobitz (1970), concluyeron que los cultivos de callos 

obtenidos de hojas y semillas de Datura presentaban una menor cantidad de 

alcaloides cuando se usaba una única fuente de nitrógeno. Así mismo, Hiraoka 

(1974), sugirió que la glucosa era la fuente de carbono que favorecía el 

crecimiento de la biomasa en los cultivos, aunque la mayor producción de 

alcaloides se daba en un medio con 3% de sacarosa (60, 77). 

 

Más adelante, Lindsey y Yeoman (1983), indicaron que el contenido de alcaloides 

en cultivos de Datura disminuía al aumentar el crecimiento y la friabilidad de las 

células empleadas para su producción (61). 

 

Además de describir los trabajos anteriores, García (1986) realizó algunos 

experimentos que le permitieron obtener extractos de callos de diferentes especies 

de Brugmansia, cultivados durante 7 semanas encontrando en ellos un contenido 

total de alcaloides entre 0.001% y 0.01 % con su método de extracción.  

 

Continuando con estos experimentos, Trujillo y Berdugo (1989) concluyeron que la 

mejor condición para inducir la producción de callo a partir de explantes de B. 

arborea, B. candida y B. sanguinea, incluía oscuridad, medio M&S adicionado con 

0.5 mg/l de 2,4 D y 2 mg/l de Kinetina. Además reportaron que no se lograba la 

inducción de raíces en explantes de hojas ni en callos de B. arborea, B. candida y 

B. sanguinea cultivados en luz y oscuridad y con diferentes concentraciones de 

reguladores. Estos investigadores identificaron en sus cultivos la presencia de 

atropina, escopolamina y otros dos alcaloides no identificados. reportaron un 

contenido de escopolamina entre diez y cuarenta veces mayor que el de atropina, 

variando entre 0.0052% y 0.084% (37).  
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Ramírez y Suárez (1993), estudiaron la producción de escopolamina en plantas 

del genero Brugmansia de diferente procedencia y definieron el medio de cultivo 

para generar la mayor cantidad de alcaloides. Encontraron, que el medio ambiente 

donde se desarrollan las plantas, ecotopo, determina la producción de alcaloides 

en la raíz. Establecieron que de los lugares evaluados, las plantas provenientes de 

Choachí, Cundinamarca, eran las que poseían una mayor cantidad de alcaloides. 

Así mismo, sugirieron que el medio de cultivo que más favorecía la producción de 

éstos era el de White y Bonner (W&B). La cantidad de escopolamina liberada al 

medio fue de 6.79 mg/g de raíz seca (78). 

 

Otros trabajos han evaluado el contenido de escopolamina e hiosciamina en 

diferentes órganos de la especie Datura stramonium, observando las diferencias 

en las concentraciones de algunos alcaloides en plantas de diferentes edades. 

Como resultado, se ha establecido que la hiosciamina es el componente presente 

en mayor proporción en todos los casos. Y que en las raíces, la escopolamina 

únicamente se encuentra presente en las plantas más jóvenes (0,014 ± 0,004 

mg/g de raíz fresca) (79).  

 

Como ya se había mencionado, se ha planteado el uso de raíces modificadas para 

la producción de alcaloides del tropano. Es así, como se ha estudiado el uso de B. 

candida y una cepa de A. rhizogenes LBA 9402, buscando estrategias para 

preservar la morfología normal de las raíces sin alterar la producción de 

alcaloides. De los resultados presentados se puede inferir que para lograr dicha 

estabilidad es necesario: a) mantener bajas las concentraciones de nutrientes 

minerales y de sacarosa evitando el estrés osmótico sobre las raíces, b) emplear 

antiauxinas en condiciones controladas, c) mantener las raíces en medio sólido 

antes de iniciar los procesos de producción de los alcaloides en medio líquido. 

Además el trabajo sugiere que se debe desarrollar el proceso en dos etapas, una 

inicial con bajas concentraciones de sacarosa para la producción de biomasa y 

una segunda incrementado la concentración de sacarosa, para la producción de 
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alcaloides. Para raíces de Brugmansia candida obtenidas y mantenidas de 

acuerdo a las condiciones expuestas, se ha observado que en el cultivo de las 

mismas en Erlenmeyer, la producción de biomasa se incrementa cuando existe 

agitación, sin embargo este mismo factor, afecta negativamente la producción de 

alcaloides. Igualmente se observó un máximo en la producción de escopolamina e 

hiosciamina al día 20 del cultivo. Los valores reportados para la producción de 

escopolamina a los 20 días de cultivo son de 0,4 y 0,780 mg/g de raíz fresca para 

cultivos con y sin agitación respectivamente (31, 80). 

 

La especie Hyoscyamus muticus, también ha sido sometida a transformación con 

Agrobacterium rhizogenes, obteniendo líneas celulares como la KB7, con la que 

se ha alcanzado una producción de escopolamina de 1,52 mg/g de raíz seca, 

luego de 28 días de cultivo en Erlenmeyer (81).  

 

Otros estudios como el de Flores (1993), han presentado otras propuestas como 

el estudio de raíces foto-autotróficas de Datura stramonium, a las que se les aplicó 

luz y CO2 y que producían escopolamina alcanzando rendimientos que oscilaron 

entre 0,013 y 0,049% (en base seca) (82). 

 

Así mismo se ha realizado la transformación de híbridos como lo es el caso 

específico del hibrido de Duboisia obtenido a partir de Duboisia myoporoides x 

Duboisia leichardtii), del cual se han evaluado 7 clones, obteniendo que la línea 

celular número 22 es la mayor productora de escopolamina (13 mg/g de raíz 

seca), luego de 4 semanas de cultivo (83). De igual manera, este hibrido ha sido 

sometido a otro tipo de transformación buscando sobre-expresar la enzima PMT y 

H6H. En el caso de la enzima PMT, las líneas celulares A4 y PMT han sido las 

que permiten obtener mayores producciones de escopolamina 15 y 12,5 mg/g de 

raíz seca respectivamente, luego de 4 semanas de cultivo (84). Para el caso de la 

enzima H6H la línea celular, H6H-2 es la que ha permitido obtener mayores 

rendimientos en cuanto a escopolamina, permitiendo alcanzar concentraciones de 
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12,051 ± 0,109 mg/g (base seca) y 3,973 ± 0,032 mg/g (base seca) en hojas y 

raíces respectivamente (43). A este respecto, también se presentan trabajos con 

otras especies como los es la Nicotiana tabacum que ha sido sometida a 

transformación con Agrobacterium rhizogenes con el doble propósito de generar 

las raíces pilosas, y modificar la actividad de la enzima H6H. En este caso se 

obtuvo el clon H6H-101 como el mayor productor de escopolamina, siendo capaz 

de alcanzar rendimientos de 11,0 ± 0,3 g/l de medio luego de 4 semanas de cultivo 

en Erlenmeyer (85). 

 

Desde el momento en el cual se ha contado con material transformado, que crece 

rápidamente y produce una cantidad de alcaloides representativa, aparece la 

necesidad de estudiar las técnicas para llevar a cabo una producción masiva de 

estas sustancias empleando biorreactores. A este respecto, se presenta un 

estudio en donde se usa un reactor dual para obtener escopolamina por cultivo de 

Atropa belladona y Duboisia, logrando rendimientos de 0,25 mg/g de raíces secas. 

En el diseño empleado, se usó periódicamente una turbina Rushton para causar 

daño a las raíces, generándoles estrés, con el fin de incrementar la producción de 

los alcaloides (33).  

 

A nivel de biorreactor, también se puede mencionar un estudio sobre la producción 

de escopolamina en raíces transformadas de Datura metel, cultivadas en un 

reactor airlift de 4 l, en donde se observó que el cambio de escala desde el nivel 

de Erlenmeyer no afectó la producción de dicho alcaloide. En este caso la línea 

celular que permitió producir la mayor cantidad de escopolamina luego de 4 

semanas (4,0 mg/g de raíz seca) fue la L25 (86). A nivel de biorreactor, también se 

han establecido cultivos de Scopolia parviflora, evaluando el efecto de la densidad 

del inóculo y la aireación en una columna de burbujeo de 0,3l de capacidad usada 

para el crecimiento de raíces transformadas. De las dos variables estudiadas fue 

la aireación la que afectó en mayor grado el crecimiento de las raíces y la 

producción de alcaloides, la mejor condición de las probadas fue 0,4 vvm, 3 g de 
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inóculo y 15 días de cultivo. Para este caso, la concentración de escopolamina 

obtenida fue de 1,82 mg/g de raíz seca (87).  

 

Teniendo en cuenta que para mejorar la producción de los alcaloides en los 

biorreactores es necesario partir de unas condiciones óptimas, existen diversos 

estudios que analizan la influencia de los factores involucrados en los cultivos 

sobre la generación de biomasa y la producción de metabolitos. De este modo, se 

ha evaluado el efecto de la aireación sobre cultivos de raíces de Atropa belladona 

en frascos, en donde se ha observado que una aireación cercana a 1 vvm tiene un 

efecto positivo sobre la distribución de los alcaloides del tropano en el cultivo, 

generando incrementos en la escopolamina acumulada en las raíces sobre la 

hiosciamina, en este caso se produjo 1mg de escopolamina / g de raíz seca. 

También se estableció que un déficit de oxígeno puede inducir la liberación de 

alcaloides al medio de cultivo, puesto que la actividad de la enzima H6H se 

incrementa a medida que se incrementa la presencia de oxígeno molecular. 

 

Así mismo, se ha estudiado la influencia de diferentes elicitores bióticos y abióticos 

(ácidos salicílico, nitrato de plata, extracto de levadura, cloruro de calcio) sobre el 

perfil de alcaloides del tropano obtenidos por cultivo de raíces modificadas de 

Brugmansia candida, concluyendo que el ácido salicílico incrementa la producción 

de escopolamina e hiosciamina, el nitrato de plata, favorece únicamente la 

producción de escopolamina y su acumulación en las raíces, el extracto de 

levadura aumenta el contenido intracelular de ambos alcaloides y finalmente, el 

cloruro de calcio genera problemas al crecimiento de las raíces (88). 

 

Dentro de los estudios realizados con elicitores, también se cuentan las pruebas 

realizadas con bacterias sobre cultivos de raíces adventicias de Scopolia parviflora 

(procedente de Korea) para la producción de escopolamina. En ese caso se 

emplearon las cepas Pseudomonas aeruginosa KCTC 1750, Bacillus cereus 

KCTC 1012, y Staphylococcus aureus KCTC 1916, como elicitores, estableciendo 
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que su aplicación afectaba el perfil de alcaloides del tropano obtenidos, 

incrementando la concentración de escopolamina (89). 

 

También se ha evaluado el efecto elicitor del metil jasmonato y el ácido salicílico 

sobre cultivos de raíces de Scopolia parviflora, de donde se ha concluido que el 

uso del metil jasmonato genera un incremento en la concentración de 

escopolamina e hiosciamina, generando una creciente inhibición sobre el 

crecimiento de las raíces, mientras que la aplicación de ácido salicílico permite 

incrementar la producción de escopolamina sin alterar el crecimiento de biomasa. 

Además, en este estudio se infirió que estas dos sustancias regulan la expresión 

de las enzimas PMT y H6H y por tanto la biosíntesis de los alcaloides del tropano 

y su liberación al medio de cultivo. En este caso, se logró producir un máximo de 

escopolamina de 0,703 mg/g de raíces secas (90). 

 

Sobre la producción de escopolamina por cultivo de raíces normales de 

Brugmansia candida, se ha estudiado la aplicación de ANA (ácido 

naftalenacético), en cultivos desarrollados en Erlenmeyer, observando que esta 

estrategia permite alcanzar una producción máxima de escopolamina al día 24 con 

un valor igual a 3,94 ±0,01 mg/g de raíz seca (32). 

 

Piñeros (2005), realizó estudios sobre la producción in vitro de escopolamina en 

cultivos de raíces de Brugmansia candida concluyendo que: 

• El protocolo más adecuado para la desinfección del material vegetal para 

el cultivo de raíces consiste en: sumergir los frutos en hipoclorito de sodio 

al 5% por 5 minutos y luego las semillas sin la cubierta en hipoclorito de 

sodio al 1% por 10 minutos, y por último sumergirlas en etanol al 70% por 

10 minutos.  

• Es posible obtener escopolamina mediante el cultivo de raíces de B. 

candida empleando medio B5 (Gamborg), suplementado con 20 g de 
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sacarosa/l y en condiciones de oscuridad. Con una velocidad de agitación 

orbital de 70 rpm y una temperatura de 20 ºC.  

• La aplicación de ANA (ácido naftalénacético) como auxina, en el medio 

donde se desarrollan los embriones zigóticos, no favorece el crecimiento 

de las raíces ocasionando la atrofia de las mismas.  

• La aplicación de elicitores (ácido jasmónico, ácido salicílico y sulfato de 

cobre) favorece la liberación al medio de cultivo de los alcaloides. De las 

sustancias probadas, el sulfato de cobre 0.2 mM, aplicado durante 24 

horas sobre las raíces a los 24 días de cultivo, fue el que mejor resultados 

presentó. 

• En este trabajo se alcanzó una productividad de 7.582 mg de 

escopolamina / g de raíces secas por medio de la aplicación de elicitor 

(39). 

 

Estudios de este tipo sobre plantas del género Solanacea como la Atropa, Datura, 

Duboisia, Hyosciamus, y Scopolia, han permitido llegar al establecimiento de 

técnicas para la cuantificación de los alcaloides, como la separación por 

cromatografía líquida. Ejemplo de ello, es el trabajo realizado con Datura innoxia y 

Atropa belladona, en el cual se ha determinado que el uso de columnas C18 en 

fase reversa permiten alcanzar una recuperación de alcaloides superior al 96%. 

Los clones evaluados en este trabajo reportaron contenidos de escopolamina de 

1,89 ± 0,175 (clon 410-D Datura innoxia) y 0,230 ± 0,030 mg/g de raíz seca (clon 

Atropa belladona) (91). En otro trabajo, se evaluaron diferentes metodologías para 

la extracción de los alcaloides, probando tratamientos con cloroformo, 

diclorometano, metanol y amoniaco, que han permitido establecer que no existen 

diferencias significativas debido al uso de estos solventes en cuanto a los 

rendimientos de la extracción, la especie con la evaluación fue Atropa belladona, y 

la concentración de escopolamina obtenida en raíces transformadas de la misma 

fue de 3,25 a 3,53 mg/g de raíz seca (92). 
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Dentro de las técnicas de separación de los alcaloides también se ha estudiado el 

uso de la electroforesis capilar acoplada a un sistema de detección por 

quimioluminiscencia, que ha permitido separar atropina, escopolamina y 

anisodamina en extractos de Flos daturae, estableciendo que en esta especie la 

concentración de escopolamina es de 4,5 mg/g (base seca) (93).  

 

Estas técnicas, han permitido comparar el potencial de diferentes especies y 

permiten verificar la influencia de los factores asociados a los cultivos, de modo 

que se puede trabajar en pro de mejorar los rendimientos de los mismos con miras 

a su producción industrial (91).  

2.6 CULTIVO DE RAÍCES EN BIORREACTOR 

Inicialmente los cultivos de órganos vegetales son llevados a cabo en frascos, con 

volúmenes de medio pequeños y probando los efectos de diferentes variables 

sobre el cultivo, hasta establecer las mejores condiciones para el mismo. Las 

condiciones deben permitir un balance adecuado entre la generación de biomasa 

y la producción del metabolito buscado. Luego de dar este paso, se busca llevar 

los procesos viables a una escala de producción mayor, pasando de los frascos al 

biorreactor. 

 

Es necesario considerar que cuando se da este paso, se presentan ciertas 

limitaciones principalmente asociadas a problemas de transferencia de masa 

(oxígeno, nutrientes, etc.) y homogeneidad de las células del cultivo. Estos 

inconvenientes pueden conducir a la generación de estrés y en algunos casos a la 

lisis celular generando la pérdida del cultivo (94, 95).  

 

Como ejemplo de este problema, se tiene el daño que las raíces presentan 

cuando se emplean agitadores mecánicos y mallas de acero inoxidable en los 

biorreactores, elementos que bajan los rendimientos en cuanto a metabolitos 
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debido al daño generado sobre el cultivo. Para evitar esta situación, se ha 

pensado en cultivos donde se emplee una matriz de soporte más afin a las raíces 

para inmovilizarlas (96).  

 

Al igual que para la producción de microorganismos, los procesos de cultivo se 

pueden llevar a cabo por lotes, lote alimentado y continuo, orientando el proceso. 

De acuerdo con la relación que exista entre el crecimiento, la síntesis y la 

eliminación o no al medio de cultivo de los metabolitos. Por ejemplo, en el caso de 

un metabolito cuya producción se dé una vez finalizada la etapa de crecimiento de 

la biomasa, se debe considerar un proceso de dos etapas, donde la primera 

incluya un biorreactor diseñado para el crecimiento de la biomasa y la segunda un 

equipo empleado para la producción del metabolito.  

 

Así mismo, cuando la producción del metabolito está asociada al crecimiento de la 

biomasa, un biorreactor de una etapa es suficiente para el crecimiento de las 

células y la recuperación de las moléculas al mismo tiempo. De otro lado, cuando 

los metabolitos son intracelulares, es necesario considerar una etapa de 

extracción de esas sustancias desde las células, que puede facilitarse empleando 

procesos por lote, o, lote alimentado. En estos casos también pueden adicionarse 

sustancias que promuevan la liberación de los metabolitos desde los tejidos hacia 

al medio de cultivo.  

 

Cuando la producción del metabolito sea extracelular, se evita la destrucción de la 

biomasa para su obtención, ya que éste pueden tomarse directamente del medio, 

lo que resulta característico de sistemas continuos en donde se alcanzan mayores 

productividades que en sistemas por lotes (97). 

 

Además de estas técnicas empleadas para la producción de metabolitos 

secundarios por cultivo de células, segmentos nodales y raíces, se ha venido 

estudiando la posibilidad de obtenerlos mediante el uso de cultivos hidropónicos, 
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los cuales combinan la permeabilización natural y forzada con resultados 

prometedores. Como ejemplos se presenta los casos del cultivo hidropónico de 

Datura y Taxus, demostrando que es posible usar este tipo de cultivos como 

herramienta clave para la producción a escala industrial de metabolitos (34). 

 

Resumiendo, la producción de metabolitos en biorreactor está sujeta a ciertos 

factores, entre los que se encuentran:  

 Reguladores del crecimiento, especialmente auxinas y citocianinas, que 

inducen la dediferenciación celular y promueven la proliferación in vitro. El 

efecto de estas sustancias varía entre las especies y de producto a 

producto. Las giberelinas, por ejemplo, son usadas como fitohormonas para 

estimular los procesos de germinación. Para aplicaciones prácticas en la 

producción de metabolitos, es deseable realizar el cultivo sin la presencia 

de fitohormonas especialmente cuando los productos son empleados como 

extractos crudos, porque puede producirse contaminación con las mismas 

que pueda influenciar la salud humana (32, 39). 

 

 Variaciones en la concentración de nutrientes del medio, que dependen de 

los objetivos del cultivo. De este modo, en los casos en que se presenta 

una correlación negativa entre la proliferación de células y el metabolismo 

secundario, es posible que exista una manipulación del medio para inhibir el 

crecimiento celular y favorecer el metabolismo secundario. Estableciendo 

dos etapas para el proceso: una primera etapa de crecimiento de biomasa y 

una etapa final de producción del metabolito de interés, en donde se 

empleen dos medios diferentes que estimulen adecuadamente los órganos 

en cada caso (97). 

 

 Elicitores, son componentes activos que inducen una respuesta cuando son 

aplicados en los tejidos vegetales. Los elicitores como microorganismos y 

plantas, se denominan elicitores bióticos, mientras que los que ocasionan 
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estrés físico, o, químico se conocen como elicitores abióticos. Estas 

sustancias involucran varios compuestos señaladores como lo son las 

especies reactivas de oxígeno, ácido jasmónico, sulfato de cobre, ácido 

salicílico, etc. (88, 89, 98). 

 

 Factores físicos, incluyen la luz, la temperatura, el pH del medio, la 

aireación, la densidad celular, etc. La iluminación, generalmente induce 

diferenciación de los cloroplastos, lo cual en algunas ocasiones favorece el 

metabolismo secundario. La temperatura, en la mayoría de los casos 

encuentra su condición óptima entre 20 y 25ºC y el pH debe mantenerse 

entre 5.6 y 6.0. La aireación está directamente relacionada al crecimiento 

celular, a mayor aireación más crecimiento. Y la densidad celular, que está 

determinada por el tamaño del inóculo, llega a ser un factor importante que 

afecta el rendimiento del producto (95, 99, 100). 

 

 Factores biológicos, como mutaciones y demás alteraciones genéticas 

inducidas (2, 33, 73, 101). 

 

Además de estas condiciones, también se debe considerar la configuración del 

biorreactor, de modo que ésta sea la más adecuada para la producción del 

metabolito deseado. Para ello se deben analizar los modelos reportados (airlift, 

columna simple, columna de burbujeo, biorreactor de niebla, biorreactor de tanque 

agitado, etc.) y las características del crecimiento del cultivo de acuerdo a sus 

necesidades particulares.  

 

A continuación se mencionarán algunos ejemplos, en los cuales se prueban 

configuraciones diferentes en la producción de metabolitos secundarios por cultivo 

de raíces, describiendo algunos de los aspectos más relevantes relacionados en 

cada caso.  
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Green y Thomas (1996), desarrollaron un sistema de biorreacción que incluía un 

biorreactor integral y un separador. El volumen de medio que se manejó fue de 8 

litros, empleados para el cultivo de explantes de Nicotiana glauca, Nicotiana 

rustica y Datura stramonium. Las raíces de N. glauca se obtuvieron por 

transformación con la cepa LBA9402 de Agrobacterium rhizogenes.  

 

Este trabajo permitió establecer que la demanda de oxígeno de las raíces 

transformadas allí empleadas era baja (demanda máxima de la Nicotiana glauca 

0.07 mmol de O2/h/g peso fresco). Además se encontraron dos inconvenientes 

para el cultivo en el biorreactor, el primero de ellos era establecer una técnica de 

inoculación aséptica considerando la morfología de las raíces, y el segundo estaba 

relacionado con el seguimiento de la biomasa que debía realizarse por métodos 

indirectos como el registro de la conductividad y de la disminución en la 

concentración de azúcar. 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

Figura  11. Diagrama de un biorreactor integral con separador. (1) soportes para 
la biomasa, (2) plato distribuidor de medio, (3) y (4) entradas y salidas de aire, (5) 
puerto de inoculación, (6) bomba peristáltica, (7) reservorio de medio, (8) agitador 

magnético, (9) filtro de aire, (10) columna con resina de intercambio para 
separación, (11) puerto para tomar las muestras (102). 
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Chatterjee, et al. (1997), propusieron el crecimiento de raíces transformadas de 

Artemisia annua en un biorreactor de rocío de 1 litro. En este caso, el montaje 

constaba de dos unidades, una como reservorio y otra, en donde se generaba el 

rocío y se daba el crecimiento de las raíces. Para generar el rocío, contaron con 

un transductor ultrasónico, que se colocó en la parte inferior de la unidad de 

crecimiento.  

 

Empleando este sistema las raíces se desarrollaron adecuadamente hasta el día 

12, cuando mostraron signos de necrosis, a los 24 días de cultivo las raíces y el 

medio presentaron un color café que posiblemente se debe al deterioro de las 

mismas por falta de nutrientes, o, por la presencia de sustancias tóxicas asociadas 

a su crecimiento. Por lo que se sugiere la adición continua de medio fresco al 

cultivo. 

 
Figura  12. Diagrama de un biorreactor de rocío acústico, mostrando: (A) 

Generador y cámara de rocío colocada sobre la base húmeda, (B) Cámara de 
crecimiento con las raíces soportadas sobre anillos empacados, (C) Cámara de 

micropropagación conectada al generador de niebla (103). 
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Jung, et al. (1998), emplearon un biorreactor de columna de burbujeo de 2 l, para 

el cultivo de raíces de Catharanthus roseus. Para realizar el seguimiento de la 

producción de biomasa se estimó el consumo de nutrientes en el medio líquido, 

estableciendo relaciones entre la composición del medio con la conductividad, 

puesto que ésta permite determinar la concentración de sales inorgánicas que son 

consumidas a medida que se da la generación de biomasa.  

 

En este trabajo se estableció que para obtener un cultivo de alta densidad es 

necesario reponer constantemente los nutrientes del medio, usando técnicas de 

cultivo como lote alimentado, lotes repetidos, o, el cultivo continuo. Siendo los dos 

primeros los más recomendados para cultivos a gran escala.(99) 

 
Mahagamasekera y Doran (1998), estudiaron el cultivo de Atropa belladona y 

Duboisia en reactores de 2 y 2.5 litros de volumen de medio líquido. Emplearon 

como inóculo 7 g de raíces y 7 g de segmentos nodales por cada 2 l. Se uso un 

agitador de turbina Rushton (diámetro de 50 mm colocado a 45 mm del fondo del 

biorreactor) periódicamente para dañar las raíces, generando una condición de 

estrés.  

 

Se obtuvo una producción de escopolamina de 0,25 mg/ g de materia seca. El 

estrés generando por el daño sobre los tejidos para afectar la producción de 

metabolitos secundarios, se inició el día 11 del cultivo, operando la turbina a 80 

rpm por 3 minutos. Luego las raíces se sometieron a daño cada tercer día, 

logrando los objetivos deseados en cuanto a liberación del metabolito al medio de 

cultivo (33). 

 

Kino-Oka et al. (1999), estudiaron el crecimiento de raíces de Beta vulgaris L. 

empleando como sistema de crecimiento un reactor de columna sencilla, 

manejando una velocidad superficial de medio de 2 - 28m / h, usando1l de medio. 

Este estudio permitió verificar que la condición de flujo del medio líquido se refleja 
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en la concentración de oxígeno disuelto y en el estrés hidráulico que puede 

presentar el cultivo.  

 

El reactor de columna sencilla se consideró como la unidad de crecimiento y 

estaba unido a un tanque de aireación. En la columna de crecimiento, se realizó la 

inoculación sobre mallas de acero inoxidable. Los resultados sugirieron la 

presencia de inconvenientes generados por la alta densidad de los cultivos. 

 

Del mismo modo, este grupo se encargó de probar un reactor de flujo radial  para 

mantener cultivos de alta densidad. Este sistema, consta de un tanque con flujo 

radial y una columna de aireación para enriquecimiento del medio con oxígeno.  

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 

Figura  13. Biorreactor de columna simple. (1) columna de crecimiento, (2) raíces 
modificadas, (3) malla de acero inoxidable, (4) fibra de vidrio, (5) unidad de 

crecimiento, (6) tanque de aireación, (7) sensor de oxígeno disuelto, (8) bomba, 
(9) electrodo de conductividad, (10) filtro, (11) condensador de agua, (12) 

humidificador, (13) entrada de gas, (14) salida de gas (95). 
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Figura  14. (A) Biorreactor de flujo radial. (B) Tanque de crecimiento. (1) tanque 

de crecimiento, (2) columna de aireación, (3) sensor de oxígeno disuelto, (4) 
bombas, (5) electrodo de conductividad, (6) filtro, (7) condensador de agua, (8) 

humidificador, (9) entrada de gas, (10) salida de gas, (11) raíces modificadas, (12) 
malla de acero inoxidable, (13) alambres e acero inoxidable, (14) entrada de 

medio, (15) salida de medio (95). 

 
Hitaka et al. (2000), propusieron el uso de reactores de columna simple para el 

cultivo de raíces de Beta vulgaris L.. Como conclusiones establecieron que el flujo 

de líquido en el biorreactor afecta el crecimiento de las raíces modificadas debido 

a las fluctuaciones en la eficiencia con que se suministra el oxígeno y al estrés 

deformativo sobre la superficie de las raíces. De esta manera, cuando se 

incrementa la concentración de oxígeno disuelto en la superficie de las raíces, la 

elongación de las mismas aumenta.  

 

Las raíces modificadas fueron cultivadas en un reactor de columna simple 

empleando medio M&S, adicionado con 20 Kg/m3 fructosa, el sistema de 

biorreacción estaba compuesto por una columna de crecimiento y un tanque de 

aireación. Inicialmente, la columna se cargó con 20 g de peso fresco de raíces 

modificadas. El estrés deformativo se evaluó manteniendo el flujo de medio 

nutritivo entre 0.3 – 2 l/min. 
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Figura  15. Diagrama de un biorreactor de columna simple, (1) PC, 82) 

manómetro, (3) columna de crecimiento con diámetro de 38 mm, (4) tanque de 
aireación, (5) sensor de oxígeno disuelto en el liquido que entra a la columna, (6) 

sensor de oxígeno disuelto en el liquido que sale de la columna, (7) raíces 
modificadas, (8) lana de vidrio, (9) esferas de vidrio, (10) bomba, (11) electrodo de 

conductividad, (12) humidificador, (13) filtro de aire (104). 

 
Shiao y Doran (2000), propusieron el uso de un biorreactor de columna, para el 

cultivo de raíces de A. thaliana, estudiando los problemas de flujo y transferencia 

de oxígeno producidos por el aumento en la biomasa. Para ello realizaron algunos 

ensayos de filtración en donde evaluaron este efecto. 

 

Los ensayos consistían en determinar la permeabilidad de lechos empacados de 

raíces, estableciendo que ésta disminuye significativamente con el incremento de 

la masa de raíces (biomasa). Los ensayos emplearon raíces modificadas y sin 

modificar, encontrando que la mayor cantidad de pilosidades presentes en las 

raíces modificadas les confiere una mayor resistencia a la transferencia de 

oxígeno (100). 
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Takahashi et al. (2001), trabajaron para la producción de raíces modificadas de 

Beta vulgaris en un reactor tipo columna. Como inóculo emplearon raíces 

precultivadas de 5 a 11 días. El sistema de biorreacción compuesto por dos 

unidades de cultivo, una sólida y otra líquida, operó a 25 °C.  

 

 
Figura  16. Sistema de biorreación para el cultivo de Beta vulgaris. (1)PC, (2) caja 

Petri con diámetro interno de 90 mm, (3) raíces en medio sólido, (4) cámara y 
monitor, (5) columna de crecimiento con diámetro interno de 38 mm, (6) tanque de 

aireación, (7) raíces modificadas, (8) fibra de vidrio, (9) esferas de vidrio, (10) 
bomba, (11) electrodo de conductividad, (12) electrodo de oxígeno, (13) filtro de 

aire, (13) humidificador (105). 

 

Este estudio, permitió demostrar que era posible realizar el seguimiento de la 

biomasa por medio del análisis de imágenes tomadas a lo largo del tiempo de 

duración del cultivo. 

 
Weathers y Kim (2001), evaluaron el crecimiento de raíces de Artemisia annua, 

Beta vulgaris, y Pisum sativum en diferentes sistemas (erlenmeyer, caja Petri, 

columna de burbujeo, reactor de niebla), manejando un volumen de trabajo en los 

biorreactores de 1.5 l e inoculando con 1.9 g de materia fresca / l. 
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Figura  17. (a) Biorreactor de columna de burbujeo, (b) Biorreactor de niebla 

(106). 

Los biorreactores fueron fabricados en policarbonato y las raíces se inmovilizaron 

sobre mallas de acero inoxidable. Su estudio, identificó la influencia de algunos 

factores sobre el fenómeno de aglomeración presente en las células que se 

encuentran formando la superficie de las raíces conocidas como “border cells”. 

 
Zobayed y Saxena (2003), en el trabajo con Hypericum perforatum L. emplearon 

un biorreactor de inmersión temporal, un biorreactor airlift y un Erlenmeyer. El 

biorreactor de inmersión temporal era de 1l y contenía 350 ml de medio líquido, 

con inmersión en el medio de nutrientes cada 3 horas por 5 minutos durante los 

primeros quince días y luego cada 24 horas por 5 minutos  hasta el final. El reactor 

tipo balón airlift tenía una capacidad de 2l y contenía un litro de medio líquido. En 

su fondo se ubicó un distribuidor de aire. El otro tipo de biorreactor, el erlenmeyer 

tenía una capacidad de 250 ml y se cargó con 100 ml de medio líquido que se 

incubó con agitación a 100 rpm. Los autores concluyen que el tipo de biorreactor 

que más favorecía la regeneración de explantes era el de inmersión temporal, 

para el cual se tenía un valor de regeneración de 209 segmentos regenerados por 

explante, y el sistema menos apropiado era el erlenmeyer, en donde la 
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regeneración era casi la mitad del valor obtenido para el reactor de inmersión 

temporal.  

 

Del mismo modo se estableció que al trabajar con esta especie, la mayor 

capacidad regenerativa la presentan las raíces sobre otro tipo de explantes, de ahí 

que se considere su cultivo como una buena alternativa para la propagación 

masiva de esta especie (107). 

 
Huang et al. (2004), trabajaron con Stizolobium hassjoo, modificado con A. 

rhizogenes para la producción de L-Dopa en un reactor de niebla de 3 l (Mist 

trickling reactor) y el inóculo empleado fue de 80 – 120 segmentos de raíz. Se 

estableció una relación lineal entre la producción de biomasa y el consumo de 

sacarosa, con una disminución en la conductividad del medio en frascos que luego 

sirvió para caracterizar el reactor. El medio se suministraba intermitentemente 

cada hora. Este tipo de biorreactores ofrecen la posibilidad de disminuir el estrés 

generado a las raíces durante el cultivo, aumentando la transferencia de nutrientes 

debido al incremento del área de transferencia, la rápida adecuación de nutrientes, 

la remoción de metabolitos tóxicos, y las facilidades para la operación y el 

escalado.  

 

En este tipo de biorreactor las raíces están suspendidas sobre una solución de 

nutrientes que es impulsada en forma de lluvia hacia arriba por un motor 

(generador ultrasónico).  
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Figura  18. Biorreactor de niebla para el cultivo de raíces de Stizolobium hassjoo 

(108) 

 
Suresh et al. (2004), establecieron un cultivo de raíces de Beta vulgaris, 

empleando una columna de burbujeo de 3 l e inoculando con 10 g de raíces 

frescas. En este caso el objetivo era estudiar la producción de pigmentos bajo la 

acción de poliaminas y elicitores. El reactor fue hecho con una columna de vidrio 

de 22 cm de altura y 14 cm de diámetro con una capacidad de 3 l, el volumen de 

trabajo manejado fue de 1.75 l.  

 

Estos ensayos les permitieron establecer que la aplicación de elicitores en los 

biorreactores puede ser una estrategia biotecnológicamente valiosa para favorecer 

la producción de los metabolitos, reduciendo los costos de la misma (109). 

 
Zobayed et al. (2004), continuaron su trabajo con la especie Hypericum 

perforatum L. empleando 6 diferentes sistemas de cultivo, biorreactor tipo balón de 

burbujeo, biorreactor de inmersión temporal, biorreactor de inmersión por zonas 

temporal, Erlenmeyer , reactor de tanque con ventilación forzada, botellas 

magenta, para compararlas con cultivos desarrollados en invernaderos.  
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Entre las características más relevantes se encuentran: mientras en los 

biorreactores tipo balón con burbujeo y erlenmeyer las raíces están inmersas en el 

medio todo el tiempo. En el reactor de inmersión temporal, los explantes eran 

sumergidos en él cada 3 h por 5 min.   

 

Luego de 25 días de cultivo se concluyó que el biorreactor de tipo balón de 

burbujeo fue el que generó una mayor cantidad de plantas frescas por encima de 

los otros sistemas in vitro y de los cultivos hidropónicos. De otro lado, algunos 

metabolitos se generaron en mayor cantidad en el sistema con ventilación forzada, 

o, en los biorreactores de inmersión temporal (110). 

 
Suresh et al. (2005), propusieron el uso de varios tipos de biorreactores como los 

de niebla, las columnas de burbujeo y los reactores con aspersión para el cultivo 

de T. patula. Establecieron que en los cultivos de raíces transformadas los 

inconvenientes en la transferencia de oxígeno, resultan en una disminución en el 

crecimiento y la producción de los metabolitos. Los reactores de niebla empleados 

en estos cultivos presentan problemas asociados a la distribución no uniforme de 

la niebla. La biomasa se evaluó al iniciar y al finalizar la operación en el 

biorreactor; teniendo en la cuenta los días del cultivo se evaluó la tasa de 

crecimiento. También se registraron continuamente la conductividad del medio y la 

osmolaridad, como medidas indirectas de la concentración de biomasa. 

 

En este caso el biorreactor tipo columna de burbujeo, estaba compuestos por una 

columna de vidrio de 22 cm de alto por 14 cm de ancho, 3l de capacidad con un 

volumen de trabajo de 1.75l 
 

De otro lado, el biorreactor con aspersión de nutrientes, empleó dos tanques 

arreglados en serie, uno para almacenar los nutrientes (1.5 l) y otro para el 

crecimiento de las raíces (1 l). El reservorio tenía puertos para la entrada y salida 

del aire, el agitador y otros accesorios.  
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Figura  19. Biorreactor de niebla acústico para el cultivo de raíces de T. patula 

(111). 

.  

 
Figura  20. Biorreactor de columna de burbujeo para el cultivo de raíces de T. 

patula (111). 

 



62 
 

 
Figura  21.Reactor con aspersión de nutrientes para el cultivo de raíces de T. 

patula (111). 

 

De los tres diseños probados, el reactor de niebla fue el más eficiente, debido a 

que ofrece una menor resistencia a la transferencia de masa. Otras ventajas 

adicionales son la eficiencia energética, la simplicidad en la operación, el fácil 

escalado y la posibilidad de manejar densidades altas de biomasa para obtener 

mayores productividades. La única desventaja es el daño ocasionado al 

transductor (usado para generar la niebla), por el autoclavado.  

 

Łuczkiewicz y Kokotkiewicz (2005), propusieron el uso de un biorreactor de 

burbujeo y canasta para el cultivo de raíces de G. tinctoria. En este caso se 

empleó como inóculo 5 g de peso fresco de vástagos y fragmentos de raíces por 

cada 100 ml de medio, en recipientes de 250 ml. El medio empleado era S&H 

suplementado con 3% de sacarosa y 24.6 mmol/l de IBA.  

 

Al finalizar el estudio se estableció que los cultivos en el biorreactor fueron más 

efectivos, en términos de producción de biomasa y de producción de isoflavonas, 

que los co-cultivos realizados en Erlenmeyers. Se sugieren además algunos 

puntos para el mejoramiento del biorreactor que incluyen: un equipo toma-

muestras, más puertos suplementarios y electrodos para medir pH y oxígeno 
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disuelto, de modo que se pueda llegar a la producción de fitoestrógenos a escala 

industrial. Además se demostró que era posible tener el crecimiento de dos tipos 

diferentes de tejidos (raíces y segmentos), en un mismo equipo superando las 

limitaciones relacionadas con este tema. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura  22.Biorreactor de burbujeo y canasta para el cultivo de raíces de  

G. tinctoria (112). 

 
Martin y Vermette (2005), propusieron el uso de raíces transformadas para la 

producción de fármacos, pesticidas, saborizantes, etc. Sugirieron que las raíces 

modificadas eran las más estables y productivas, dado que éstas presentan 

actividad y crecen en medios libres de hormonas, produciendo metabolitos 

secundarios en niveles similares, o, superiores a las raíces de las plantas sin 

tratamiento. Además, mencionaron que los biorreactores para cultivos de raíces 

requieren disminuir el daño mecánico para evitar debilitar las raíces frágiles, y a la 

vez, deben considerar la transferencia de oxígeno y de nutrientes. Estas variables 

son importantes porque las raíces modificadas son heterotróficas y por tanto el 

oxígeno juega un papel importante en su metabolismo, para la respiración.  
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Entre los tipos de reactores empleados para el cultivo de raíces, mencionaron que 

los primeros fueron los reactores de tanque agitado, llegando a volúmenes de 20 l. 

Sin embargo, estos sistemas causan mucho daño a las raíces debilitándolas. Para 

superar este inconveniente, plantearon el uso de columnas de burbujeo del tipo 

biorreactores airlift, o, biorreactores con agitación modificados. En ellos las raíces 

son inmovilizadas empleando mallas horizontales espaciadas por lo menos a 2.5 

cm.  

 

También sugirieron que las columnas de burbujeo son los biorreactores menos 

eficientes de los probados para los cultivos de raíces y como causa de su 

ineficiencia se tiene la baja disponibilidad de oxígeno. Otro tipo de biorreactor que 

puede ser empleado es el de flujo por pulsos, con el cual se han alcanzado altas 

productividades controlando las velocidades de flujo de líquido, responsable de 

maximizar la transferencia de masa y disminuir el riesgo de daño mecánico (96). 

 
Savitha et al. (2005), emplearon una columna de burbujeo para el crecimiento de 

raíces de Beta vulgaris L.. Para ello, tomaron como inóculo 100 mg de raíces que 

crecieron durante una semana con agitación hasta alcanzar 10 g de peso fresco 

para transferirlos a la canasta. La columna de vidrio empleada era de 22 cm de 

alto por 14 cm de diámetro, 3 l de capacidad y trabajaron con 1.75 l de medio. 

Obtuvieron buenos resultados en cuanto a la producción del metabolito (98). 

 

Guillon et al. (2006), mencionan en su trabajo que el escalado de los 

biorreactores para el cultivo de raíces es fundamental para aprovechar sus 

aplicaciones biotecnológicas. A este respecto, existen dos tipos de biorreactores 

que se han usado con éxito. Entre ellos están los modelos inspirados en la 

tecnología airlift, como la columna de burbujeo que se empela para escalar la 

producción de Beta vulgaris y Artemisia annua, y el biorreactor tipo canasta con 

burbujeo empleado para producir raíces de Astragalus membranaceus y Genista 

tinctoria. El segundo tipo son los biorreactores de niebla, en donde se emplean 
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mallas para soportar las raíces. Estos sistemas tienen por ventaja reducir el 

volumen de medio de cultivo y de ese modo obtener una solución concentrada de 

los metabolitos secundarios. A parte de estos dos tipos de biorreactores 

empleados para escalar procesos, se recomienda el uso de cultivos hidropónicos 

cuando no se requieren condiciones de esterilidad en la producción (113). 

 
Sivakumar (2006), en su estudio sobre nuevas herramientas para la producción 

de moléculas bioactivas y biofármacos desde raíces de plantas, menciona 

aspectos sobre los desarrollos tecnológicos de los biorreactores. Entre ellos, dice 

que parte del éxito con el biorreactor está en la capacidad que se tenga de 

controlar y monitorear variables de proceso importantes como el pH, la 

temperatura, el oxígeno disuelto, el dióxido de carbono y la gravedad específica.  

 

Además, insiste en que una de las mayores complicaciones del escalado es 

garantizar la transferencia de oxígeno empleando condiciones de mezcla que no 

generen un estrés de deformación. Puesto que éste puede causar daño 

irreparable al cultivo, por lo que se sugieren nuevas tecnologías en donde se 

plantee el desarrollo de sistemas sin tecnologías convencionales de agitación. 

 

En este caso se mencionan algunos ejemplos de la producción industrial de 

proteínas recombinantes y vacunas por cultivos de raíces de diferentes especies 

(114). 

 

Con base en esta información bibliográfica es posible hacerse una idea de los 

requerimientos de los cultivos de raíces y de las condiciones de diseño requeridas 

para construir un biorreactor para su cultivo.  
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3.  DESARROLLO DE LA INVESTIGACIÓN 

3.1 CULTIVOS DE RAÍCES NORMALES DE Brugmansia candida 

La primera parte de este capítulo pretende mostrar el proceso llevado a cabo 

desde la recolección de los frutos de Brugmansia candida, hasta el cultivo de 

raíces normales de esta especie en un sistema de biorreacción compuesto por dos 

unidades. 

 

Para ello se partirá de la descripción del material vegetal, de las técnicas de 

desinfección para cultivar los embriones y desarrollar las raíces, de la manera en 

que se generó una curva de crecimiento de las raíces normales, de las técnicas de 

generación de inóculos para el biorreactor y de las condiciones de cultivo 

empleadas; además, se realizará una descripción del sistema de biorreacción y la 

manera en que se desarrolló el cultivo en él, para proseguir con la etapa de 

extracción y cuantificación de los metabolitos requerida para la evaluación del 

sistema. 

 

También se presentan algunos ensayos que se realizaron con el propósito de 

facilitar la generación de las raíces y mejorar el desempeño de las mismas en el 

reactor, dentro de los que se encuentra la evaluación de la adición de ANA a los 

medios de cultivo en la etapa de generación de inóculos y la aplicación de sulfato 

de cobre, como elicitor al final del ensayo en el biorreactor, con el fin de permitir la 

liberación del metabolito desde las raíces al medio de cultivo. 

 

 

 



67 
 

3.1.1 Material Vegetal 

Se emplearon semillas de Brugmansia candida recolectadas en el campus de la 

Universidad Nacional de Colombia. El árbol del que provenía el material, esta 

inventariado en el Herbario Nacional del Instituto de Ciencias Naturales de la 

Universidad Nacional de Colombia, bajo el código 223783. 

 

3.1.1.1 Obtención de Raíces Estériles Normales de B. candida  

1) Desinfección de los frutos de Brugmansia candida. Los frutos fueron 

recolectados cuando se consideraban maduros, es decir cuando tenían una 

edad promedio de 2 meses. Luego de su recolección fueron lavados con 

jabón líquido y se sometieron a un procedimiento para retirar la cáscara y 

liberar las semillas. 

 
Figura  23.Frutos de Brugmansia candida listos para el lavado y posterior 

extracción de embriones. 

2) Luego de liberar las semillas se siguió el procedimiento descrito por Piñeros 

(2005) para realizar el rescate de los embriones y realizar la desinfección 

de los mismos antes de proceder a su cultivo in vitro. Este procedimiento se 

lleva a cabo en cabina de flujo laminar y consiste en retirar la cubierta 

seminal externa de las semillas y colocarlas en una solución de hipoclorito 

de sodio al 1% por 10 minutos. Luego se colocan en una solución de etanol 

al 70% por 10 minutos y finalmente se realizan tres lavados con agua 

destilada estéril para eliminar los agentes de desinfección (39). 
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          Figura  24. Desinfección y siembra de embriones de Brugmansia candida 

para la obtención de raíces normales. 

3) Finalizado el rescate de los embriones estos son sembrados en 15 ml de 

medio B5 (Gamborg et al., 1969), suplementado con 20 g/l de sacarosa, sin 

hormonas vegetales y adicionado con Agar a una proporción de 10 g/l. Este 

procedimiento se llevó a cabo en frascos de 50 ml con cubiertas de papel 

aluminio. En cada frasco se plantaron entre dos y tres embriones. La 

incubación se realizó a temperatura ambiente y en condiciones de 

oscuridad.  

 

3.1.2 Proceso de germinación de los cultivos de B. candida 

Para el caso de las raíces normales de B. candida, se evaluaron dos tiempos de 

cultivo de los embriones sobre el medio sólido, en cuanto al porcentaje de 

germinación y el porcentaje de contaminación. El porcentaje de germinación está 

establecido como la relación entre el número de embriones que ha germinado y 

generado una radícula de 1,5 a 2 cm aproximadamente y el número total de 

embriones sembrados, mientras que el porcentaje de contaminación, representa la 

relación entre el número de embriones contaminados y el número total de 

embriones sembrados.  
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3.1.3 Efecto de la adición de ácido naftalenacético sobre el desarrollo de los 

embriones para la producción de raíces de Brugmansia candida 

Antes de llevar a cabo la producción de escopolamina en el biorreactor, se evaluó 

la posibilidad de obtener los inóculos desde embriones tratados con ANA, puesto 

que ha sido reconocida la actividad de esta auxina en la inducción de raíces (32, 

39). 

 

Para ello, se planteó un experimento para determinar el efecto de la adición de 

ácido naftalenacético sobre los embriones, adicionando esta hormona, al medio de 

cultivo sólido en 3 niveles diferentes de concentración: 1, 2, y 3 ppm. Los 

resultados obtenidos a nivel cuantitativo y cualitativo se compararon con los 

resultados obtenidos cuando los embriones crecieron en medio libre de hormonas. 

Los embriones rescatados luego de la desinfección fueron sembrados en medio 

B5, suplementado con 20 g/l de sacarosa, 10 g/l de Agar y la correspondiente 

concentración de ANA (1, 2 y 3 ppm). Los cultivos se incubaron a temperatura 

ambiente y en condiciones de oscuridad durante 30 días. Transcurrido este 

tiempo, las raíces se cortaron y se colocaron en medio  B5 líquido, suplementado 

con 20 g/l de sacarosa. A una parte de las muestras se les adicionó ANA y la otra 

se dejó libre de éste, para evaluar el efecto de la hormona sobre el desarrollo de 

las raíces en medio líquido, cuando éstas son usadas como inóculos para la 

producción de escopolamina. Los cultivos se desarrollaron en un agitador orbital 

operando a 70 rpm a temperatura ambiente y en condición de oscuridad.  

 

Pasado el tiempo total de crecimiento y desarrollo de los cultivos, se procedió a 

reemplazar los medios con una solución de sulfato de cobre 0,2 mM, evaluando el 

efecto de esta sustancia como agente elicitor. El tiempo de elicitación fue de 24 

horas durante las cuales las raíces se mantuvieron a temperatura ambiente, en 

oscuridad, y a una agitación de 70 rpm. Luego, se procedió a secar las raíces y 

disponer las mismas para la extracción y cuantificación del metabolito de estudio 
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(escopolamina). Se determinó la escopolamina presente en el medio de cultivo al 

día 60, y en la solución de sulfato de cobre, con el fin de evaluar el efecto elicitor 

de esta sal.   

 

El total de experimentos realizados fue 7, y están descritos en la tabla 1. 

 

Tabla 1. Características del medio de cultivo para los diferentes tratamientos de 

aplicación de ANA sobre embriones y raíces de Brugmansia candida.  

Ensayo Día 1 a 30 Día 30 a 60 

1 B5 B5 

2 B5 + 1 ppm ANA B5 

3 B5 + 2 ppm ANA B5 

4 B5 + 3 ppm ANA B5 

5 B5 + 1 ppm ANA B5 + 1 ppm ANA 

6 B5 + 2 ppm ANA B5 + 2 ppm ANA 

7 B5 + 3 ppm ANA B5 + 3 ppm ANA 

 

El número de réplicas para cada uno de los ensayos fue de 5. 

3.1.4 Desarrollo de una curva de crecimiento para las raíces normales de 
Brugmansia candida 

Para la elaboración de la curva de crecimiento, se hizo el seguimiento a raíces 

normales de Brugmansia candida provenientes de la etapa de germinación. 

Inicialmente, se inocularon de manera simultánea 25 Erlenmeyers de 125 ml, con 

25 ml de medio B5, y una cantidad de inóculo aproximada de 0,15 g de raíces 

frescas (raíces de 30 días que se cortaron separándose del resto del embrión), de 

modo que se tiene una concentración de inóculo de 6 g/l. Allí, continuaron su 

desarrollo durante 34 días (si se extiende este tiempo, los cultivos empiezan a 

verse de color oscuro lo que indica pérdida de viabilidad). Cada 5 días se tomaron 
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muestras del medio líquido, a las cuales se les realizaba pruebas de 

conductividad, pH, azúcares y contenido de alcaloides (escopolamina y 

anisodamina) y de la masa sólida a la que se le cuantificó el peso fresco y el 

contenido de alcaloides. Cada 5 días se seleccionaron al azar 3 Erlenmeyers para 

realizar las mediciones correspondientes. 

 

Para evaluar el desarrollo de las raíces se recurrió al índice de crecimiento, que es 

una relación entre la el incremento en la masa de las raíces en un tiempo 

determinado y la masa inicial de las raíces. 

 

Se realizaron curvas de índice de crecimiento contra porcentaje de conductividad 

inicial y el índice de crecimiento contra el porcentaje de azúcares iníciales con el 

fin de establecer correlaciones que permitieran estudiar la biomasa de manera 

indirecta. 

3.1.5 Adaptación del sistema de biorreacción para el cultivo de raíces normales de 

Brugmansia candida 

Luego de analizar las diferentes configuraciones de los sistemas de biorreacción 

presentados para el cultivo de raíces de diferentes especies y teniendo en cuenta 

las condiciones de operación de los mismos, sus ventajas y desventajas, se optó 

por adaptar un sistema de dos unidades para el cultivo de las raíces normales de 

Brugmansia candida.  

 

En este sistema existe una unidad llamada reservorio, es decir, una unidad de 

almacenamiento de medio en donde se pueden mantener constantes las 

condiciones de pH, temperatura, oxígeno disuelto del mismo. Esta unidad 

permitiría implementar en un futuro, sistemas con reemplazo de medio, para 

facilitar la extracción de un producto, o, para controlar accidentes debidos a 

contaminación. A nivel experimental se contó con un reactor Applikon 
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Z61101C006, de 3.2 l de capacidad (H/D=1.9). El acondicionamiento de este 

equipo consistió en la instalación dentro del mismo de un sistema de control de 

temperatura por medio de un intercambiador de calor. Así mismo, se ubicaron en 

su interior sensores de temperatura y pH, acompañados de una sonda para la 

toma de muestras, un sistema de agitación (turbina Rushton) y una sonda para la 

salida constante de medio hacia la unidad de crecimiento.  

 

Cada cinco días se hacía el seguimiento al contenido de azúcares, nitrógeno y 

escopolamina del medio de cultivo, retirando del reactor 20 ml del mismo.  

 

Para todos los ensayos, la unidad se cargó inicialmente con 2 l de medio de 

cultivo, que fueron esterilizados en su interior en una etapa previa.  

 

El sistema de biorreacción completo contaba además con una unidad de 

crecimiento, compuesta por un recipiente de vidrio de doble fondo (que permitía la 

circulación de agua para mantener constante la temperatura en su interior) y una 

malla de acero inoxidable que actuaba como soporte de las raíces.  

 

La malla soporte de acero inoxidable, tenía una amplitud de poro de 1 mm y se 

ubicó a 5 cm de la tapa y 18 cm del fondo de la unidad de crecimiento, con el fin 

de dar espacio para el desarrollo completo de las raíces, que alcanzan una 

elongación máxima de 20 cm durante el periodo de cultivo según lo reportado por 

Piñeros (2005).  

 

En la tapa del biorreactor, se ubicó una boquilla para el suministro de medio. La 

distancia entre la malla y la tapa, y el diseño de la boquilla, garantizaron que la 

aspersión fuese homogénea sobre toda el área de la malla, dando un cubrimiento 

completo a toda la masa de raíces ubicada allí.  
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Además de la boquilla para la entrada de medio, la tapa de esta unidad tenía 2 

puertos, uno donde se ubicó una sonda que permitió la salida de medio desde la 

unidad de crecimiento hacia la de almacenamiento y otro acondicionado con un 

filtro de 0,22 µm para la salida del aire que ingresaba a la unidad.  

 
Figura  25. Configuración del sistema de biorreacción empleado para el cultivo de 

raíces de Brugmansia candida. 

 

El aire empleado para el crecimiento provenía de un aireador, y era conducido a 

través de mangueras de silicona a una unidad de humidificación antes de su 

ingreso al proceso. 

 

La unidad de crecimiento se cubrió para generar oscuridad en su interior, ya que 

cuando los cultivos se desarrollaban en presencia de luz, el crecimiento de las 

raíces se daba paralelo al desarrollo de segmentos de tallo. 
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3.1.6 Preparación de los inóculos de raíces normales de Brugmansia candida 

usados en el sistema de biorreacción 

Los inóculos usados en el sistema de biorreacción correspondían a las raíces 

estériles producidas en el laboratorio según el protocolo descrito con anterioridad 

(numeral 3.1.1.1). Consistía de las raíces de 1,5 a 2 cm, obtenidas de los frascos 

con medio sólido en donde se cultivaron los embriones por 30 días.  

 

Para preparar el inóculo, se realizó el corte de las raíces desde los embriones y la 

separación de los segmentos de tallo, en la cámara de flujo laminar. El material se 

reunió en un recipiente estéril, y se registró el peso fresco total que representa la 

masa de inóculo. 

3.1.7 Operación del sistema de biorreacción para el crecimiento de raíces 

normales de Brugmansia candida 

Dos días antes de la siembra, se realizaba el lavado de todas las partes que 

componían el sistema de reacción y se llevaba a cabo el montaje. La esterilización 

de las partes constituyentes del sistema se hacía de forma independiente.  

El día previo al ensayo, se preparaba el medio de cultivo y se colocaba dentro de 

la unidad denominada reservorio. Luego, todo el conjunto era sometido a 

esterilización usando un autoclave de vapor directo, en donde se mantenía la 

presión en 20 psig por 20 minutos. 
 

Después de la esterilización todo el sistema se trasladaba a la cámara de flujo 

laminar, en donde se llevaban a cabo las conexiones necesarias para ligar las dos 

unidades. Cuando el sistema se enfriaba por completo, se preparaba el inóculo 

como se describió y se procedía a introducirlo dentro del reactor. Para ello, se 

retiraba la cubierta del puerto correspondiente a la purga de aire y con ayuda de 



75 
 

una pinza, se acomodaban las raíces centradas sobre la malla de acero 

inoxidable. Luego de esta etapa, el medio de cultivo ubicado en el reservorio se 

adicionaba con 0,5 g/l de ampicilina y 0,5 ml/l nistatina (100.000 UI/ml), para evitar 

posibles contaminaciones, y se agitaba mediante la Rushton a 150 rpm por 2 

minutos para homogeneizarlo antes de iniciar su transporte a la unidad de 

crecimiento.  

 

Para evitar la deshidratación y pérdida de viabilidad de las raíces, el flujo de aire y 

de medio debía iniciarse rápidamente. Para todos los ensayos, el flujo volumétrico 

de medio entre las dos unidades era aproximadamente de 0,35 ml/s. 

 

La operación en el sistema de biorreacción se desarrolló de dos formas diferentes, 

en un primer caso, el aire ingresó directamente a la unidad de crecimiento, de este 

modo, además de suministrar el oxígeno que las raíces requerían para su 

crecimiento, esta corriente permitió realizar una aspersión más fina del medio de 

cultivo. En este caso el inóculo usado en el biorreactor fue de 3,0 g/l. Ver figura 26. 

 
Figura  26. Configuración del sistema de biorreacción para el cultivo de raíces de 

Brugmansia candida. Caso 1. Aireación en la unidad de crecimiento, mezcla de las 
corrientes de medio y aire en un dispositivo colocado sobre la tapa de la unidad. 
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En un segundo caso, el aire ingresó al sistema de biorreacción en la unidad de 

control de medio, es decir, el aire se burbujeo dentro del medio con ayuda de de 

un distribuidor. Y la concentración de inóculo usada fue de 5,3. Ver figura 27.  

 

 
Figura  27. Configuración del sistema de biorreacción para el cultivo de raíces de 

Brugmansia candida. Caso 2. El medio es enriquecido con aire en la unidad de 
control dentro de la que es administrado por medio de un distribuidor.   

3.1.8 Seguimiento del cultivo de las raíces normales de Brugmansia candida en el 

reactor 

Las condiciones en la unidad reservorio es decir el pH y la temperatura del medio, 

se registraban a diario (Anexo A). De otra parte en la unidad de crecimiento se 

realizaba una evaluación visual de posibles contaminaciones y del crecimiento 

relativo de las raíces.  

 

Cada 5 días, se tomaba de una muestra del medio de cultivo, para determinar la 

concentración de alcaloides y azúcares en el mismo. 
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3.1.9 Procedimiento de elicitación de las raíces normales de Brugmansia candida 

en el sistema de biorreacción 

De acuerdo con los desarrollos obtenidos por Piñeros (2005), quien estableció las 

ventajas del uso de sulfato de cobre como elicitor, se realizó la aplicación de esta 

sustancia al medio de cultivo en la dosis indicada (0,2 mM) al día 21, manteniendo 

las mismas condiciones de proceso del periodo de crecimiento. 

3.1.10 Desmonte del sistema de biorreacción empleado para el crecimiento de 

raíces normales de Brugmansia candida 

El elicitor se dejó actuar por un periodo de 24 horas después de su aplicación. Al 

final del cual se daba por terminado el ensayo. En este momento se procedía a 

detener las bombas, el suministro de aire y se procedía a abrir ambas unidades, 

recogiendo una última muestra del medio líquido y colectando las raíces. 

3.1.11 Recolección de las raíces normales de Brugmansia candida que crecieron 

en el sistema de biorrección 

La realización de este procedimiento requería que las raíces fueran separadas  

cuidadosamente de la malla sobre la que habían crecido, puesto que era 

necesario no incurrir en pérdidas de masa ya que se pretendía determinar el peso 

fresco de las mismas, para indicar cuál era su índice de crecimiento.  

 

Para ello, se tomó un frasco previamente pesado y en él se iban depositando las 

raíces desprendidas de la malla. También era necesario verificar que las raíces no 

se hubieran desprendido de la malla; en el caso de que esta situación se hubiese 

presentado, se requería recoger las que se encontrarán depositadas en el fondo 
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de la unidad de crecimiento. En ninguno de los ensayos realizados hubo 

transferencia de este material, a través de las mangueras, entre las dos unidades.  

 

La masa de las raíces obtenidas se lavaba sobre un colador de plástico para 

retirar el medio adherido a ellas. Posteriormente se secaban ligeramente con 

papel absorbente, antes de ser pesadas y trasladadas a una estufa para 

determinar su humedad.  

 

3.1.12 Determinaciones Analíticas 

3.1.12.1 Determinación de peso fresco 

El peso fresco de las raíces (PF) se determinó luego de filtrar el medio de cultivo, 

lavar las raíces con abundante agua y dar un secado rápido a las mismas con 

papel absorbente. 

 

3.1.12.2 Determinación del peso seco 

El peso seco de las raíces (PS) se determinó luego de secarlas en una estufa a 80 

°C hasta peso constante (115).  

 

3.1.12.3 Determinación de la humedad 

La humedad se determinó usando la información del PF y PS, por medio de la 

ecuación: 

% 𝑯𝑯 = (𝑷𝑷𝑷𝑷−𝑷𝑷𝑷𝑷)
𝑷𝑷𝑷𝑷

∗ 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏  Ecuación 1 

 

 

 

 



79 
 

3.1.12.4 Índice de crecimiento 

El índice de crecimiento está definido como: 

𝐼𝐼𝐼𝐼𝑡𝑡 =  (𝑋𝑋𝑡𝑡 − 𝑋𝑋𝑜𝑜)/𝑋𝑋𝑜𝑜        Ecuación 2 

ICt : Índice de crecimiento en el tiempo t. 

Xt : Biomasa en el tiempo t. 

Xo : Biomasa inoculada (t=0). 

Este índice es usado para evaluar la generación de biomasa durante el tiempo de 

cultivo (31). Los índices reportados en este trabajo son calculados con respecto a 

pesos frescos.  

 

3.1.12.5 Extracción de alcaloides 

Para la cuantificación de la escopolamina presente, tanto en las raíces como en 

los medios de cultivo, se hizo necesario realizar la extracción de la misma. 

La extracción se realizó aplicando los protocolos empleados por Piñeros (2005), 

ilustrados en las figuras 28 y 29 presentadas a continuación: 
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Figura  28. Metodología para la extracción de escopolamina desde el medio 

líquido. 

 

 
Figura  29. Metodología para la extracción de escopolamina desde raíces secas 

de Brugmansia candida no transformadas. 

 



81 
 

3.1.12.6 Determinación de la escopolamina por cromatografía líquida de alta 

eficiencia (CLAE) 

Para esta determinación se empleó el método descrito por Piñeros (2005). La 

escopolamina fue identificada tomando como base el tiempo de retención del 

estándar (-) Escopolamina HBr trihidratada (Sigma Aldrich) y la cuantificación se 

llevó a cabo por medio de una curva de calibración. 

 

Para la realización de este ensayo se contó con un equipo Waters ® (Milford, MA, 

USA), con un detector de absorbancia UV 486 programado a 210 nm. El software 

para el análisis de los datos usado fue el Millenium 2000 de Waters (Milford, MA, 

USA). Para el análisis de este alcaloide se usó como fase móvil una mezcla que 

contenía 10% en volumen de acetonitrilo y 89% de una solución 50 mM de 

KH2PO4 y un 1% de trietanolamina. El pH de la fase móvil se ajustó en 3,5 

empleando ácido fosfórico y su flujo correspondió a 1 ml/ min. La columna 

empleada para la separación fue una C18 en fase reversa (Chromolith performance 

RP-18e de 100 mm de longitud y 4,6 mm de diámetro, Merck KGA 64271 

Darmstadt, Alemania). Todas las corridas se desarrollaron a temperatura ambiente 

y se estableció el tiempo para cada una en 15 minutos. 

 

El tiempo de retención para la escopolamina se determinó en 4,8 ± 0,5 minutos. 

La curva de calibración correspondiente a la escopolamina se presenta en el 

Anexo B. 

 

3.1.12.7 Determinación de azúcares por cromatografía líquida de alta eficiencia 

(CLAE) 

La determinación se realizó cuantificando la cantidad de sacarosa, glucosa, y 

fructosa presentes en el medio de cultivo durante el transcurso de los cultivos. Los 

azúcares se identificaron con base en los tiempos de retención de los estándares 

de sacarosa, glucosa y fructosa (Sigma Aldrich) y la cuantificación se llevó a cabo 

por medio de una curva de calibración. 
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Para la realización de este ensayo se contó con un equipo Waters ® (Milford, MA, 

USA), que contó con un detector de índice de refracción IR 410. El software para 

el análisis de los datos usado fue el Millenium 2000 de Waters (Milford, MA, USA). 

Para este análisis, se usó como fase móvil agua desionizada, a un flujo 

volumétrico de 0,5 ml/ min. La columna empleada para la separación fue una 

Sugar Pak de 300 mm de longitud y 6,5 mm de diámetro. Todas las corridas se 

desarrollaron a una temperatura de 84°C. Se estableció el tiempo para cada 

corrida en 15 minutos. 

 

Los tiempos de retención aproximados para los tres azúcares evaluados fueron: 

sacarosa 7,49 ± 0,2 min, glucosa 9,46 ± 0,09 min y fructosa 11,8 ± 0,04   min. 

La curva de calibración correspondiente a los azúcares estudiados se presenta en 

el Anexo C. 

 

3.1.12.8 Determinación de nitrógeno presente en el medio de cultivo por 

espectrofotometría 

Esta determinación se realizó solamente en uno de los ensayos y buscaba 

caracterizar un poco el consumo de nutrientes, específicamente de las fuentes de 

nitrógeno a lo largo del tiempo de crecimiento de las raíces. 

 

Para ello, se usó un fotómetro NANOCOLOR® 500 D, la determinación se realizó a 

365 nm luego que las muestras se pusieran en contacto con 2,6- dimetil fenol 

mezclado con ácido sulfúrico/ ácido fosfórico. Según lo descrito en el Test 1- 65 

del catalogo del equipo empleado, para la determinación de nitratos. 

 

Para la cuantificación se realizó una curva de calibración que se presenta junto 

con los resultados en el Anexo D.  
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3.2 CULTIVOS DE RAÍCES TRANSFORMADAS DE Brugmansia candida 

Dentro de esta segunda parte del capítulo, se describe el proceso desde la 

recolección de los frutos de Brugmansia candida, hasta el cultivo de raíces 

transformadas de esta especie en dos sistemas diferentes de biorreacción. 

 

Para ello se partirá de la descripción del material vegetal usado, de las técnicas de 

infección y desarrollo de las raíces transformadas, de la manera en que se generó 

una curva de crecimiento para éstas, de las técnicas de generación de inóculos 

para el biorreactor y de las condiciones de cultivo empleadas; además, se 

realizará una descripción de los sistemas de biorreacción para evaluar la 

producción de alcaloides y el desarrollo de los cultivos en ellos, para proseguir con 

la etapa de extracción y cuantificación de los metabolitos, de modo que se pueda 

hacer una evaluación de los sistemas empleados. 

3.2.1 Cultivo de raíces transformadas de Brugmansia candida 

Para la obtención de cultivos de raíces transformadas de B. candida se siguió el 

protocolo de la Cátedra de Farmacia y Bioquímica, de la Universidad de Buenos 

Aires. 

 

Como material vegetal de partida, se usaron plántulas cultivadas in vitro de dicha 

especie que tuvieran hojas bien desarrolladas. 

 

Igualmente, se emplearon para la inducción de las raíces transformadas cultivos 

de Agrobacterium rhizogenes LBA 9402 (la descripción del plásmido se presenta 

en el Anexo E), activados 24 horas antes de la infección por resiembra en caja 

Petri sobre medio YMB, adicionado con Rifampicina (100 µg/ml), que en este caso 

actúa como marcador de selección. 
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Para agilizar la obtención de las hojas provenientes de plántulas estériles, se 

modificó el procedimiento seguido en la etapa de germinación de los embriones, 

de modo que luego de su desinfección y antes de que fueran sembrados en el 

medio sólido, se sometieron a tratamiento con ácido giberélico al 0,1 % durante 24 

horas. 

 

Cuando las plántulas ya se habían desarrollado por completo sobre el medio 

sólido, se llevaron a la cámara de flujo laminar, en donde se cortaron las hojas, 

para luego someterlas a incisiones en la nervadura central con un bisturí 

impregnado con Agrobacterium rhizogenes LBA 9402, antes de sembrarlas en un 

medio sólido Agar-Agua (8%), en donde se mantuvieron por 5 días con el fin de 

facilitar la infección, y controlar la proliferación de la bacteria. Al día 5, las hojas se 

trasladan a medio B5 a la mitad. 

 

Pasados aproximadamente 15 días, desde el día de la siembra de las hojas en 

este medio, se observa la aparición de un pequeño callo en la zona en donde se 

realizaron los cortes. A partir de éste, se aprecia el inicio de la formación de las 

raíces. 

 

Luego de la aparición de las raíces, éstas tardaron entre 5 y 10 días en alcanzar 

una longitud aproximada de 5 cm, momento en el cual se cortaron en cámara de 

flujo laminar y se sembraron por separado en cajas Petri. Cada una de estas 

raíces corresponde a un clon transformado. En la caja de Petri los clones se 

mantuvieron hasta que las raíces cubrieron la superficie de la caja, en ese 

momento se transfirieron a medio líquido B5 a la mitad, en donde se continuó su 

cultivo. 

 

Desde que las raíces pasan al medio B5 a la mitad de la concentración de sales, 

éste se encuentra adicionado con ampicilina (1 g/l) para evitar la reaparición de la 

bacteria. 
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Figura  30. Procedimiento para la obtención de raíces modificadas de Brugmansia 

candida. 

 

En esta etapa del trabajo, se desarrollaron diferentes clones de raíces de 

Brugmansia candida transformadas, que incluyeron clones procedentes de 

plántulas colombianas y argentinas. 

 

El material vegetal colombiano, tenía el mismo origen que el usado en los ensayos 

anteriores, es decir provenía del árbol situado en el campus de la Universidad 

Nacional de Colombia, Sede Bogotá, mientras que el material argentino provenía 

del Jardín Botánico de la ciudad de Buenos Aires. 

 

Con el fin de caracterizar los clones obtenidos, se llevó a cabo la evaluación de la 

escopolamina, la hiosciamina y la anisodamina presente en ellos, y se evaluó 

cualitativamente también su velocidad de crecimiento. Para ello, se hizo necesario 

realizar la extracción y cuantificación de los alcaloides de acuerdo a los protocolos 

descritos a continuación. 
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3.2.2 Protocolo para la extracción de los alcaloides desde los clones 

transformados 

Se pesa una masa de raíces de aproximada de 0,2 g (PF). Posteriormente esta 

masa se muele en un mortero añadiendo nitrógeno líquido para facilitar el 

rompimiento de los tejidos. Cuando las raíces han sido reducidas a un polvo 

húmedo, éste es depositado en un tubo falcon de 50 ml, al cual se adicionan 5 ml 

de solución de ácido sulfúrico 0,2 M que permita realizar una hidrólisis del material 

vegetal. El tubo falcon con la mezcla permanece en un agitador orbital a 90 rpm 

durante 2 h. 

 

Transcurrido este tiempo, las raíces se filtran mediante vacío (15 pulgadas de Hg). 

Los sólidos se lavan sobre el filtro con 7 ml de agua destilada, y se recupera el 

filtrado al que se le ajusta el pH a 12, empleando una solución de NaOH 1N.  

Después de alcalinizar la solución se debe proceder rápidamente para evitar la 

pérdida de los alcaloides por degradación. 

 

A la solución resultante, se le añaden 5 ml de cloroformo para realizar la 

extracción de los alcaloides. Esta mezcla se agita en el vortex por 2 minutos y 

luego se centrifuga por 5 minutos más a una velocidad de 252 g. 

 

Después de centrifugar se separan las dos fases y se conserva la fase 

clorofórmica. La fase acuosa se extrae dos veces más para evitar pérdidas. 

 

Luego de las tres extracciones, a la fase clorofórmica se le evapora el solvente, 

con ayuda de una corriente de nitrógeno gaseoso, hasta desecación total. Para su 

posterior análisis por CLAE los sólidos se redisuelven en la fase móvil empleada. 
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3.2.3 Metodología para el análisis por CLAE de los alcaloides presentes en las 

raíces transformadas. 

Para este análisis se usa la metodología desarrollada en la cátedra de Farmacia y 

Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires y consiste en la separación por 

CLAE usando un equipo Shimadzu LC-20AT con pre-columna y columna (LiChro 

CART 125-4 Lichrospher 60 RP-select B (5 μm), Merck, Darmstadt, Alemania). La 

temperatura del ensayo fue de  40°C, y la fase móvil correspondió a una solución 

de ácido octanosulfónico 0.01M a pH 3 / Metanol (65:35 v/v) con un flujo 

volumétrico de 1 ml/ min. La detección se realizó a 220nm. 

 

Por medio de esta metodología fue posible separar escopolamina (Tiempo de 

residencia, Tr: 8,51 ± 0,12 minutos), anisodamina (Tr: 9,42 ± 0,14 minutos) e 

hiosciamina (Tr: 13,65 ± 0,23 minutos). En el Anexo F se presentan las curvas de 

calibración para estos tres alcaloides. 

 

Aplicando esta metodología se seleccionó el clon Arg3 como el más viable para 

llevar a cabo la producción de los alcaloides, por esta razón es el usado como 

inoculo en los ensayos realizados en los dos sistemas de biorreacción probados. 

3.2.4 Curva de crecimiento para el clon Arg3 correspondiente a raíces 

transformadas de Brugmansia candida  

Para evaluar el crecimiento del clon Arg3 se realizó una curva de crecimiento en 

Erlenmeyer a lo largo de 25 días.  

 

Para ello se emplearon Erlenmeyers de 125 ml, conteniendo 25 ml de medio B5 a 

la mitad de la concentración salina, usando como inóculo 0,11 ± 0,01 g de raíces 

frescas (RF). Por tanto la concetración de inóculo fue de 4 g/l. Los frascos se 
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incubaron en un agitador orbital a 100 rpm y 25°C, con fotoperiodo de 16 horas 

usando lámparas fluorescentes de 1,8 W/m2. En este caso se manejaron 

condiciones de luz diferentes (condiciones del cuarto de cultivo disponible) puesto 

que estas raíces no requerían de oscuridad. 

 

Se tomaron muestras cada 5 días sacrificando 3 frascos para realizar las 

determinaciones de peso fresco, pH, conductividad, azúcares y alcaloides 

presentes en las raíces y liberados al medio de cultivo. 

 

Caracterizado el clon, se procedió a su cultivo en los sistemas de biorreacción. 

3.2.5 Crecimiento del clon Arg3 correspondiente a raíces transformadas de 

Brugmansia candida en los sistemas de biorreacción 

La evaluación correspondiente al crecimiento del clon Arg3 en un sistema de 

biorreacción incluyo dos etapas: 

En la primera etapa, se realizó el cultivo sumergido del clon, usando un reactor de 

tanque agitado de 1,5 l de capacidad (BIOFLO III, New Brunswick Scientific, 

U.S.A), y en la segunda, se hizo el cultivo del clon en el sistema usado para el 

crecimiento de raíces normales descrito anteriormente, que consiste en dos 

unidades, una de crecimiento y un reservorio de medio. 

 

3.2.5.1 Generación de inóculos del clon Arg3 correspondiente a raíces  

transformadas de Brugmansia candida para el crecimiento en biorreactor 

En el caso de las raíces transformadas, la producción del inóculo que se usó en el 

biorreactor es más sencilla, puesto que luego de generar el clon, sólo se requiere 

repicarlo cada 20 días para mantenerlo. Por tanto, los inóculos usados en el 

biorreactor tienen esta edad. Es importante destacar, que cuando se realiza el 

subcultivo, se debe eliminar la parte de las raíces en donde se observe 



89 
 

pardeamiento, pues ésta corresponde a las raíces más viejas y su capacidad para 

continuar de creciendo es casi nula. 

 

3.2.5.2 CASO I: Crecimiento del clon Arg3 correspondiente a raíces transformadas 

de Brugmansia candida por cultivo sumergido en un reactor de tanque 

agitado. 

Se usó un reactor de tanque agitado de 1,5 l (BIOFLO III,New Brunswick Scientific, 

U.S.A), que consta de un tanque de vidrio, 4 bafles, una tapa de acero inoxidable 

con múltiples puertos y una turbina de agitación tipo Rushton. Además de los 

elementos antes mencionados, se incluyó en el sistema una malla plástica con 

poros de 2,5 mm que recubrió el sistema de deflectores formando un grupo de 

canales para dar soporte a las raíces.  

 

Para el cultivo se emplearon 1,2 l de medio B5 a la mitad, adicionado con 20 g/l de 

sacarosa y 1 g/l de ampicilina. Para lograr una distribución homogénea de las 

raíces en el reactor, inicialmente éste se agitó durante 10 minutos a 50 rpm. Este 

sistema se inoculó con 10 g de RF, por tanto la concentración de inóculo fue de 

8,3 g/l. El flujo de aire se mantuvo en 0,5 vvm. En la figura 29 se puede observar 

el montaje empleado. 

 

Cada cinco días, se determinaron la conductividad, el pH, el contenido de 

sacarosa y alcaloides liberados en el medio de cultivo. Debido a los resultados 

obtenidos en la curva de crecimiento desarrollada en los Erlenmeyer en cuanto a 

la producción de biomasa y alcaloides, se decidió dar por terminados los ensayos 

al día 21. Terminado el experimento, el sistema fue desmontado y se recolectaron 

las raíces. 
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Figura  31. (a) Configuración del biorreactor empleado para el cultivo sumergido 
de raíces transformadas de Brugmansia candida. (b)  Vista superior y (c) Vista 

lateral de la malla usada como soporte. 

 

Las raíces que crecieron en el reactor, se separaron cuidadosamente de la malla 

con la cual se habían entrecruzado. Se pesaron y conservaron a – 70 °C para 

realizar la determinación de alcaloides, lo que permitía acumular las muestras 

antes de realizar los análisis por CLAE. Este análisis se realizó tomando muestras 

de raíces ubicadas sobre la malla en distintas posiciones dentro del biorreactor 

(parte superior, central interna y externa y parte inferior). 

 

3.2.5.3 CASO II: Crecimiento del clon Arg3 correspondiente a raíces 

transformadas de Brugmansia candida en un sistema de biorreacción 

compuesto por dos unidades. 

Se usó el sistema descrito en el numeral 3.1.5 para el crecimiento de raíces 

normales de Brugmansia candida. La única diferencia operacional, consistió en la 

eliminación del cubrimiento de la unidad, pues las raíces transformadas no 

requieren de la condición de oscuridad para su desarrollo. 

 

Para el cultivo se emplearon 2 l de medio B5/2, adicionado con 20 g/l de sacarosa, 

1 g/l de ampicilina y 10 mg/l de anfotericina. Para inocular el reactor, se emplearon 

las raíces de un subcultivo en frasco, se eliminaron de estas las regiones 

pardeadas, y se introdujeron en la unidad de crecimiento ubicándolas sobre la 

(a) 

(b) 

(c
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malla dispuesta como soporte. La concentración del inóculo empleada fue de 6,5 

g/l. 

 

Cada cinco días se determinaron la conductividad, el pH y el contenido de 

sacarosa. En este caso, los alcaloides liberados al medio de cultivo durante el 

crecimiento sólo fueron cuantificados para la última muestra. 

 

Luego de 21 días de cultivo se dió por terminado el experimento, el sistema se 

desmontó y se recolectaron las raíces. 

 

Las raíces cultivadas en la unidad de crecimiento se separaron cuidadosamente 

de la malla con la cual se habían entrecruzado. Se pesaron y conservaron a –10 

°C para realizar la determinación de alcaloides (éste tipo de conservación no 

permitía acumular muestras, por tanto los análisis por CLAE debían realizarse en 

un tiempo no superior a 1 semana). Este análisis se realizó teniendo en cuenta 

distintas posiciones en el biorreactor. 

 

En ninguno de los ensayos realizados con el clon Arg3, se realizó la aplicación del 

sulfato de cobre como elicitor, pues de la evaluación de su desempeño sobre las 

raíces normales, se concluyó que su efecto no era apreciable. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 CRECIMIENTO DE RAÍCES NORMALES DE Brugmansia candida 

La primera parte de este capítulo, muestra cuales fueron los resultados obtenidos, 

al cultivar raíces normales de Brugmansia candida, en el sistema de biorreacción 

compuesto por dos unidades adaptado para tal fin. 

 

Estos resultados incluyen información sobre la germinación de los embriones, las 

características del crecimiento de las raíces no transformadas y su desempeño en 

un sistema de biorreacción de dos unidades, operando de dos modos diferentes: 

con suministro de aire en la unidad de crecimiento, o, con suministro de aire en la 

unidad denominada reservorio de medio.  

4.1.1 Proceso de Germinación de los embriones de Brugmansia candida 

Siguiendo los protocolos descritos en la parte de materiales y métodos (numerales 

3.1.1 y 3.2.1) para la producción de raíces no transformadas de Brugmansia 

candida, los primeros ensayos condujeron a los siguientes resultados respecto a 

los tiempos de germinación, ver tabla 2.  

 

Del total de embriones sembrados, al día 30, 115 embriones no habían germinado 

ni se habían contaminado. Al día 45, eran 29 los embriones que no habían 

incurrido en los procesos descritos anteriormente.  
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Tabla 2. Resultados correspondientes al proceso de germinación de embriones de 

Brugmansia candida en medio B5 libre de hormonas.  
 

Embriones 
sembrados 

 

Embriones no 
contaminados, 

Germinados 

 

Embriones 
contaminados 

 

%Germinación no 
 Contaminadas 

 

% Contaminación 

Día 30 Día 45 Día 30 Día 45 Día 30 Día 45 Día 30 Día 45 

246 87 165 44 52 43 85 18 21 

 

Para complementar este experimento, se observó el crecimiento de estas raíces 

después de inocularlas en medio líquido B5. En esta etapa experimental se 

evaluaron dos condiciones distintas, la primera con radículas de 1,5 a 2 cm 

obtenidas luego de 30 días de germinación. La segunda alternativa estudiada 

consistió en realizar ensayos con los inóculos que alcanzaron dicha condición 

luego de 45 días de cultivo de los embriones sobre el medio sólido.  

 

 
Figura  32. Aislamiento de embriones de Brugmansia candida con el tamaño 
adecuado para ser transferidos desde el medio B5 sólido al medio B5 líquido.  
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Las fracciones radiculares se sembraron en medios líquidos B5, suplementados 

con sacarosa a 20 g/l. Luego de 21 días de cultivo se estudió el cambió en el peso 

fresco y la concentración de los alcaloides, los resultados se consignan en la tabla 

3: 

 

Tabla 3. Crecimiento de raíces de Brugmansia candida y producción de alcaloides 

en medio líquido, usando inóculos que provienen de cultivos sobre medio B5 

sólido de dos edades diferentes (30 y 45 días).  
 
 

Edad de las raíces 
usadas como 

inóculo 
(días) 

 
Masa inicial de 

Inóculo 
(gramos) 

 
Masa final 

luego de 21 
días de cultivo 

(gramos) 

 
% de 

Incremento 
de masa 

Producción 
especifica de 
escopolamina  
mg / g de raíz 
(peso seco) 

30 0,24 ± 0,06 0,70 ± 0,21  194,54 11,2 ± 1,7 

45 0,18 ± 0,04 0,33 ± 0,16 80,56 6,6 ± 0,6 

 

Los datos presentados en la tabla 3, corresponden a los promedios obtenidos con 

3 réplicas. 

 

De estos resultados, se puede decir que los embriones que germinaron dando 

lugar a raíces de una longitud aproximada de 2 cm, en un periodo de 30 días, 

produjeron después de ser usados como inóculos en cultivos en medio líquido, 

masas finales equivalentes a 2,95 veces su masa inicial. Mientras que las raíces 

procedentes de embriones que se dejaron desarrollar durante 45 días, antes de 

ser usados como inóculos en medio líquido, alcanzaban masas finales iguales a 

1,38 veces la masa inicial. En ambos casos las condiciones de los cultivos en 

medio líquido fueron temperatura ambiente y agitación de 70 rpm. Lo que puede 

traducirse, en que las raíces que tardaron más tiempo en alcanzar la condición 

requerida para convertirse en inóculos, continúan con una tendencia a crecer de 

manera más lenta luego de ser transplantadas al medio líquido. Igualmente se 

observó una disminución en la producción de alcaloides en ellas, pues las raíces 
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que tardaron 30 días en la fase inicial del proceso produjeron 11,2 mg de 

escopolamina/gramo de raíz (masa seca), mientras que las raíces de 45 días 

produjeron 6,6 mg de escopolamina/ g de raíz (masa seca). 

 

Todos estos elementos llevaron a concluir que los inóculos empleados en el 

sistema de biorreacción deberían corresponder a raíces generadas luego de 30 

días desde la siembra del embrión sobre el medio sólido. 

4.1.2 Efecto de la adición de ácido naftalenacético sobre el desarrollo de los 

embriones para la producción de raíces de Brugmansia candida 

Este experimento fue realizado con el fin de evaluar si la adición de ANA, a los 

medios de cultivo, favorecía la obtención de raíces normales de B. candida a partir 

del cultivo de embriones. Se encontró que esta hormona sí afectó el desarrollo de 

las raíces, de modo que la morfología de las mismas variaba de manera 

apreciable entre un ensayo y otro.  

 

En ausencia de ANA las raíces eran alargadas y delgadas, mientras que en los 

casos en donde se aplicaba ANA, las raíces presentaban deformaciones que se 

intensificaban a medida que se incrementaba la concentración de esta sustancia, 

haciéndose cada vez más cortas y gruesas, llegando en algunos casos a dar lugar 

a la formación de agrupaciones de células no diferenciadas (callos) sobre ellas. 

 

En la figura 33, se ve que las raíces que crecen en medio suplementado con ANA, 

durante 60 días (ensayos 5, 6 y 7), tienen tendencia a producir agrupaciones 

celulares. Lo anterior indica que en estos casos la adición de la hormona se puede 

presentar como alternativa para el establecimiento de cultivos celulares y se debe 

descartar como alternativa para la rizogénesis directa a partir de los embriones.  
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Figura  33. Imágenes de raíces normales de Brugmansia candida obtenidas en los 

ensayos correspondientes a la aplicación de ácido naftalenacético en adición al 
medio B5 usado en el cultivo (ensayo 1: 0 ppm durante 60 días, ensayo 2: 1 ppm 
durante 30 días, ensayo 3: 2 ppm durante 30 días, ensayo 4: 3 ppm durante 30 

días, ensayo 5: 1 ppm durante 60 días, ensayo 6: 2 ppm durante 60 días, ensayo 
7: 3 ppm durante 60 días). 

 

En la tabla 4, se consignan los resultados correspondientes al peso seco de las 

raíces obtenidas en cada uno de los ensayos. A partir de dicha información se 

infiere que las raíces que crecieron en medio con ANA durante los 30 primeros 

días, y que luego fueron transferidas a medio libre de esta hormona, fueron las 

que alcanzaron mayores pesos. Esto indica que esta condición permite obtener la 

mayor cantidad de biomasa dentro de todas las opciones. De los tres 
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experimentos que cumplieron con este requisito, el ensayo 4 (medio suplementado 

con 3 ppm de ANA), fue el que presentó la mayor producción de biomasa. 

 

Tabla 4. Masa seca de raíces normales de Brugmansia candida obtenida a partir 

del cultivo de los embriones, para cada una de las condiciones estudiadas de 

aplicación de ácido naftalenacético luego de 60 días. 

Ensayo Masa de raíces secas por 
frasco (g)x 

1 0,05 ± 0,01 

2 0,07 ± 0,03 

3 0,08 ± 0,01 

4 0,14 ± 0,04 

5 0,07 ± 0,02 

6 0,04 ± 0,01 

7 0,06 ± 0,02 
x Los valores incluyen la desviación estándar obtenida con las 5 replicas. 

 

Se evaluó además el efecto del ANA sobre la producción de escopolamina (tanto 

la liberada al medio de cultivo como la retenida en los tejidos vegetales). La 

máxima cantidad de escopolamina extraída, 7,24 mg/ g de raíces secas, se obtuvo 

para el ensayo 1 (medio libre de ANA durante los 60 días). Como se muestra en la 

tabla 5, es claro que si el objetivo del cultivo es la producción del alcaloide, el 

emplear un medio libre de esta hormona es una buena alternativa.  
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Tabla 5. Escopolamina extraída de raíces normales de Brugmansia candida en 

cada uno de los ensayos realizados, aplicando concentraciones de ácido 

naftaleancetico variando entre 0 y 3 ppm. 
Ensayo Escopolamina extraída 

(mg/g raíces secas) 
Escopolamina promedio producida en cada 

uno de los ensayos 
(mg/frasco) 

1 7,24 ± 0,72 0,36 

2 5,07 ± 0,31 0,35 

3 3,51 ± 0,28 0,28 

4 1,96 ± 0,24 0,27 

5 4,71 ± 0,28 0,33 

6 3,69 ± 0,32 0,15 

7 2,99 ± 0,33 0,18 

 

Por lo general, los tratamientos en donde el ANA estuvo presente mostraron 

menores niveles de producción de escopolamina. Sin embargo, al comparar las 

dos condiciones evaluadas aplicando la hormona, se nota que el alcaloide está 

presente en una menor concentración, en las raíces que estuvieron en contacto 

con una mayor concentración de ANA durante los 60 días de cultivo. 

 

 
Figura  34. Escopolamina producida luego de 60 días de cultivo de raíces 

normales de Brugmansia candida por unidad experimental (frasco), para cada una 
de las condiciones de aplicación de ANA evaluadas. 
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De estos resultados, que indican que la hormona causa deformación en las raíces 

y pérdida en su capacidad para producir escopolamina, se infiere que es mejor 

alternativa generar los inóculos a partir de cultivos de embriones desarrollados en 

medio libre de ella. 

4.1.3 Curva de crecimiento para las raíces normales de Brugmansia candida 

Los resultados correspondientes a esta parte, están relacionados con el 

seguimiento que se realizó sobre un cultivo de raíces normales de B. candida. Se 

registraron la conductividad, el pH, la concentración en el medio de cultivo de 

sacarosa y alcaloides (escopolamina y anisodamina) y el incremento de la masa 

de las raíces a lo largo de 34 días. En primer lugar, se presenta el comportamiento 

de la conductividad, variable que tiende a disminuir a lo largo del tiempo de cultivo 

debido al consumo de las sales que se encuentran disueltas en el medio. Ver 

figura 35. 

 
 

Figura  35. Comportamiento de la conductividad del medio, a lo largo de 34 
días, para el cultivo raíces normales de B. candida en Erlenmeyer. 

De acuerdo con la figura 36, se puede observar que el pH del medio disminuye 

ligeramente durante el tiempo de cultivo. Prueba de ello, es que el valor reportado 

a los 34 días de cultivo difiere en menos de un 10 % del valor inicial de pH. 
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Figura  36. Comportamiento del pH del medio a lo largo de 34 días, para el cultivo 

de raíces normales de B. candida en Erlenmeyer. 

 

Otra de las variables estudiadas, fue el contenido de azúcares en el medio de 

cultivo, que representa la concentración de sacarosa, fructosa y glucosa. Éstas 

conforman la fuente de carbono disponible para el crecimiento de las raíces. 

  

En la figura 37, se puede apreciar cómo el mayor consumo de la fuente de 

carbono se presenta entre los días 12 y 20, mientras que después de este 

período, parece no existir cambio en dicha variable. El consumo total de la misma 

durante el tiempo de estudio no excede el 50 % del total disponible. 

 

En los cromatogramas obtenidos como resultado del análisis de los azúcares en el 

medio de cultivo, se observó que la sacarosa se hidroliza a glucosa y fructosa y de 

esa forma es consumida por las células. También se observa que la glucosa es 

consumida preferencialmente sobre la fructosa como se muestra en el Anexo G.  
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En este mismo anexo se presenta una figura en donde de manera simultánea se 

puede apreciar el consumo de cada uno de los azúcares presentes y analizados 

en el medio de cultivo y el crecimiento de la biomasa. 

 

 
Figura  37. Comportamiento de la concentración de azúcares del medio, a lo largo 

de 34 días, para el cultivo de raíces normales de B. candida en Erlenmeyer. 

 

El registro del peso fresco de las raíces, considerado como la biomasa, se ilustra 

en la figura 38. Este presenta un incremento marcado durante los primeros 20 días 

de cultivo, después de los cuales tiende a mantenerse casi constante.  

 
Figura  38. Comportamiento del peso fresco de las raíces normales de B. candida 

(biomasa), a lo largo de 34 días de cultivo en Erlenmeyer. 
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Tomando los datos correspondientes a la fase exponencial, es decir el periodo 

comprendido entre el día 0 y 20, se puede establecer una relación para determinar 

la velocidad específica de crecimiento de las raíces, tal y como se ve en la figura 

39. 

 
Figura  39. Etapa de crecimiento exponencial de las raíces normales de B. 

candida cultivadas en Erlenmeyer durante 34 días. 

 

Puede decirse entonces que la biomasa durante esta etapa tiene un crecimiento 

del tipo: X = Xo etµ, en donde X corresponde a la biomasa en un tiempo t, Xo es la 

masa del inóculo, µ es la velocidad específica de crecimiento y  t es el tiempo.  

 

De acuerdo con lo anterior, la velocidad específica de crecimiento de las raíces 

normales de B. candida, durante su etapa de crecimiento exponencial, es de 0,045 

d-1, valor similar al reportado por Piñeros (2005) para este mismo tipo de raíces.  

 

Así mismo, durante el período de crecimiento de las raíces, se realizó el 

seguimiento del contenido de escopolamina y anisodamina. Resulta interesante el 

comportamiento similar de dichos alcaloides. Su concentración se incrementa 

durante los primeros 20 días y luego muestra una clara tendencia a disminuir. Ver 

figura 40. 
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Figura  40. Concentración de Anisodamina y Escopolamina en las raíces 
normales de B. candida, cultivadas en Erlenmeyer a lo largo de 34 días. 

 

En la figura 40 no se incluye una desviación estándar, puesto que para realizar la 

cuantificación de los alcaloides, se reunieron las raíces provenientes de un mismo 

tiempo para hacer la extracción de los alcaloides, convirtiéndose las replicas en 

una sola muestra, para evitar errores inducidos por la escasa cantidad de muestra. 

 

Este último resultado permite sugerir, que en los ensayos realizados en el sistema 

de biorreacción, el tiempo de duración del cultivo debe ser inferior a 25 días, pues 

a pesar que después del día 20 la biomasa se incrementa levemente, la 

disminución en el contenido de alcaloides hace que no se justifique la extensión 

del mismo. 

 

Con base en los resultados anteriores y pensando en el modo de realizar una 

medida indirecta de la biomasa en el biorreactor, se realizaron dos correlaciones. 

La primera entre la biomasa y la conductividad y la segunda entre la biomasa y la 

concentración de azúcares.  
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En el primer caso, se establecieron dos nuevas variables a partir de los datos 

existentes, para relacionar la conductividad con la de biomasa. Estas variables 

fueron: El Índice de Crecimiento (IC), que ha sido descrito anteriormente (numeral 

3.1.12.4), y el porcentaje de la Conductividad Inicial (% de Ko), que corresponde a 

la relación entre la conductividad en un tiempo t y la conductividad inicial.  

 

Al procesar los datos presentados anteriormente, se obtienen los valores 

requeridos para relacionar las variables de interés, ver tabla 6: 

 

Tabla 6. Valores de IC y % de Ko evaluados a cada condición de tiempo durante 

los 34 días de cultivo de las raíces normales de B. candida en Erlenmeyer. 

Tiempo de Cultivo (d) % de Ko* IC* 

0 100,00 0,0 

6 98,25 0,4 

12 94,94 0,9 

20 94,36 1,4 

25 90,27 1,5 

34 88,13 1,8 

*Los valores iníciales de Ko y Xo, son 5,14 mS/cm y 0,1509 g respectivamente. 

 

Con estos valores se procedió a realizar una gráfica para establecer una relación 

líneal entre ellos. Ver figura 41. 
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Figura  41. Relación entre el IC y el % de Ko, para el cultivo de raíces normales 

de B. candida usando medio B5 en Erlenmeyer. 

 

De la figura 41 se puede obtener la relación: 

 

𝑰𝑰𝑰𝑰𝒕𝒕 = [−𝟎𝟎,𝟏𝟏𝟏𝟏 ∗ (𝑲𝑲𝒕𝒕/𝑲𝑲𝒐𝒐) ∗ 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏] + 𝟏𝟏𝟏𝟏,𝟎𝟎𝟎𝟎  Ecuación 3 

 

ICt: Índice de crecimiento en un tiempo t.  

Ko: Conductividad inicial. 

K: Conductividad en el tiempo t. 

 

Para los datos experimentales obtenidos se tiene un índice de correlación de 0,95. 

En este caso si se quisiera determinar la biomasa en un tiempo t, esta sería 

equivalente a: 

𝒙𝒙𝒕𝒕 = (𝒙𝒙𝒐𝒐 ∗ 𝑰𝑰𝑰𝑰𝒕𝒕) + 𝒙𝒙𝒐𝒐  Ecuación 4 

 

De otro lado, para relacionar la concentración de azúcares (sacarosa, glucosa y 

fructosa) con el incremento de la biomasa, se establece una nueva variable que es 
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el % de azúcares iníciales (% de So), que corresponde a la relación entre la 

concentración de azúcares en un tiempo t y la concentración inicial de azúcar.  

En la tabla 7 se encuentran los valores empleados para relacionar estas variables: 

 
Tabla 7. Valores de IC y % de So evaluados a cada condición de tiempo durante 

los 34 días de cultivo de las raíces normales de B. candida desarrollado en 

Erlenmeyer. 

Tiempo de Cultivo (d) % de So* IC* 

0 100,00 0,0 

6 81,18 0,4 

12 88,05 0,9 

20 61,71 1,4 

25 59,40 1,5 

34 63,29 1,8 

*Los valores iníciales de So y Xo, son 20 g/L y 0,1509 g respectivamente. 

 

Los datos experimentales se graficaron y se hizo un ajuste lineal, que se presenta 

en la figura 42. 

 
Figura  42. Relación entre el IC y el % de So, para un cultivo de raíces normales 

de B. candida desarrollado en Erlenmeyer usando medio B5. 
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En este caso la correlación obtenida está dada por la expresión: 

 

𝑰𝑰𝑰𝑰𝒕𝒕 = [−𝟎𝟎,𝟎𝟎𝟎𝟎 ∗ (𝑺𝑺𝒕𝒕/𝑺𝑺𝒐𝒐) ∗ 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏] + 𝟑𝟑,𝟗𝟗𝟗𝟗   Ecuación 5 

 

Con una correlación equivalente a 0,92. 

 

Es importante destacar, que de las dos variables usadas para determinar de 

manera indirecta el incremento de la biomasa, es la conductividad, la que en este 

caso permite hacer una mejor aproximación, sin que esta sea del todo aceptable, 

dada la correlación que presentan los datos. En el Anexo K, se presenta la 

relación entre estas correlaciones y el rendimiento biomasa – sustrato. 

4.1.4 Operación del sistema de biorreacción 

Como se indicó en el numeral 3.1.7, la operación en el sistema de biorreacción se 

llevó a cabo de dos maneras diferentes, en la primera el aire se empleó para 

impulsar el medio de cultivo y realizar la aspersión del mismo sobre las raíces en 

la unidad de crecimiento, y en el segundo caso, el aire se burbujeo dentro del 

medio de cultivo en la unidad denominada reservorio y desde ahí, el medio 

aireado fue alimentado a través de una bomba a la unidad de crecimiento. Cada 

uno de los ensayos se realizó por duplicado. 

 

4.1.4.1 Caso 1: El aire contribuye a la aspersión del medio de cultivo sobre las 

raíces y es introducido directamente en la unidad de crecimiento 

Parte de los resultados de la adaptación de este sistema de cultivo, al caso 

particular de estudio, tiene que ver con el establecimiento de protocolos para 

desarrollar de manera satisfactoria los cultivos. 
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A este respecto, se deben tener en cuenta tres aspectos importantes: 

• Cuando el aire es suministrado en la unidad de crecimiento, pueden 

presentarse inconvenientes respecto a la manera de evacuarlo, puesto que 

la unidad, cuenta únicamente con una salida, y esta a su vez está afectada 

por la caída de presión a través de un filtro de 0,20 µm. Lo que ocasiona 

problemas de incremento de la presión en el sistema. Para superar estos 

inconvenientes, es necesario cambiar el filtro por lo menos una vez durante 

el cultivo para evitar que se tapone, y añadir otras salidas para facilitar la 

evacuación del aire que esté presente en exceso. 

 

• A nivel de laboratorio se usaron mangueras de silicona para el transporte 

de medio entre las dos unidades. La fragilidad de éstas y el continuo 

desgaste al que se ven sometidos por la acción de las bombas peristálticas 

sobre ellas, hace pensar que a una escala superior se deben considerar 

otro tipo de ductos para el transporte el medio entre las unidades. Ver figura 

43. 

 
Figura  43. Desgaste en las mangueras conductoras de medio, evidenciado en los 

cambios de diámetro de las mismas, ocasionado por las bombas peristálticas 
empleadas en el sistema de biorreacción adoptado para el cultivo de raíces de 

Brugmansia candida.  

• La inoculación de las raíces debe realizarse rápida y cuidadosamente para 

disminuir los riesgos de contaminación. De otro lado, es necesario que el 

inóculo se encuentre libre de contaminación, pues de él depende en gran 

medida el éxito del cultivo.  

 

En este caso, la inoculación se realizó por medio de uno de los puertos ubicados 

en la tapa de la unidad de crecimiento. A través de éste, las raíces fueron 
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introducidas rápidamente con ayuda de pinzas para ubicarlas en el centro de la 

malla empleada como soporte. 

 

Superados, estos inconvenientes técnicos, se procedió a la realización de los 

cultivos. A lo largo del tiempo de experimentación, se realizó el seguimiento del 

pH, la conductividad y el contenido de azúcares. Además de éstas variables, 

también se tomaron muestras para el análisis por CLAE de la escopolamina a 

nivel intracelular, ya que se determinó que extracelularmente la concentración de 

dicho alcaloide en la etapa de crecimiento no es detectable.  

Información relativa al ensayo: 

El inóculo correspondiente a 3 g/l de raíces obtenidas a partir de embriones 

cultivados durante 30 días en medio sólido (B5 + 20 g/l de sacarosa + 10 g/l de 

Agar pH: 5.8).  

Medio: B5 suplementado con sacarosa 20 g/l. 

Filtros usados para el aire: 0,22 µm. 

Adiciones al medio: 

Ampicilina: 1 g/ 2l de medio. 

Nistatina: 1ml/ 2l de medio (de suspensión de 100.000 UI por ml). 

pH del medio antes de las adiciones: 5.8 

pH del medio después de las adiciones: Aprox. 7.0 

Flujo de Aire: 0,47 l/min (0,24 vvm). 

Transferencia de medio: 

La calibración de la bomba usada para conducir el medio desde la unidad 

reservorio hacia la unidad de crecimiento y desde esta unidad hacia el reservorio, 

se presentan en el Anexo H. 

Flujo medio de la bomba de entrada: 0,30 ml/s. 

Flujo medio a la salida: 0,39 ml/s. 

El flujo entre las dos unidades se ajustó de este modo para evitar que el medio se 

acumulara en la unidad de crecimiento, y garantizar así su continuo       

movimiento entre las dos unidades. Sin embargo, esta situación ocasionaba que 
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en algunos momentos, la bomba de salida succionara aire sin que esto interfiriera 

con el proceso. 

Muestreo: 

Se tomaron muestras del medio de cultivo cada 4 días, retirando en cada ocasión 

20 ml de medio del tanque reservorio. 

El registro de pH en el reactor se realizó empleando el electrodo incluido dentro de 

los accesorios del reactor Applikon usado como tanque reservorio.  

 

 

Esta información se presenta en la figura 44. 

 
Figura  44. Comportamiento del pH del medio, para los 21 días de cultivo de 

raíces normales de B. candida en el sistema de biorreacción de dos unidades, 
caso I. 

 

El pH inicia en un valor de 7.0 debido a la adición que se hizo al medio de cultivo 

de antibiótico y antimicótico, puesto que estas sustancias son de carácter básico. 

Este incrementó en el pH no tiene un efecto significativo sobre el crecimiento de 

las raíces y la producción de alcaloides, puesto que es un pH neutro, de otro lado 

si el cambio en el pH fuese más brusco, pH superiores a 9.0, o, inferiores a 4.5, 

esta variable podría influenciar la acumulación de los alcaloides dentro de las 

vacuolas de las células, o, podría interferir con los procesos de absorción de los 

nutrientes (29, 116). 
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Es importante destacar que al adicionar el sulfato de cobre durante el último día 

del ensayo, el pH se disminuyó de manera considerable, esto se debe obviamente 

al carácter ácido de esta sal. 

 

Así mismo, se determinó que otra de las razones para que se presentara una 

disminución del pH fue la presencia del antibiótico. Al realizar un seguimiento 

paralelo de un medio adicionado con antibiótico y sin raíces, para un tiempo de 21 

días, se observó este mismo fenómeno.  

Los resultados correspondientes al cambio en la concentración de azúcares en el 

medio de cultivo se presentan en la figura 45, en donde se puede observar que el 

mayor consumo de azúcares se presenta para los 12 primeros días del cultivo, 

después de los cuales esta variable tiende a estabilizarse. 

 

 
Figura  45. Comportamiento de la fuente de carbono presente en el medio, para 

los 21 días de cultivo de raíces normales de B. candida en el sistema de 
biorreacción de dos unidades, caso I. 

 

Crecimiento de las raíces 

Respecto al incremento en la biomasa se tiene que: 

Peso de raíces inóculo: 5,95 ± 0,07 g.  
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Peso de raíces al finalizar cultivo: 15,36 ± 1,33 g. 

Estos pesos son de raíces frescas. 

Índice de Crecimiento  

Utilizando los valores promedio de la biomasa al inicio y al final y la ecuación 1, se 

tiene: 

𝑰𝑰𝑰𝑰 =
(𝟏𝟏𝟏𝟏,𝟑𝟑𝟑𝟑 − 𝟓𝟓,𝟗𝟗𝟗𝟗)

𝟓𝟓,𝟗𝟗𝟗𝟗  

IC = 1,58. 

En este caso se tiene un índice de crecimiento igual a 1,58, que es un valor muy 

similar al obtenido para las raíces evaluadas en la curva de crecimiento cuando el 

cultivo era realizado en erlenmeyers de 125 ml, en donde se alcanzó un valor de 

IC de 1,4.  

 

En la tabla 8, se presentan los resultados correspondientes al cálculo indirecto de 

la biomasa en el reactor, de acuerdo con la correlación obtenida entre esta 

variable y la concentración de sacarosa para los cultivos realizados en 

Erlenmeyer.  

Tabla 8.Cálculo de la biomasa (PF de raíces de Brugmansia candida no 

transformada) en el reactor al final de cultivo de acuerdo con la concentración de 

azúcar, caso I. 
Relación usada Valor 

inicial de la 
variable 

Valor 
final de la 
variable 

 
IC 

Biomasa 
final 

según 
IC (PF) 

% 
error* 

Sacarosa – Biomasa So = 20 g/L S = 11, 49 g/L 1,7 16,07g 4,6 

*El error se calcula respecto al valor real de biomasa al finalizar el cultivo (15,36 g 

de PF). 

La determinación indirecta de la biomasa, a partir de la concentración de azúcares 

en el medio, dio una muy buena aproximación a los resultados reales obtenidos 

para el crecimiento de las raíces en el biorreactor, Caso I. 
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Humedad de las raíces: 

La humedad de las raíces fue 92,5 ± 0,7 %. 

 

Análisis cuantitativo del metabolito por CLAE: 

Se realizó el análisis a las muestras del medio de cultivo tomadas los días 4, 8, 12, 

16, 20 y 21. En ninguna de las muestras se observó la presencia del metabolito en 

cantidades detectables (nivel de detección mínimo: 0,01 mg de escopolamina/ml). 

Estos resultados, indican que no hubo liberación del alcaloide al medio de cultivo, 

o que si la hubo, fue muy pequeña y no se detectó en los análisis.  

 

Con estos resultados se confirmó el hecho presentado por otros investigadores, en 

el sentido que no se evidencia la presencia del metabolito en el medio en cultivos 

que no han sido expuestos a un agente elicitor (31, 39).  

 

La aplicación del sulfato de cobre 0.2 mM, con el propósito inicial de favorecer la 

liberación del metabolito al medio, bajo las condiciones experimentales probadas, 

no arrojó un resultado positivo. Se presume que esta situación se debe a que el 

contacto entre el elicitor y la masa de raíces no es suficiente en este caso, así 

como lo fue para unidades experimentales de menor volumen y cultivos 

sumergidos, donde la probabilidad de interacción entre la biomasa y el compuesto 

elicitor es mucho mayor. 

 

Se determinó una concentración de escopolamina igual que 9,5 ± 3,04 g mg/ g de 

RS, dicho resultado es menor que el encontrado por Piñeros (2005). Para 

comparar los resultados del biorreactor con los obtenidos en la curva de 

crecimiento es necesario expresar los primeros en términos de mg/ de RF. En ese 

caso la producción de escopolamina en el biorreactor es equivalente a 0,73± 0,23 

mg/ g de RF, un valor muy similar al alcanzado por las raíces al día 20 del 

crecimiento, figura 46. 
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Figura  46. Crecimiento de las raíces normales de Brugmansia candida en el 

reactor usando medio B5, temperatura ambiente y condición de oscuridad. Caso 1: 
Aireación en la unidad de crecimiento. 

 

Además de los datos antes reportados, se realizó una medida de la elongación 

máxima que presentaron las raíces cultivadas en el reactor. Para ello, se tomó 

como referencia la altura de la malla, y se midió la distancia que el frente de las 

raíces alcanzaban a partir de ésta en sentido vertical durante el tiempo de cultivo. 

Los resultados se presentan en la figura 47. Esta medida sólo se realizó para uno 

de los ensayos y buscando establecer si la altura de la malla era suficiente para 

garantizar que las raíces no quedaran sumergidas en el líquido que se podría 

acumular en la sección inferior de la unidad de crecimiento.  
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Figura  47. Crecimiento de las raíces normales en el reactor, usando medio B5, 

temperatura ambiente y condición de oscuridad. Caso 1: Aireación en la unidad de 
crecimiento. 

 

En la figura 47, se aprecia, que el crecimiento del frente de las raíces no se 

detiene durante los 21 días de la observación (hay que aclarar que el frente de las 

raíces no corresponde a una fracción másica importante dentro de la masa total de 

las raíces, por tanto, así su elongación continúe, es probable que la biomasa en 

general ya haya alcanzado un estado estacionario al día 21 del cultivo).  

 

De acuerdo con esta información, las raíces alcanzaron una velocidad promedio 

de elongación de 0,62 cm/día, garantizando que durante los primeros 21 días de 

cultivo, éstas no tocaran el fondo de la unidad de crecimiento. 

 

Terminados estos ensayos, y debido a los inconvenientes con la aplicación directa 

del aire sobre las raíces, que resultó en problemas de control de la presión del aire 

en la unidad de crecimiento, se realizó un ensayo en donde el aire se aplicara 

directamente a la unidad reservorio. De esta manera, se permitió que el medio 

enriquecido con aire llegara a la unidad de crecimiento evitando los problemas 

asociados con el control de la presión en esta unidad. 
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En este caso, el medio de cultivo ya no se distribuye sobre las raíces como una 

nube (aspersión fina), sino que se esparce a manera de gotas sobre las mismas. 

 

4.1.4.2 Caso 2: El aire enriquece el medio de cultivo en la unidad de reservorio y 

luego se gotea sobre las raíces en la unidad de crecimiento. 

 
Información relativa al ensayo: 

El inóculo que se colocó en la unidad de crecimiento, consistió en raíces obtenidas 

a partir de embriones, cultivadas durante 30 días sobre medio sólido (B5 + 20 g/l 

de sacarosa + 10 g/l de Agar pH: 5.8). 

 

Las demás condiciones usadas fueron: 

 

Medio: B5 suplementado con sacarosa 20 g/l. 

Tamaño de poro de los filtros de aire: 0,22 µm. 

Otras adiciones al medio: 

Ampicilina: 1 g/ 2l de medio. 

Nistatina: 1ml/ 2l de medio (de una suspensión 100.000 UI /ml). 

pH del medio líquido usado en el cultivo: 5.8 

Flujo de Aire: 0,47 l/min (0,24 vvm) 

Transferencia de medio: 

Se usaron las mismas bombas con igual régimen de flujo que en el ensayo 

anterior, es decir el medio entraba en la unidad de crecimiento a una velocidad de 

0,30 ml/s y salía a 0,39 ml/s, garantizando que no hubiera acumulación en esta 

unidad. 

Muestreo: 

Se tomó una muestra de 20 ml de medio de cultivo del tanque reservorio cada 4 

días. 
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El monitoreo del pH del medio, presentado en la figura 48, se realizó con el 

electrodo original del reactor Applikon, empleado en este caso como tanque 

reservorio. 

 
Figura  48. Comportamiento del pH del medio, para los 21 días de cultivo de 

raíces normales de B. candida en el sistema de biorreacción de dos unidades, 
empleando medio B5, temperatura ambiente y condición de oscuridad. Caso 2: 

Aireación en la unidad de control de medio. 

 

Igual que en el ensayo anterior se observa una tendencia del pH a disminuir, 

notándose una variación marcada luego de la adición del sulfato de cobre al día 21 

del cultivo. 

 

Así mismo, se realizó el seguimiento del consumo de azúcares durante el 

crecimiento de las raíces, los resultados se presentan en la figura 49: 

5

5,5

6

6,5

7

7,5

0 5 10 15 20 25

pH

Tiempo de Cultivo (d)



118 
 

 
Figura  49. Comportamiento del la concentración de azúcares del medio, para los 
21 días de cultivo de raíces normales de B. candida en el sistema de biorreacción 

de dos unidades, empleando medio B5, temperatura ambiente y condición de 
oscuridad. Caso 2: Aireación en la unidad de control de medio. 

 

En donde se puede observar que el mayor consumo de azúcares se sucede 

durante los 12 primeros días del cultivo, después de los cuales, esta variable 

tiende a estabilizarse. De igual forma a como ocurrió en el caso I. 

 
Crecimiento de las raíces 

Respecto al incremento de la biomasa se tiene que: 

Peso de raíces inóculo: 10,67 ± 0,1 g.  

Peso de raíces al finalizar cultivo: 18,10 ± 1,07 g. 

Estos pesos son de raíces frescas. 

 
Índice de Crecimiento alcanzado en el biorreactor  

Utilizando los valores promedio de la biomasa al inicio y al final del cultivo se tiene: 

 

𝑰𝑰𝑰𝑰 =
(𝟏𝟏𝟏𝟏,𝟏𝟏 − 𝟏𝟏𝟏𝟏,𝟔𝟔𝟔𝟔)

𝟏𝟏𝟏𝟏,𝟔𝟔𝟔𝟔  
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En este caso, el índice de crecimiento igual a 0,7, que es inferior al obtenido para 

las raíces cuando estas crecieron bajo la configuración I del sistema de 

bioreacción.  

 

En la tabla 9 se presenta el valor correspondiente a la aproximación realizada a la 

biomasa final, día 21 de cultivo, empleando para el cálculo la relación IC - 

concentración de azúcar.  

 
Tabla 9.Determinación de la biomasa en el reactor al final de cultivo de acuerdo a 

la concentración de azúcar, empleando medio B5, temperatura ambiente y 

condición de oscuridad. Caso 2: Aireación en la unidad de control de medio. 

 
Relación usada Valor 

inicial de la 
variable 

Valor 
final de la 
variable 

 
IC 

Biomasa 
final 

según 
IC 

% 
error* 

Sacarosa – Biomasa So = 20 g/L S = 11, 44 g/L 1,7 28,8 g 59,2 

*El error se calcula respecto al valor real de biomasa al finalizar el cultivo (18,1 g). 

 

En este caso la determinación indirecta de la biomasa a partir de la concentración 

de azúcares en el medio, presentó una baja aproximación a los resultados reales 

obtenidos para el crecimiento de las raíces en el biorreactor, Caso II. 

 
Humedad de las raíces: 

La humedad de las raíces fue 93,1 ± 0,7 %. 

 
Análisis cuantitativo del metabolito por CLAE: 

Puesto que en el ensayo anterior se determinó que la presencia de alcaloides en 

el medio era despreciable en este ensayo solo se evaluó la escopolamina 

intracelular, es decir la que se obtuvo por extracción de las raíces. 
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La concentración de escopolamina presente en las raíces fue de 6,07 ± 0,41 mg/ g 

de RS, un valor ligeramente más bajo que el obtenido en la otra configuración del 

sistema de biorreacción. Por tanto se descarta la configuración en donde el aire se 

añade a la unidad de reservorio como alternativa para el cultivo de raíces de 

Brugmansia candida enfocados a la producción de escopolamina. 

 

En la figura 50 se presenta una imagen de las raíces obtenidas al día 21 del 

cultivo, para el caso II. 

 
Figura  50. Raíces normales de Brugmansia candida producidas en el reactor, 
empleando medio B5, temperatura ambiente y condición de oscuridad. Caso 2: 

Aireación en la unidad de control de medio. 

 

4.2 CRECIMIENTO DE RAÍCES TRANSFORMADAS DE Brugmansia candida 

En esta segunda parte del capítulo, se presentarán los resultados 

correspondientes a los ensayos realizados con raíces transformadas. 

 

El orden en que son presentados es el siguiente: se inicia con los datos de 

crecimiento de los embriones luego del tratamiento con ácido giberélico. 

Posteriormente, se presentan los aspectos relacionados a la obtención de los 
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diferentes clones de B. candida, es decir los clones procedentes de la especie 

colombiana y los de origen argentino. 

 

Luego se muestra la caracterización de los clones en cuanto a producción de 

alcaloides (escopolamina, hiosciamina y anisodamina), y se selecciona un clon, 

que es el usado para llevar a cabo la curva de crecimiento de biomasa. 

 

Caracterizado el clon, se inician los ensayos en biorreactores, que dan origen a 

resultados respecto al crecimiento bajo dos condiciones diferentes, el cultivo 

sumergido y el cultivo en un sistema de dos unidades. 

 

Finalmente, se comparan los resultados obtenidos para establecer algunas 

conclusiones. 

4.2.1 Resultados correspondientes a la germinación de los embriones usados para 

la generación de plántulas de Brugmansia candida 

Como se hizo necesario contar con hojas provenientes de plántulas estériles como 

explantes para la inducción de las raíces transformadas, fue necesario generar 

este material. Para ello, se partió de embriones que germinaron en medio B5, para 

dar lugar a las plántulas. Como se mencionó, para agilizar la obtención de las 

plántulas, se usó ácido giberélico. El reporte correspondiente al proceso de 

germinación de estos embriones se encuentra consignado en la tabla 10. 

 

Tabla 10. Resultados correspondientes al proceso de germinación de embriones 

de Brugmansia candida en medio B5, luego del tratamiento con ácido giberélico. 
 

Tiempo de Cultivo 
(días) 

 

Embriones 
Germinados 

 

Embriones 
contaminados 

 

% Contaminación 

 

%Germinación no 
contaminadas 

15 2 0 0 33 

20 6 0 0 100 
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Total de embriones sembrados: 6 

 

Aunque la muestra en este caso es pequeña, sería importante considerar la 

aplicación del ácido giberélico como promotor de la germinación, al reducir el 

tiempo de duración de la misma.  

 

En el reporte que presenta Pitta (1998), los resultados de la aplicación de la 

metodología antes descrita le permitían alcanzar un índice de germinación del 

80% en un periodo de tiempo de tres a cuatro semanas, coincidiendo con los 

resultados aquí obtenidos.  

4.2.2 Desarrollo de clones de raíces transformadas de B. candida 

 Aplicando el protocolo descrito con anterioridad (numeral 3.2.1), para la obtención 

de las raíces transformadas de Brugmansia candida, se obtuvieron clones 

procedentes de la especie cultivada en Argentina y de la misma cultivada en 

Colombia. Se estableció, que el origen influye sobre el perfil de alcaloides obtenido 

para los clones.  

 

En total se generaron 8 clones, cuatro por cada uno de los orígenes evaluados, 

para diferenciar los clones, los procedentes de material biológico argentino se 

denominaron Arg1, Arg2, Arg3 y Arg4, mientras que los originados a partir de 

material biológico colombiano se denominaron Col1, Col2, Col3 y Col4. 

 

A continuación en la figura 51, se presenta el perfil de alcaloides obtenido para 

cada uno de los clones cultivados durante 20 días en medio líquido B5 a la mitad 

de la concentración de sales en un agitador orbital a 100 rpm, una temperatura de 

25°C, con un fotoperiodo de 16 horas usando lámparas fluorescentes de 1.8 W/m2 

(los clones fueron evaluados por triplicado): 
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Figura  51. Perfil de los alcaloides para los clones de B. candida de origen 

argentino y colombiano. Estos clones se desarrollaron en medio B5 a la mitad de 
la concentración de sales, en un agitador orbital a 100 rpm, una temperatura de 

25°C, con un fotoperiodo de 16 horas usando lámparas fluorescentes de 1.8 
W/m2. 

 

En la figura 51, se hace evidente el efecto del origen sobre el perfil de alcaloides. 

De ella, se infiere que los clones de origen argentino son mejores productores de 

hiosciamina y anisodamina, mientras que los clones colombianos se destacan en 

la producción de escopolamina. Así mismo, para los clones argentinos la 

conversión de la hiosciamina, de acuerdo con la ruta metabólica, se queda en el 

paso al intermediario anisodamina, mientras que la epoxidación se da en menor 

grado impidiendo que se llegue en una alta proporción al producto final 

escopolamina. 

 

Además de caracterizar los clones en cuanto a su contenido de alcaloides, se 

observó su capacidad de generar biomasa, y aunque no se hizo un registro 

cuantitativo de la misma, se estableció que el clon Arg3 sobresalía de los demás 

por la velocidad con la que se multiplicaba. Por esta razón fue el elegido para 

continuar con la experimentación. 
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4.2.3 Curva de crecimiento para un clon de raíces de Brugmansia candida 

transformada (Arg3) 

Caracterizados los clones, se tomó el clon Arg3, para la realización de una curva 

de crecimiento que permitiera estudiar su desarrollo en función del tiempo. Como 

se mencionó en los protocolos, se evaluó el incremento de la biomasa, el perfil de 

alcaloides, y las variables de pH, conductividad y contenido de azúcares en el 

medio a lo largo de 36 días de cultivo.  

 

A continuación en la tabla 11 se presentan los resultados obtenidos. Teniendo en 

cuenta la desviación en los triplicados. 

 
Tabla 11. pH, conductividad y concentración de sacarosa en el medio de cultivo, y, 

de masa de raíces frescas para el clon Arg3 crecido en Erlenmeyers agitados,  

empleando medio B5 a la mitad de la concentración de sales, en un agitador 

orbital a 100 rpm, a una temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16 horas 

usando lámparas fluorescentes de 1.8 W/m2. 

 

Días de 
cultivo 

pH Conductividad 
(µS/cm) 

Azúcares 
(g/l) 

Peso Fresco de 
las Raíces (g) 

0 7,0 2070 20 0,1 

5 6,68 ± 0,43 1926,67 ± 169,21 20,00 ± 5,37 0,14 ± 0,02 

10 6,79 ± 0,08 1634,33 ± 69,67 17,17 ± 3,93 0,25 ± 0,03 

15 7,03 ± 0,46 1627,67 ± 158,24 17,82 ± 6,44 0,41 ± 0,19 

20 7,50 ± 0,10  1653,67 ± 91,19 12,91 ± 0,37 0,43 ± 0,10 

25 8,39 ± 0,13 1181,33 ± 139,0 8,59 ± 3,93 0,98 ± 0,20 

30 8,11 ± 0,11 1099,33 ± 95,57 6,39 ± 4,03 1,30 ± 0,32  

36 8,47± 0,0 926,67 ± 90,12 10,58 ± 1,07 1,03 ± 0,32 
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De este modo, para cultivos en Erlenmeyer se observó un incremento del pH del 

medio de cultivo en el tiempo, que puede estar relacionado con una respuesta al 

cambio en la concentración de los alcaloides liberados, dado el carácter básico de 

dichas sustancias. Ver figura 52. 

 

 
Figura  52. Evolución del pH para el cultivo del clon Arg3, durante los 36 días de 

cultivo en Erlenmeyer. Este clon se desarrolló en medio B5 a la mitad de la 
concentración de sales, en un agitador orbital a 100 rpm, una temperatura de 
25°C, con un fotoperiodo de 16 horas usando lámparas fluorescentes de 1.8 

W/m2. 

  

Analizando el comportamiento de la concentración de azúcares y de la 

conductividad del medio de cultivo (tabla11) se observa que éstas disminuyen a 

medida que la biomasa se incrementa. Para el crecimiento en Erlenmeyers, entre 

el día 15 y el 25 del cultivo, se aprecia un mayor descenso en el valor de ambas 

variables. Ver figuras 53 y 54. 
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Figura  53. Evolución de la conductividad para el cultivo del clon Arg3, durante los 
36 días de cultivo en Erlenmeyer. Este clon se desarrolló en medio B5 a la mitad 

de la concentración de sales, en un agitador orbital a 100 rpm, una temperatura de 
25°C, con un fotoperiodo de 16 horas usando lámparas fluorescentes de 1.8 

W/m2. 

 

 
Figura  54. Evolución de la concentración de azúcares para el cultivo del clon 
Arg3, durante los 36 días de cultivo en Erlenmeyer. Este clon se desarrolló en 

medio B5 a la mitad de la concentración de sales, en un agitador orbital a 100 rpm, 
una temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16 horas usando lámparas 

fluorescentes de 1.8 W/m2. 
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De los datos de peso fresco de las raíces, tomados cada 5 días, se estableció la 

fase exponencial del crecimiento de las raíces (del día 5 al 30), para generar una 

ecuación que describiera el comportamiento de la biomasa en función del tiempo ( 

X = Xo eµt) en esta etapa específica. Ver figuras 55 y 56. 

 

 
Figura  55. Evolución de la biomasa para el cultivo del clon Arg3, durante los 36 

días de cultivo en Erlenmeyer. Este clon se desarrolló en medio B5 a la mitad de la 
concentración de sales, en un agitador orbital a 100 rpm, una temperatura de 
25°C, con un fotoperiodo de 16 horas usando lámparas fluorescentes de 1.8 

W/m2. 

 

 
Figura  56. Evolución del peso fresco del clon Arg3, para los 36 días de cultivo en 
Erlenmeyer. Este clon se desarrolló en medio B5 a la mitad de la concentración de 

sales, en un agitador orbital a 100 rpm, una temperatura de 25°C, con un 
fotoperiodo de 16 horas usando lámparas fluorescentes de 1.8 W/m2. 
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El resultado de esta relación, es la expresión que se presenta a continuación:  

 

𝑷𝑷𝑷𝑷𝑷𝑷𝑷𝑷 𝒇𝒇𝒇𝒇𝒇𝒇𝒇𝒇𝒇𝒇𝒇𝒇𝒕𝒕 = 𝟎𝟎,𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎 ∗ 𝒆𝒆𝟎𝟎,𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎𝟎∗𝒕𝒕  Ecuación 6 

 

t: tiempo de cultivo (días). 

La correlación de los datos experimentales, con los valores obtenidos usando la 

expresión es de 0,99, esto indica que ésta permite hacer una buena aproximación 

de la realidad. 

 

De acuerdo con la ecuación 6, el valor de la velocidad específica de crecimiento 

para las raíces transformadas en la fase exponencial es 0.087 d-1, un valor que 

equivale a casi dos veces el valor hallado para las raíces no transformadas. Se 

determinó también la masa de raíces a 21 días, y con este valor, se calculó el 

valor del IC para el cultivo en Erlenmeyers, que en este caso es igual a 4,18. 

 

A partir de estos datos, también se relacionó el incremento de la biomasa con el 

cambio en la conductividad y el contenido de sacarosa en el medio de cultivo.  

 

Igual que para las raíces normales, se calcularon los valores de IC y % de Ko, a lo 

largo del tiempo de cultivo; el reporte se presenta en la tabla 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



129 
 

 

Tabla 12. Valores de IC y % de Ko evaluados a cada condición de tiempo durante 

36 días de cultivo de las raíces transformadas de B. candida clon Arg3). Este clon 

se desarrolló en medio B5 a la mitad de la concentración de sales, en un agitador 

orbital a 100 rpm, una temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16 horas 

usando lámparas fluorescentes de 1.8 W/m2. 

Tiempo de Cultivo (d) % de Ko* IC* 

0 100 0 

5 93,07 0,4 

10  78,95 1,5 

15 78,63 3,1 

20  79,89 3,3 

25 57,07 8,8 

30 53,11 12,0 

36 44,77 9,3 

*Los valores iníciales de Ko y Xo, son 2070 µS/cm y 0,1 g respectivamente. 

 

Con estos valores se realizó una gráfica, para evaluar la posibilidad de establecer 

una relación lineal entre ellos.  

 

Hay que aclarar que el punto correspondiente al día 30 se omitió, por considerar 

que no presentaba la tendencia de los demás datos. Ver figura 57. 
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Figura  57.Relación entre el IC y el % de Ko, para un cultivo de raíces 

transformadas de B. candida (clon Arg3). Este clon se desarrolló en medio B5 a la 
mitad de la concentración de sales, en un agitador orbital a 100 rpm, una 
temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16 horas usando lámparas 

fluorescentes de 1.8 W/m2. 

 

Esta figura permite extraer la correlación: 

 

𝑰𝑰𝑰𝑰𝒕𝒕 = [−𝟎𝟎,𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏 ∗ (𝑲𝑲𝒕𝒕/𝑲𝑲𝒐𝒐) ∗ 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏] + 𝟏𝟏𝟏𝟏,𝟐𝟐𝟐𝟐𝟐𝟐   Ecuación 7 

 

ICt: Índice de crecimiento en un tiempo t.  

Ko: Conductividad inicial. 

Kt: Conductividad en el tiempo t. 

Esta relación presentó un índice de correlación de 0,96. 

 

De otro lado, la información requerida para relacionar la concentración de 

azúcares (sacarosa, glucosa y fructosa) con el incremento de la biomasa, se 

presenta en la tabla 13. 
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Tabla 13. Valores de IC y % de So evaluados a cada condición de tiempo durante 

los 36 días de cultivo de las raíces transformadas de B. candida (clon Arg3). Este 

clon se desarrolló en medio B5 a la mitad de la concentración de sales, en un 

agitador orbital a 100 rpm, una temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16 

horas usando lámparas fluorescentes de 1.8 W/m2. 

 

Tiempo de Cultivo (d) % de So* IC* 

0 100,00 0 

5 100,00 0,4 

10 85,83 1,5 

15 89,10 3,1 

20 64,53 3,3 

25 42,94 8,8 

30 31,94 12,0 

36 52,87 9,3 

*Los valores iníciales de So y Xo, son 20 g/l y 0,1 g respectivamente. 

 

Con estos valores se procedió a realizar una gráfica, para evaluar si se presentaba 

una relación líneal entre las variables estudiadas. Ver figura 58. 
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Figura  58. Relación entre el IC y el % de So, para un cultivo de raíces normales 
de B. candida (clon Arg3). Este clon se desarrolló en medio B5 a la mitad de la 
concentración de sales, en un agitador orbital a 100 rpm, una temperatura de 
25°C, con un fotoperiodo de 16 horas usando lámparas fluorescentes de 1.8 

W/m2. 

 

En este caso la correlación obtenida está dada por la expresión: 

 

𝑰𝑰𝑰𝑰𝒕𝒕 = [−𝟎𝟎,𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏 ∗ (𝑺𝑺𝒕𝒕/𝑺𝑺𝒐𝒐) ∗ 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏] + 𝟏𝟏𝟏𝟏,𝟓𝟓𝟓𝟓𝟓𝟓   Ecuación 8 

 

ICt: Índice de crecimiento en un tiempo t.  

So: Conductividad inicial. 

St: Conductividad en el tiempo t. 

Que presenta una correlación equivalente a 0,93. 

 

Igual que para las raíces no transformadas, de las dos variables usadas para 

determinar de manera indirecta el incremento de la biomasa, es la conductividad, 

la que en este caso permite hacer una mejor aproximación. 

 

El contenido de alcaloides en las raíces transformadas cultivadas en Erlenmeyers 

agitados durante 25 días, se presentan en la tabla 14. 
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Tabla 14. Registro del contenido de escopolamina, anisodamina e hiosciamina en 

las raíces del clon Arg3 en Erlenmeyer durante 25 días de crecimiento. Este clon 

se desarrolló en medio B5 a la mitad de la concentración de sales, en un agitador 

orbital a 100 rpm, una temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16 horas 

usando lámparas fluorescentes de 1.8 W/m2. 

 

 
Día de 
cultivo 

 
Anisodamina 
(mg/g de RF) 

 
Escopolamina 
(mg/g de RF) 

 
Hiosciamina 
(mg/g de RF) 

0+ 1,082 ± 0,48  0,11 ± 0,04 0,57± 0,24  

5 0,27 ± 0,08 0,06 ± 0,02 0,32 ± 0,13 

10 0,21 ± 0,10 0,04 ± 0,02 0,56 ± 0,28 

20 0,78 ± 0,40 0,05 ± 0,03 0,60 ± 0,2 

25 0,83 ± 0,12 0,13 ± 0,01 0,78 ± 0,07 

30 1,4 ± 0,27 0,10 ± 0,04 0,78 ± 0,11  

36 1,1 ± 0,16 0,10 ± 0,03 0,67 ± 0,21  
+Los datos correspondientes al día 0 de cultivo, provienen de una 

caracterización previa del material a los 20 días de cultivo, que es la edad 

de los inóculos. 

 

Los datos contenidos en la tabla 14, están de acuerdo con la ruta metabólica que 

conduce a la producción de estos compuestos, presentada en la figura 5. De ese 

modo, el primer alcaloide que se produce es la hiosciamina, cuya generación se 

evidencia a partir del día 10, coincidiendo con el reporte realizado por Lee et al. 

(1998), para el cultivo de Atropa belladona.  

 

Seguido a la producción de hiosciamina aparece la anisodamina, entre los días 10 

y 20, que se genera debido a la hidroxilación de la hiosciamina por acción de la 

enzima H6H. Por último, desde el momento en que exista anisodamina, ésta 

puede ser epoxidada para dar lugar a la escopolamina. Ver figura 59. 
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Figura  59. Perfil de alcaloides para el clon Arg3 a lo largo de 36 días de cultivo de 
las raíces en Erlenmeyer. Este clon se desarrolló en medio B5 a la mitad de la 
concentración de sales, en un agitador orbital a 100 rpm, una temperatura de 
25°C, con un fotoperiodo de 16 horas usando lámparas fluorescentes de 1.8 

W/m2. 

 

Además justifican que el cultivo no sea extendido más allá del día 25, pues 

transcurrido este tiempo, no se observa un incremento en la concentración de los 

alcaloides. 

 

Como se ve en la tabla 15, la producción de anisodamina es mucho mayor que la 

de escopolamina, verificando que la velocidad con la que transcurre la 

hidroxilación es superior a aquella con la que toma lugar la epoxidación. Según lo 

reportado en la literatura, la actividad con que se desarrolla la hidroxilación es 40 

veces mayor que la de la epoxidación. (117-119) 
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4.2.4 Crecimiento en el Biorreactor del clon Arg3 correspondiente a raíces 

transformadas de B. candida 

4.2.4.1 Caso I. Cultivo sumergido 

En la figura 60, se muestran las curvas correspondientes al consumo de sacarosa, 

y la disminución de la conductividad durante los 21 días de cultivo en el 

biorreactor. 

 

 
 

Figura  60. Disminución en la conductividad y en la concentración de sacarosa 
para los 21 días de cultivo en el biorreactor del clon Arg3 correspondiente a raíces 

transformadas de B. candida. Caso I. Cultivo sumergido.  

 

En la figura 60, se observa un comportamiento similar para las dos variables y una 

tendencia a estabilizarse. 

 

Los análisis realizados sobre el medio de cultivo respecto a la presencia de 

alcaloides se presentan en la tabla 15, observándose que las cantidades liberadas 

al medio son muy bajas comparadas con las que más adelante se reportan para 

los alcaloides presentes en las raíces. 
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Tabla 15. Alcaloides liberados al medio de cultivo durante los 21 días de 

crecimiento en el biorreactor del clon Arg3 correspondiente a raíces transformadas 

de B. candida. 

Tiempo de Cultivo 

(días) 

 
Escopolamina 

(mg/g de RF) 

 
Hiosciamina 

(mg/g de RF) 
Anisodamina 

(mg/g de RF) 

21 0,011 0,006 0,032 

 

La figura 61, presenta imágenes correspondientes al día de la recolección de las 

raíces, en ellas se puede apreciar la forma en que las mismas se acomodaron 

sobre la malla dispuesta como soporte. 

 

 
Figura  61. Raíces de Brugmansia candida transformadas (clon Arg3) obtenidas al 

interior y sobre la malla empleada como soporte en el reactor par el cultivo 
sumergido. 

El análisis de los alcaloides presentes en las raíces para este ensayo, se realizó 

tomando muestras de raíces ubicadas en diferentes puntos dentro del biorreactor. 

Los resultados se consignan en la tabla 16. 



137 
 

 

Tabla 16. Contenido de alcaloides en las raíces transformadas de B. candida (clon 

Arg3) de acuerdo con su ubicación en el biorreactor al día final del cultivo. 

Ubicación de las 
Raíces 

Hiosciamina 
(mg/g RF) 

Anisodamina 
(mg/g RF) 

Escopolamina 
(mg/g RF) 

Parte Inferior 0,514 0,899 0,066 

Parte central interna 0,688 1,058 0,108 

Parte central externa 0,805 1,062 0,121 

Parte superior 0,795 1,001 0,124 

 

Y puesto que el peso fresco total reportado al finalizar el cultivo fue de 49,33 g de 

RF, y que se empleó un inóculo de 10 g de RF para los 1,2 l de medio, se calculó 

el IC, que tuvo un valor de 3,93. Lo que indica que en el biorreactor el índice de 

crecimiento es 6% inferior al obtenido para los cultivos realizados en los 

Erlenmeyer. En la tabla 17, se presentan los resultados correspondientes al 

cálculo indirecto de la biomasa en el reactor, de acuerdo con las correlaciones 

obtenidas usando la información de los cultivos realizados en Erlenmeyer, en 

donde se relacionó esta variable con la conductividad y la concentración de 

azúcar.  

 

Tabla 17. Cálculo de la biomasa en el reactor al final de cultivo sumergido de las 

raíces transformadas de B. candida (clon Arg3) de acuerdo con la conductividad y 

la concentración de azúcar. 
Relación usada Valor 

inicial de la 
variable 

Valor 
final de la 
variable 

 
IC 

Biomasa 
final según 

IC 

% 
error* 

Sacarosa – Biomasa So = 20 g/L S = 12, 62 g/L 5,87 68,6 g 39,3 

Conductividad - Biomasa Ko = 1885 µS K = 1238 µS 5,75 67,5 g 36,8 

*El error se calculó respecto al valor real de biomasa al finalizar el cultivo (49,33 

g). 
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Finalmente, el perfil promedio de alcaloides obtenido en el biorreactor, 

considerando las fracciones analizadas, es el siguiente: 0,701±0,135, 1,005±0,076 

y 0,105±0,027 mg/g RF, para hiosciamina, anisodamina y escopolamina 

respectivamente (la desviación se calculó de acuerdo con los 4 datos analizados).  

De acuerdo con los perfiles de los alcaloides obtenidos para los cultivos en 

Erlenmeyer y biorreactor (cultivo sumergido), se confirma que las raíces 

transformadas de B. candida, son unas buenas productoras de anisodamina, si se 

comparan con otros cultivos como Datura, y raíces transformadas de Atropa 

belladona (56, 117)  

 

4.2.4.2 Caso II. Cultivo en el sistema de biorreacción de dos unidades. 

A continuación se presenta una descripción general del crecimiento del clon Arg3 

en el sistema de dos unidades, parte de ello es el registro realizado de las 

variables involucradas en el cultivo, es decir, el pH, la conductividad, y la 

concentración de azúcares en el medio. Ver tabla 18. 

 
Tabla 18. pH, conductividad y concentración de azúcares en el medio de cultivo, 

para los 21 días de cultivo en el biorreactor de raíces transformadas de B. candida 

(Arg3). Caso II.  
Tiempo  (d) pH K  (mS/cm) Azúcares  (g/L) 

0 6,79 3,69 20 

5 6,64 3,34 19,83 

10 6,27 3,23 19,8 

15 6,16 3,21 19,53 

20 6,62 3,15 14,37 

21 6,81 3,09 13,49 
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Además de estos datos con el registro de la masa de inóculo que fue de 13 g para 

un volumen de 2 l, y el de la masa final, equivalente a 26 g, se estableció el IC, 

con un valor igual a 1. 

 

La humedad de las raíces fue de 90,68%. 

 

También se determinó el contenido de alcaloides en el medio de cultivo y en las 

raíces al día 21 de crecimiento, cuyos valores se presentan en la tabla 19. 

 

Tabla 19. Alcaloides extraídos desde las raíces transformadas de B. candida  

(clon Arg3) obtenidas en el reactor al día 21 del cultivo. 

 

 

Estos valores son inferiores a los obtenidos como promedio, para el caso en el 

cuál las raíces crecieron en medio sumergido. La disminución en la producción de 

los alcaloides es equivalente a un 33% para la escopolamina y un 49 % para la 

anisodamina.  

 

Sin embargo, al comparar los datos de producción de alcaloides alcanzados por 

medio del cultivo de las raíces transformadas en el sistema de biorreacción 

compuesto por dos unidades con la producción obtenida para las raíces creciendo 

en Erlenmeyer al día 20 de cultivo, las diferencias son menores (35% para la 

anisodamina y 17 % para la escopolamina). Observándose en este caso un 

incremento en la producción de escopolamina. 

 

Escopolamina  

(mg/g de RF) 

Anisodamina 

 (mg/g de RF) 

0,07 0,51 
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A continuación se presenta una imagen del biorreactor y de las raíces obtenidas al 

finalizar el cultivo, ver figura 62. 

 

 

 

 

  
Figura  62. Raíces de Brugmansia candida transformadas (clon Arg3) obtenidas al 

interior del reactor, sobre la malla empleada como soporte en el sistema de dos 
unidades. 

 

En la tabla 20, se presentan los resultados correspondientes al cálculo indirecto de 

la biomasa en el reactor de acuerdo con las correlaciones obtenidas usando la 

información de los cultivos realizados en Erlenmeyer, en donde se relacionó esta 

variable con la conductividad y la concentración de azúcares.  
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Tabla 20. Cálculo de la biomasa en el reactor al final de cultivo de raíces 

transformadas de B. candida (Arg3) de acuerdo con la conductividad y la 

concentración de azúcares en el biorreactor de dos unidades. 
Relación usada Valor 

inicial de la 
variable 

Valor 
final de la 
variable 

 
IC 

Biomasa 
final según 

IC 

% 
error* 

Azúcares – Biomasa So = 20 g/L S = 13, 49 g/L 5,2 67,6 g 160 

Conductividad – 

Biomasa 

Ko = 3.69 

mS/cm 

Ko = 3,09 

mS/cm 

2,3 42,9 g 65 

*El error se calcula respecto al valor real de biomasa al finalizar el cultivo (26 g). 

 

En este caso, aunque ninguna de las dos relaciones establecidas permite hacer un 

buen acercamiento a la realidad, en cuento a describir el incremento en la masa 

de las raíces, es posible apreciar nuevamente que la conductividad induce menos 

error. Comparando estos resultados con los presentados en la tabla 18, es notable 

que en este caso los errores son mayores, esto posiblemente se deba a que las 

relaciones establecidas se extrajeron a partir de ensayos realizados en 

Erlenmeyer y esa condición se asemeja más al ensayo realizado en el reactor 

cuando se uso un cultivo sumergido de raíces transformadas (Caso I). 

4.3 RESULTADOS OBTENIDOS EN LA INVESTIGACIÓN 

Para finalizar este capítulo se presentará un resumen con los resultados obtenidos 

durante la experimentación, de modo que sea más clara su interpretación. 

En primer lugar, en la tabla 21, se consignan los valores obtenidos para el IC 

alcanzado por las raíces al día 21 de cultivo. 
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Tabla 21. Comparación de los IC alcanzados por las raíces de Brugmansia 

candida al día 21 de cultivo, para cada uno de los ensayos. 
 

Material Vegetal 

 

IC 

 

Inóculo 

(g/l) 

Biomasa 
producida a 
21 días (g/L) 

Raíces normales cultivadas en 

Erlenmeyer de 125 ml. 

 

1,4 

 

6 

 

14,49 

Raíces normales cultivadas en 

biorreactor de dos unidades (aireación 

en la unidad de crecimiento). 

 

1,58 

 

3 

 

7,68 

Raíces normales cultivadas en 

biorreactor de dos unidades (aireación 

en el reservorio). 

 

0,7 

 

5,3 

 

9,07 

Raíces transformadas (clon Arg3) 

cultivadas en Erlenmeyer de 125 ml. 

 

4,18 

 

4 

 

20,72 

Raíces transformadas (clon Arg3) 

cultivadas en biorreactor de dos 

unidades (aireación en la unidad de 

crecimiento). 

 

1 

 

6,5 

 

21,67 

Raíces transformadas (clon Arg3) 

cultivadas en reactor de tanque agitado 

(cultivo sumergido). 

 

3,93 

 

8,3 

 

24,65 
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Es de aclarar que el tamaño del inóculo no fue una variable controlada en el 

experimento y fue dependiente de la cantidad de material disponible al momento 

de realizar los cultivos. 

 

Al comparar el IC de las raíces normales con el de las raíces transformadas, se 

observa que este último es casi 3 veces mayor que el primero, lo que comprueba 

el potencial que tienen las raíces transformadas para generar biomasa, como lo 

indican investigaciones anteriores.(31, 43, 84, 101, 120-128) 

 

Comparando los IC obtenidos para el crecimiento de las raíces normales en el 

biorreactor de dos unidades, se estableció que el mayor se obtenía en el caso en 

el cuál el aire se suministraba en la unidad de crecimiento, pues para éste el IC 

era dos veces mayor que el obtenido cuando el aire se suministraba en el 

reservorio. Aunque pareciera contradictorio, en la tabla 21 se observa que la 

biomasa producida por unidad de volumen es mayor en el caso I que en el II, sin 

embargo esto puede explicarse debido a la diferencia en el tamaño del inóculo. 

Pues a mayor cantidad de inóculo, mayor producción de biomasa. 

 

Esta observación condujo a seleccionar el sistema en el cual el aire se 

suministraba a la unidad de crecimiento directamente, como el más indicado para 

el cultivo de raíces de B. candida. 

 

Observando el IC obtenido para las raíces normales y transformadas, creciendo 

en el sistema de biorreacción compuesto por dos unidades, para el caso en el cual 

el aire se suministró en el tanque de crecimiento, los valores obtenidos fueron 1,58 

para raíces normales y 1 para raíces transformadas. Esto parecería contradecir lo 

dicho anteriormente sobre el potencial de las raíces transformadas para generar 

biomasa, pero no es así, pues lo que sucedió es que en el caso de las raíces 

normales, la biomasa generada no solo corresponde a raíces, sino que incluye 
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también algunos segmentos de tallo como se puede observar en las fotografías 

presentadas en las figuras 46 y 50. 

 

Respecto a los sistemas de biorreacción evaluados, de acuerdo a lo reportado en 

la literatura, la configuración que ofrecía mayores ventajas para el cultivo de raíces 

correspondía a los sistemas de dos unidades, pues en estos se tenían: mayores 

concentraciones de O2 disuelto sobre la superficie de las raíces que favorecerían 

la elongación de las mismas (96, 104), posibilidades para realizar una reposición 

continua de medio que evitara la necrosis por agotamiento de nutrientes (99, 102, 

103), e inconvenientes inherentes a los sistemas de agitación convencionales 

como lo son las turbinas usadas en los reactores de tanque agitado (96). Sin 

embargo, con las raíces transformadas, se probó además de ésta configuración, 

un sistema de biorreacción por cultivo sumergido, adaptando un reactor de tanque 

agitado para tal fin, de modo que se pudiera describir su desarrollo en este tipo de 

sistemas también.  

 

Los resultados obtenidos, demostraron que ésta última configuración fue la que 

permitió obtener el mayor IC, lo que se traduce en que es la mejor opción de las 

evaluadas para generar biomasa. Esto puede deberse al tipo de raíces empleadas 

(transformadas), al contacto de las raíces con los nutrientes (el contacto es más 

ntimo, favoreciendo los procesos de transferencia de nutrientes), al tipo de 

aireación (el burbujeo suministró a las raíces la cantidad de oxígeno que requerían 

para su adecuado desarrollo) y al soporte que las raíces tuvieron, que fue 

generado por la adecuación de una malla plástica al interior del biorreactor. 

 

Como uno de los objetivos de este trabajo era evaluar la producción de 

escopolamina a partir de los cultivos de raíces de Brugmansia candida, la tabla 22 

presenta un resumen de los resultados obtenidos a este respecto bajo las 

condiciones probadas. 
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Tabla 22. Comparación de la concentración de escopolamina intracelular 

alcanzada por las raíces de Brugmansia candida al día 21 de cultivo, para cada 

uno de los ensayos. 
Material Vegetal mg de 

escopolamina / 
g RF 

(cultivos de 21 
días) 

mg de 
escopolamina / 

g RS 

(cultivos de 21 
días) 

Raíces normales cultivadas en 

Erlenmeyer.  

0,71 7,8 

Raíces normales cultivadas en 

biorreactor de dos unidades (aireación 

en la unidad de crecimiento). 

0,73   9,5 

Raíces normales cultivadas en 

biorreactor de dos unidades (aireación 

en el reservorio). 

0,42 6,0 

Raíces transformadas (clon Arg3) 

cultivadas en Erlenmeyer. 

0,05 0,55 

Raíces transformadas (clon Arg3) 

cultivadas en biorreactor de dos 

unidades (aireación en la unidad de 

crecimiento). 

0,07 0,78 

Raíces transformadas (clon Arg3) 

cultivadas en reactor de tanque 

agitado.  

0,11 1,22 

 

Estos resultados son concluyentes respecto a las raíces que se deben usar para 

producir mayores concentraciones de escopolamina, pues se observa que en el 
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clon transformado las concentraciones alcanzadas para este alcaloide en los 

cultivos son bajas respecto a las obtenidas para las raíces normales. 

 

Las causas para esta situación pueden ser posiblemente dos: 

• El clon transformado provenía de una planta de B. candida de origen 

argentino, y se ha demostrado que las características del ecotopo del que 

procede una especie influencian el desarrollo de la misma (78). 

 

• Se ha establecido que existen diferencias en la generación de biomasa y en 

la producción de metabolitos secundarios, entre raíces normales y 

transformadas como consecuencia del proceso de transformación (122, 

129-131). 

 

Profundizando en las diferencias que existen entre especies procedentes de 

diferentes lugares geográficos: Colombia y Argentina, se realizó una comparación 

entre el contenido de alcaloides en diferentes explantes de plantas cultivadas in 

vitro de B. candida. Ver figura 63. 

 

 
Figura  63. Perfil de alcaloides para diferentes explantes de plantas de B. candida 
de origen colombiano y argentino cultivadas in vitro en medio B5 a la mitad de la 

concentración de sales, a una temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16 
horas usando lámparas fluorescentes de 1.8 W/m2. 
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En la figura los explantes se encuentran identificados de acuerdo a la siguiente 

nomenclatura: 

H (A): Hojas de B. candida cultivadas in vitro de origen argentino. 

H (C): Hojas de B. candida cultivadas in vitro de origen colombiano. 

R (A): Raíces de B. candida cultivadas in vitro de origen argentino. 

R (C): Raíces de B. candida cultivadas in vitro de origen colombiano. 

T (A): Tallos de B. candida cultivadas in vitro de origen argentino. 

T (C): Tallos de B. candida cultivadas in vitro de origen colombiano. 

 

Comparando el perfil de los alcaloides obtenido para los diferentes explantes, se 

aprecia la influencia del origen sobre éste. Mientras a nivel de las hojas las 

diferencias en la concentración de los alcaloides evaluados fueron mínimas, en 

tallos y raíces dichos perfiles presentan variaciones significativas. 

 

En este caso, también se comprueba que la mayor cantidad de alcaloides se 

concentra en las raíces de las plantas cultivadas in vitro.  

 

Estos resultados están acordes a reportes previos en donde se mencionan los 

factores que marcan las diferencias en la producción de metabolitos, entre los 

cultivos de raíces y las raíces procedentes de plantas intactas (116). 

 

Entre estos factores los más relevantes son: 

• Los cultivos de raíces se asemejan anatómicamente a las raíces inmaduras 

de plantas intactas y esto puede verse reflejado en el desarrollo de su 

metabolismo secundario. 

• En los cultivos de raíces se interrumpen los mecanismos de transporte que 

conducen los metabolitos entre los tallos y las raíces y viceversa, alterando 

procesos inherentes a estos. 
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• En los cultivos de raíces se observa una importante variación genética que 

se traduce en diferencias en cuanto a velocidades de crecimiento y 

producción de metabolitos. 

 

Retomando la información presentada en la figura 46, para evaluar la 

concentración de escopolamina en cada uno de los clones transformados y 

observar el efecto del origen sobre ésta, se presenta la tabla 23: 

 

Tabla 23. Perfil de alcaloides para las raíces normales y las líneas celulares de 

Brugmansia candida obtenidas de origen colombiano y argentino. Los clones se 

desarrollaro en medio B5 a la mitad de la concentración de sales, en un agitador 

orbital a 100 rpm, una temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16 horas 

usando lámparas fluorescentes de 1.8 W/m2. 

 

Tipo de Raíz 

 

 

Concentración de 

escopolamina a los 20 

días de cultivo 

(mg/g de RF) 

Raíces normales 

colombianas 0,71 

 Col1  0,108 

Col3 0,248 

Col5 0,248 

Col6 0,258 

Arg1 0,107 

Arg2 0,071 

Arg3 0,117 

Arg4 0,110 
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Estos valores permiten inferir que existe cierta homogeneidad en la producción de 

escopolamina entre los clones obtenidos que provienen de material biológico con 

un mismo origen geográfico. Además se establece que los clones colombianos 

presentan una mayor concentración de este alcaloide si son comparados con los 

clones argentinos. 

 

De otro lado, al comparar la concentración de escopolamina obtenida en los 

clones transformados con la obtenida a partir de las raíces normales se observa 

que el proceso de transformación afecta negativamente la producción de este 

compuesto. 

 

De la comparación entre los datos compilados en el numeral 2.5, y los resultados 

obtenidos en este trabajo se puede establecer que: 

• Los estudios sobre cultivos realizados en Erlenmeyer con raíces 

transformadas de Datura stramonium, Atropa belladona, Hyoscyamus 

muticus, Brugmansia candida, Atropa baetica, permiten establecer que 

empleando las condiciones evaluadas en este trabajo, los cultivos de 

raíces normales de B. candida producen escopolamina en cantidades 

superiores a las alcanzadas anteriormente en tiempos de cultivo similares. 

Además los clones transformados obtenidos en el desarrollo de esta 

investigación, presentan concentraciones de escopolamina similares a las 

de los clones desarrollados en otras. 

 

• La producción de escopolamina, alcanzada por los cultivos de raíces 

normales de B. candida, únicamente fue menor que la reportada para los 

cultivos de un híbrido de Duboisia (Duboisia myoporoides x D. leichhardtii). 

 

• Es importante destacar que de los trabajos presentados solo dos incluyen 

biorreactores, en uno de ellos se empleó un biorreactor dual de 4 l (cultivo 

de Datura metel) y en el otro una columna de burbujeo de 0,3 l (cultivo de 
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Scopolia parviflora) alcanzando una producción de escopolamina de 4 

mg/g de RS y 1,82 mg/g de RS, respectivamente. En ambos casos la 

producción del alcaloide fue menor a la obtenida para el cultivo de raíces 

normales de B. candida, en el sistema de biorreacción evaluado bajo las 

dos condiciones de proceso probadas. Respecto al cultivo del clon de B. 

candida transformado, la producción obtenida en este trabajo por medio 

del sistema de biorreacción de dos unidades y el cultivo sumergido, es 

inferior a la presentada en los estudios mencionados. 

 

• En cuanto a la comparación con trabajos en donde se haya usado el 

mismo tipo de material biológico, es decir, raíces normales de B. candida, 

para la producción de escopolamina, los resultados son similares. Piñeros 

(2005) reportó un contenido de 6 mg/g de RS (luego de 21 días de cultivo) 

y encontró un máximo de este alcaloide equivalente a 12,3 mg/g de RS. 

Mientras que Niño (2003), obtuvo concentraciones aproximadas de 4 mg/g 

de RS. 

 

• De acuerdo con estudios anteriores realizados sobre cultivos de Atropa 

belladona, se estableció que en las raíces de cultivos intactos se 

sintetizaba la hiosciamina, que luego ésta era transportada hasta las hojas 

y otros órganos de la planta, en donde la actividad de la enzima H6H era 

más alta y la transformación de hiosciamina en escopolamina ocurría en 

una mayor proporción (132) . Por esta razón, es posible que en los cultivos 

realizados con raíces normales en donde se observó el desarrollo de 

pequeños segmentos nodales, la concentración de escopolamina haya 

sido mayor. 
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5. CONCLUSIONES 

 

• Para el establecimiento de cultivos de raíces normales de B. candida en 

biorreactor, se sugiere emplear inóculos que correspondan a radículas de 

1,5 a 2 cm, obtenidas a partir de embriones cultivados sobre medio sólido 

durante 30 días. Éstas son las que presentaron un mayor potencial para 

generar biomasa y producir alcaloides. 

 

• No se recomienda la aplicación de ANA al medio de cultivo sólido para la 

germinación los embriones, que dan lugar al inóculo. Lo cual se debe a que 

la adición de esta hormona a concentraciones de 1, 2 y 3 ppm, induce la 

dediferenciación de las raíces facilitando la producción de células no 

diferenciadas. 

 

• Las raíces normales de Brugmansia candida, estudiadas a través de la 

cinética de crecimiento, presentaron entre ellas un comportamiento similar 

en cuanto a la producción de anisodamina y escopolamina, observándose 

un pico de concentración intracelular de estos alcaloides entre los días 10 y 

20 de cultivo. Al final de la fase de crecimiento, se observa un detrimento en 

dichas concentraciones, razón por la cual se sugiere como tiempo de cultivo 

20 días.  

 

• Para las raíces transformadas de Brugmansia candida clon Arg3, el perfil de 

alcaloides obtenido es similar al que presentan las raíces normales, sólo 

que la máxima concentración de escopolamina y anisodamina se produce 

al día 25, luego del cual se inicia su detrimento.  
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• Para determinar de manera indirecta el crecimiento de las raíces de B. 

candida normales y transformadas, se pueden establecer relaciones con la 

concentración de azúcares en el medio de cultivo y con la conductividad del 

mismo, obteniéndose buenos índices de correlación. 

 

• Para el cultivo de raíces normales de B. candida en un biorreactor dual, con 

aireación en la unidad de crecimiento, se alcanzó un IC de 1,58, y una 

concentración de escopolamina intracelular de 0,73 mg/g de RF. Valores 

comparables a los obtenidos por las raíces cuando fueron cultivadas en 

Erlenmeyer, que indica que el cambio de escala no afectó el potencial de 

las raíces para generar biomasa y producir los alcaloides estudiados. 

 

• En el cultivo de raíces normales de B. candida en un biorreactor dual, con 

aireación en la unidad denominada reservorio, en donde se alcanzó un IC 

de 0,7, y una concentración de escopolamina intracelular de 0,42 mg/g de 

RF, se observó un rendimiento más bajo comparado con obtenido por 

medio de la otra configuración probada. Este fenómeno puede explicarse 

como consecuencia de la aspersión más fina del medio sobre las raíces 

que se logra cuando el aire se usa para impulsar el medio dentro de la 

unidad de crecimiento, pues este factor hace que las raíces mantengan un 

contacto más intimo con él, mejorando los procesos de transferencia de 

masa y por ende el desarrollo de las raíces.  

 

• De observar el consumo de azúcares, para el caso de las raíces normales 

de Brugmansia candida cultivadas en Erlenmeyer, en donde se realizó 

cromatografía líquida identificando sacarosa, glucosa y fructosa, se puede 

decir que en estos cultivos, la sacarosa es hidrolizada a glucosa y fructosa, 
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y que de estos dos azúcares la glucosa es consumida preferencialmente 

por las raíces sin que llegue a agotarse durante el tiempo de estudio. 

 

• Otro factor que puede contribuir a las diferencias que se presentan en los 

dos tipos de sistemas evaluados para el cultivo de las raíces normales 

puede estar relacionado con el intercambio de gases dentro de la unidad de 

crecimiento, no solo de oxígeno, sino también de dióxido de carbono y 

etileno, que igualmente afectan el desarrollo de las raíces y la producción 

de metabolitos. Pues cuando el aire se alimenta directamente a la unidad 

de crecimiento, es posible que este desplace los demás gases presentes en 

la unidad a una velocidad mayor que cuando el aire se suministra en la 

unidad denominada reservorio. 

 

• Se establece que existen diferencias en el perfil de los alcaloides para 

clones correspondientes a raíces transformadas de B. candida, que 

provienen de plantas de la misma especie con diferente origen geográfico.  

 

• De los clones transformados obtenidos, se puede decir que aquellos que 

provienen de una planta cultivada en Argentina (Arg1, Arg2, Arg3 y Arg4), 

presentan un mayor contenido de anisodamina e hiosciamina que los 

clones obtenidos a partir de una planta cultivada en Colombia (Col1, Col3, 

Col5 y Col6). Sin embargo, los clones originados a partir de esta última, 

tienen una mayor capacidad para producir escopolamina. 

 

• Se observó por primera vez en una investigación de este tipo, trabajando en 

paralelo con raíces normales y transformadas, que la transformación 

genética de la Brugmansia candida con Agrobacterium rhizogenes, afectó 

negativamente la producción de escopolamina en las raíces de origen 

colombiano.  
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• Cuando las raíces transformadas de B. candida, crecieron en cultivo 

sumergido en biorreactor, su IC fue muy similar al obtenido cuando las 

mismas se desarrollaron en Erlenmeyer de 125 ml, concluyendo para este 

caso que el cambio de escala no afecta de manera significativa la 

producción de biomasa.  

 

• La situación observada para las raíces transformadas que crecieron en el 

biorreactor dual, permitió concluir que este sistema no era el más 

adecuado, puesto que las raíces no crecieron a la misma velocidad que 

crecían en Erlenmeyer, o, en el cultivo sumergido desarrollado en 

biorreactor. 

 

• De otro lado, el cultivo de raíces transformadas de B. candida, permite 

alcanzar velocidades mayores de generación de biomasa comparado con el 

cultivo de raíces normales, que combinadas con las potencialidades de la 

especie para la producción de alcaloides pueden convertirse en una 

herramienta clave para una producción masiva de los alcaloides del 

tropano. 

 

• Comparando con estudios previos, sobre la producción de anisodamina, se 

puede concluir que el cultivo de raíces normales y transformadas de B. 

candida en biorreactor, se presenta como una alternativa promisoria para el 

escalado de su producción al nivel industrial. 
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6. RECOMENDACIONES 

• Para mejorar el diseño empleado en el cultivo de raíces, en el sistema de 

biorreacción de dos unidades, se sugiere evaluar nuevos sistemas de 

soporte para las raíces dentro del tanque de crecimiento, que permitan 

favorecer el desarrollo de las mismas. Ofreciendo mayores superficies de 

soporte y materiales más afines a las raíces. 

 

• Así mismo se sugiere buscar técnicas alternativas para la inoculación de las 

raíces al biorreactor, pues esta etapa es determinante para evitar 

problemas asociados a la contaminación de los cultivos. Dentro de éstas, 

pueden incluirse sistemas en los cuales segmentos pequeños de raíces 

ingresen al reactor a través de un puerto localizado en la parte superior, con 

ayuda de una corriente de medio y una bomba que los impulse desde un 

recipiente de almacenamiento estéril hasta el interior del reactor. 

 

• Con el fin de realizar la producción continua de alcaloides, en el sistema de 

biorreacción de dos unidades, se sugiere evaluar nuevas condiciones para 

la aplicación de elicitores, que permitan liberar los alcaloides al medio de 

cultivo, para facilitar su extracción. En el caso del sistema de dos unidades, 

una aproximación sería operar el reactor como los sistemas RITA 

desarrollados para cultivos in vitro en donde se realizan inmersiones 

temporales de los explantes en el medio de cultivo, pues esta tipo de 

operación permitiría mejorar el contacto entre el elicitor y la masa de raíces 

en un tiempo determinado, permitiendo obtener mejores resultados.  

 

• Del mismo modo, respecto a la aplicación de elicitores se recomienda 

evaluar compuestos como el extracto de levadura, el chitosan, el ácido 
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jasmónico, entre otros, los cuales podrían incrementar la producción de 

alcaloides. 

 

• Como alternativa para incrementar la producción de escopolamina, se 

sugiere evaluar la adición de precursores al medio que fomenten la 

producción de este alcaloide de acuerdo a la ruta metabólica que conduce a 

su síntesis. 

 

• Trabajar en la obtención de clones de raíces transformadas de B. candida 

que permitan sobre-expresar las enzimas PMT y H6H de modo que se vea 

favorecida la producción de alcaloides del tropano a partir de ellas. 

 

• Profundizar en la evaluación de la potencialidad de la especie como 

productora de anisodamina, un alcaloide con aplicaciones importantes a 

nivel médico, que puede ser obtenido por cultivo de raíces de B. candida 

como se comprobó en esta investigación. 

 

• Se sugiere realizar el seguimiento del crecimiento de las raíces por medio 

del análisis de imágenes para complementar los resultados obtenidos. 

 

• Se recomienda emplear estándares internos de los alcaloides estudiados 

con el fin de determinar las pérdidas que se puedan presentar en el proceso 

de extracción y cuantificación de los mismos. 

 

• Sería importante evaluar el efecto de los cambio de temperatura sobre el 

crecimiento de las raíces y la producción de los alcaloides, pues en este 

caso es fue una variable no controlada que puede estar influenciando los 

resultados obtenidos. 
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De otro lado, para evitar que el vapor de agua se condense en los filtros de 

salida de aire, se recomienda alargar las mangueras que los unen a las 

unidades del sistema de biorreacción, de modo que el vapor de agua se 

condense antes de llegar al filtro y se evite la obstrucción del mismo. 
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TABLA DE ANEXOS 

ANEXO A. REGISTRO DE LA TEMPERATURA AMBIENTE DIURNA  

DURANTE UNO DE LOS ENSAYOS REALIZADO EN EL SISTEMA DE 

BIORREACCIÓN DE DOS UNIDADES, CASO 1. 

 

ANEXO B. CURVA DE CALIBRACIÓN PARA LA CUANTIFICACIÓN DE 

ESCOPOLAMINA POR CLAE (Método 1). 

 

 

ANEXO C. CURVA DE CALIBRACIÓN PARA LA CUANTIFICACIÓN DE  

AZÚCARES POR CLAE. 

 

 

ANEXO D. NITRÓGENO PRESENTE EN EL MEDIO PARA EL CULTIVO DE 

RAÍCES NORMALES DE B. candida. 

 

 

ANEXO E. TRANSFORMACIÓN CON Agrobacterium rhizogenes. 

 
ANECO F. CURVA DE CALIBRACIÓN PARA LA CUANTIFICACIÓN DE 

ESCOPOLAMINA, HIOSCIAMINA Y ANISODAMINA POR CLAE (Método 2). 
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ANEXO H. CALIBRACIÓN DE LAS BOMBAS USADAS PARA IMPULSAR EL 

MEDIO DE CULTIVO ENTRE LAS DOS UNIDADES DEL SISTEMA DE 

BIORREACCIÓN 

ANEXO I. EVALUACIÓN DE MALLAS DE ACERO INOXIDABLE Y PLÁSTICO 

CUANDO SON USADA COMO SOPORTE PARA EL CULTIVO DE RAÍCES 

TRANSFORMADAS DE Brugmansia candida EN ERLENMEYER 

 

ANEXO J. COMPOSICIÓN DEL MEDIO GAMBORG (B5)  

 

ANEXO K. RELACIÓN ENTRE LAS CORRELACIONAES PARA LA 

DETERMINACIÓN DE LA BIOMASA EN EL BIORREACTOR A PARTIR DE LOS 

DATOS DE CONDUCTIVIDAD Y COCENTRACIÓN DE SACAROSA Y EL 

RENDIMIENTO Yx/s 
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ANEXO A 

REGISTRO DE LA TEMPERATURA AMBIENTE DIURNA DURANTE UNO DE 

LOS ENSAYOS REALIZADO EN EL SISTEMA DE BIORREACCIÓN DE DOS 

UNIDADES, CASO 1 
Día de cultivo Temperatura (°C) 

0 25,6 

1 24,4 

2 24,8 

3 26,5 

4 24,1 

5 22,9 

6 23,6 

7 25,8 

8 23,7 

9 24,7 

11 29,0 

12 29,2 

13 28,6 

14 26,6 

15 25,2 

18 25,7 

19 26,6 
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20 26,2 

21 23,4 

 

El registro de la temperatura se realizó cada día a las 10:00 AM. 
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ANEXO B 

CURVA DE CALIBRACIÓN PARA LA CUANTIFICACIÓN DE ESCOPOLAMINA 

POR CLAE (Método 1) 

 

Con el fin de disminuir el error al momento de determinar la concentración de  

este alcaloide por CLAE,  usando la  técnica descrita en la metodología en el  

numeral 3.1.12.6, al momento de realizar cada una de las determinaciones se 

verificó la curva de calibración por medio de la inyección del patrón a una 

concentración determinada. 

 

 
Figura B1. Curva de calibración para la escopolamina. 

 

De acuerdo a estos datos, la expresión para determinar la concentración de 

escopolamina está dada por: 

 

Escopolamina (mg/ml) = 6 e-8 * Área  Ecuación B1 
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0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

0 5000000 10000000 15000000 20000000 25000000

Co
nc

en
tr

ac
ió

n 
m

g/
m

l

Área



179 
 

La correlación entre los datos experimentales y la regresión realizada es de 0,99. 

Y el tiempo de retención establecido para este alcaloides es: 4,8± 0,5 min. 

 

Para determinar cuál era la variación que se podía presentar en el resultado 

debido a la inyección repetida de las muestras, se uso un patrón y se registraron 

las áreas obtenidas luego de realizarle el análisis cromatográfico en diferentes 

momentos, los resultados se presentan en la tabla B1. 

 

Tabla B1. Áreas obtenidas para la inyección repetida de un patrón de 

escopolamina. 

 

Concentración de 

Escopolamina (mg/ml) Área 

0,507 9392856 

0,507 9249674 

0,507 9342390 

0,507 9348043 

 

De acuerdo a estos resultados se tuvo un área promedio de 933324, con una 

desviación estándar de 60111. En términos de la concentración de escopolamina, 

usando la expresión B1, podemos calcular el equivalente a la desviación, que en 

este caso corresponde a 0,004 mg/ml (diferencias inferiores al 1%). Por tanto, no 

se justificaba la inyección repetida de las muestras.  
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ANEXO C 

CURVA DE CALIBRACIÓN PARA LA CUANTIFICACIÓN DE  

AZÚCARES POR CLAE 

 

Con el fin de disminuir el error al momento de determinar la concentración de  

este alcaloide por CLAE,  usando la  técnica descrita en la metodología en el  

numeral 3.1.12.8, al momento de realizar cada una de las determinaciones se 

verificó la curva de calibración por medio de la inyección del patrón a una 

concentración determinada. En el caso de los azúcares, se establecieron curvas 

de calibración para sacarosa, glucosa y fructosa. 

 

 
Figura C1. Curva de calibración para la sacarosa. 

 

Para la sacarosa el tiempo de retención fue de 7,49± 0,2 minutos. La correlación 

entre los datos y la línea de tendencia es de 0,99. 
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Figura C2. Curva de calibración para la glucosa. 

 

Para la glucosa el tiempo de retención fue de 9,46 ± 0,9 minutos. Y la correlación 

entre los datos experimentales y la línea de tendencia es de 0,99. 

 

 
Figura C3. Curva de calibración para la fructosa. 
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Para la fructosa el tiempo de retención fue de 11,8 ± 0,04 minutos. Y la correlación 

entre los datos experimentales y la línea de tendencia es de 0,99. 

 

De acuerdo a estos datos, la expresiones para determinar la concentración de 

estos azúcares están dadas por: 

 

Sacarosa (g/l) = 2 e-5 * Área + 0,39  Ecuación C1 

Glucosa (g/l) = 2 e-5  * Área + 0,07  Ecuación C2 

Fructosa (g/l) = 1 e-5 * Área + 0,05  Ecuación C3 

 

Para determinar cuál era la variación que se podía presentar en el resultado 

debido a la inyección repetida de las muestras, se uso un patrón y se registraron 

las áreas obtenidas luego de realizarle el análisis cromatográfico en diferentes 

momentos, los resultados se presentan en la tablas C1, C2 y C3. 

 

Tabla C1. Áreas obtenidas para la inyección repetida de un patrón de sacarosa. 

Concentración de Sacarosa 

 (g/l) Área 

5 222407 

5 180294 

5 226082 

 

De acuerdo a estos resultados se tuvo un área promedio de 209594, con una 

desviación estándar de 25441. En términos de la concentración de sacarosa, 

usando la expresión C1, podemos calcular el equivalente a la desviación, que en 

este caso corresponde a 0,89 g/l (diferencias inferiores al 20%).  
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Tabla C2. Áreas obtenidas para la inyección repetida de un patrón de glucosa. 

 

Concentración de Glucosa 

 (g/l) Área 

5 313644 

5 279449 

5 324168 

 

De acuerdo a estos resultados se tuvo un área promedio de 305754, con una 

desviación estándar de 23380. En términos de la concentración de glucosa, 

usando la expresión C2, podemos calcular el equivalente a la desviación, que en 

este caso corresponde a 0,54 g/l (diferencias inferiores al 11%).  

Tabla C3. Áreas obtenidas para la inyección repetida de un patrón de fructosa. 

 

Concentración de Fructosa 

 (g/l) Área 

5 340822 

5 341301 

5 304528 

 

De acuerdo a estos resultados se tuvo un área promedio de 328884, con una 

desviación estándar de 21094. En términos de la concentración de fructosa, 

usando la expresión C3, podemos calcular el equivalente a la desviación, que en 

este caso corresponde a 0,26 g/l (diferencias inferiores al 6 %).  
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ANEXO D 

NITRÓGENO PRESENTE EN EL MEDIO PARA EL CULTIVO DE RAÍCES 

NORMALES DE B. candida 

 

Este Anexo hace referencia a la determinación de nitrógeno en el medio, que se 

realizó para uno de los cultivos de raíces normales de B. candida que se 

desarrolló en el sistema de biorreacción de dos unidades, operado de modo que la 

corriente de aire ingresara directamente en la unidad de crecimiento. 

 

Para empezar se presenta la curva de calibración correspondiente a la 

determinación desarrollada de acuerdo a la metodología descrita en el numeral 

3.1.12.8. En este caso, como el equipo está programado para hacer la 

determinación los resultados que entrega no corresponden a absorbancias, sino a 

medidas directas de la concentración de nitrógeno, por tanto la calibración 

consiste en encontrar la relación entre la concentración reportada y la real. 

 

 
Figura D1. Curva de calibración para el nitrógeno. 
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Luego, se procedió a calcular los valores para la concentración de nitrógeno a lo 

largo del cultivo. Los resultados se presentan a continuación en la figura D2. 

 

 
Figura D2. Concentración de nitrógeno para el cultivo de raíces normales de B. 

candida en el sistema de biorreacción de dos unidades. 

 

El objetivo de realizar el seguimiento a la concentración de nitrógeno estaba 

relacionado con la posibilidad de correlacionar esta variable con el crecimiento de 

la biomasa, pero dados los resultados obtenidos se descartó esa alternativa. 
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ANEXO E 

TRANSFORMACIÓN CON Agrobacterium rhizogenes 

 

El estudio de las raíces transformadas, caracterizadas por ser raíces muy finas de 

carácter piloso, conocidas como hairy roots, se inició cuando se observaron este 

tipo de características en raíces infectadas con bacterias del suelo.  

 

Dentro de las bacterias que causaban esta infección, se encuentra el 

Agrobacterium rhizogenes, una bacteria gram negativa perteneciente a la familia 

Rhizobiaceae, que se caracteriza por infectar los tejidos de las raíces, induciendo 

como respuesta de las células la producción de opinas, sustancias que luego usa 

como fuente de nutrientes.  

 

Las opinas sintetizadas por las células, pueden ser del tipo agropina, manopina o 

cucomopina, dependendiedo del tipo de cepa de la bacteria con que se de la 

infección. Sin embargo, sin importar de qué tipo de cepa se trate, un mapeo 

comparativo de las diferentes especies e hibridaciones DNA:DNA indican que 

todas las cepas conservan el “core” DNA el cual es esencial para la formación de 

las raíces transformadas. 

 

Hacia la década de los 80, se iniciaron los primeros cultivos controlados de raíces 

infectadas con Agrobacterium rhizogenes, observando que éstos eran capaces de 

crecer más rápido sin la necesidad de usar fitohormonas y permaneciendo 

estables en el tiempo. Ventajas del uso de las raíces transformadas a nivel 

industrial: estabilidad en la síntesis, reproducibilidad en los ensayos de 

producción. Además estas raíces presentaron un alto grado de estabilidad 
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cromosomal, como corresponde a tejidos en los cuales se mantiene el meristemo 

funcional.  

 

Dentro de las cepas usada recientemente en diferentes investigaciones se 

encuentran las que pertenecen al tipo Agropina, específicamente las cepas A4, 

HRI y LBA9402 (la última contiene el Ri plasmidico de la cepa 1855) 

En éstas los plásmidos Ri contienen dos secciones discretas de T- DNA: TR y TL. 

En la sección correspondiente al TR T-DNA se localizan los genes encargados de 

la biosíntesis de auxinas y opinas (presente en A. rhizogenes y A. tumefaciens).  

 

En la sección correspondiente al TL T-DNA se encuentran secuencias únicas 

correspondientes al A. rhizogenes. 

 

El TL T-DNA contiene 4 genes importantes para la generación de raíces 

transformadas el rol A, rol B, rol C y rol D (rol: root locus). Otros genes presentes 

en el TL T-DNA son el ORF13 y ORF 14, que al parecer juegan un papel 

importante como soporte para la formación y mantenimiento de las raíces 

transformadas y para el ajuste hormonal a valores óptimos. 

 

El tipo A4 fue inicialmente aislado desde cultivos de rosas en California. El T-DNA 

contiene genes para la síntesis del ácido 3 indol acético (AIA), que juegan un 

papel importante como auxina en la formación de las raíces (116). 
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Figura G1. Esquema simplificado del plásmido pRi A4. 

Para identificar si una transformación ha sido exitosa y el ADN de la bacteria a 

pasado a la célula de la planta, existen diferentes métodos, dentro de los cuales 

se encuentran, la determinación de opinas, la reacción en cada de la polimerasa 

(PCR), o la verificación de la presencia del gen de GUS. 
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ANEXO F 

CURVA DE CALIBRACIÓN PARA LA CUANTIFICACIÓN DE 

 ESCOPOLAMINA, HIOSCIAMINA Y ANISODAMINA POR CLAE (Método 2) 

 

Con el fin de disminuir el error al momento de determinar la concentración de  

este alcaloide por CLAE,  usando la  técnica descrita en la metodología en el  

numeral 3.2.3, al momento de realizar cada una de las determinaciones se realizó 

la correspondiente curva de calibración. De ese modo se tienen los resultados 

correspondientes a diferentes calibraciones que permiten observar la variación de 

la misma en el tiempo.  

 

 
 

Figura F1. Curvas de calibración realizadas para la escopolamina en diferentes 

fechas. 
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De acuerdo a estos datos, se establecieron diferentes expresiones del tipo: 

 

Escopolamina (ppm) = e * Área  Ecuación F1 
 

Donde “e”, es el valor de la pendiente para las diferentes líneas de tendencia 

obtenidas.   

 

A continuación en la tabla F1, se presentan los valores de “e”, y el de la 

correlación obtenida en cada una de las regresiones realizadas. Observándose 

que las variaciones son muy pequeñas, por lo tanto el método tiene buena 

reproducibilidad.  

 

Tabla F1. Información relativa a las líneas de tendencia obtenidas a partir de los 

datos de las calibraciones realizadas para la escopolamina. 

Fechas 
 

Tiempo 
Retención 

(min) 
e 
 

Correlación 
 

140308 8,42 0,000116 0,99 

180308 8,37 0,000109 0,99 

40708 8,61 0,000117 0,99 

100708 8,53 0,000128 0,99 

290708 8,65 0,00013 0,98 

Promedios 8,51 0,00012 0,99 

Desviación  0,12 8,80341E-06 0,01 

 

Por tanto el tiempo de retención promedio establecido para este alcaloides es: 

8,51± 0,12 min. 
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Para la anisodamina, se tienen los resultados expuestos en la figura F2. 

 
 

Figura F2. Curvas de calibración realizadas para la anisodamina en diferentes 

fechas. 

 

 

De acuerdo a estos datos, se establecieron diferentes expresiones del tipo: 

 

Anisodamina (ppm) = a * Área  Ecuación F2 
 

Donde “a”, es el valor de la pendiente para las diferentes líneas de tendencia 

obtenidas.   

 

A continuación en la tabla F2, se presentan los valores de “a”, y el de la 

correlación obtenida en cada una de las regresiones realizadas. Observándose 

que las variaciones son muy pequeñas, por lo tanto el método tiene buena 

reproducibilidad.  
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Tabla F2. Información relativa a las líneas de tendencia obtenidas a partir de los 

datos de las calibraciones realizadas para la anisodamina. 

Fechas 

 

Tiempo 
Retención 

(min) 

a 

 

Correlación 

 
140308 9,31 0,000101 0,99 

180308 9,25 0,0001 0,99 

40708 9,54 0,000094 0,99 

100708 9,43 0,000095 0,99 

290708 9,58 0,000105 0,94 

Promedios 9,42 0,000099 0,98 

Desviación  0,14 4,52769E-06 0,03 

 

Por tanto el tiempo de retención promedio establecido para este alcaloides es: 

9,42± 0,14 min. 

 

Para la hiosciamina, se tienen los resultados expuestos en la figura F3. 
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Figura F3. Curvas de calibración realizadas para la hiosciamina en diferentes 

fechas. 

 

De acuerdo a estos datos, se establecieron diferentes expresiones del tipo: 

 

Hiosciamina (ppm) = h * Área  Ecuación F3 

 

Donde “a”, es el valor de la pendiente para las diferentes líneas de tendencia 

obtenidas.   

 

A continuación en la tabla F3, se presentan los valores de “h”, y el de la 

correlación obtenida en cada una de las regresiones realizadas. Observándose 

que las variaciones son muy pequeñas, por lo tanto el método tiene buena 

reproducibilidad.  

 

Tabla F3. Información relativa a las líneas de tendencia obtenidas a partir de los 

datos de las calibraciones realizadas para la hiosciamina. 
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Fechas 
 

Tiempo 
Retención 

(min) 
a 
 

Correlación 
 

140308 13,47 0,000099 0,99 

180308 13,38 0,000104 0,99 

40708 13,84 0,000103 0,99 

100708 13,67 0,00011 0,99 

290708 13,89 0,000101 0,98 

Promedios 13,65 0,0001034 0,99 

Desviación  0,23 4,15933E-06 0,01 

 

Por tanto el tiempo de retención promedio establecido para este alcaloides es: 

13,65 ± 0,23 min. 
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 ANEXO G 

CONSUMO DE SACAROSA, GLUCOSA Y FRUCTOSA DURANTE EL 

CRECIMIENTO DE RAÍCES NORMALES DE B. Candida NORMALES EN 

ERLENMEYER 

Esta información se presenta con el fin de ilustrar como es el consumo individual 

de los azúcares, sacarosa, glucosa y fructosa, durante el desarrollo de la curva de 

crecimiento de raíces normales de Brugmansia candida en Erlenmeyer. 

En la figura G1, se observa como desde el inicio del cultivo la sacarosa no se 

presenta pura sino que viene acompañada de glucosa y fructosa. 

 

 
Figura G1. Cromatograma obtenido del medio al tiempo 0, para el cultivo de 

raíces normales de Brugmansia candida en Erlenmeyer. 

En la figura G2, se muestra como avanza la hidrólisis de la sacarosa a glucosa y 

fructosa, y como estos azúcares empiezan a ser asimilados por el cultivo. 
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Figura G2. Cromatograma obtenido del medio a 15 días de iniciado el cultivo de 

raíces normales de Brugmansia candida en Erlenmeyer. 

La figura G3, verifica la continuación de la hidrólisis de la sacarosa presente en el 

medio y el consumo de glucosa y fructosa como fuente de carbono por parte de 

las raíces. 
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Figura G3. Cromatograma obtenido del medio a 25 días de iniciado el cultivo de 

raíces normales de Brugmansia candida en Erlenmeyer. 

 

En la figura G4, se puede observar como al finalizar el cultivo, casi toda la 

sacarosa ha sido transformada en glucosa y fructosa y de este modo ha sido 

asimilada por las raíces. 

 

 
Figura G4. Cromatograma obtenido del medio a 34 días de iniciado el cultivo de 

raíces normales de Brugmansia candida en Erlenmeyer. 
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Tabla G1. Concentración en el medio de cultivo de sacarosa, glucosa y fructosa, 

para raíces de Brugmansia candida cultivadas en Erlenmeyer. 

Tiempo de 

Cultivo 

(días) 

Sacarosa* 

(g/l) 

Glucosa* 

(g/l) 

Fructosa* 

 (g/l) 

0 9,36 5,04 5,60 

12 5,55 5,59 6,44 

25 1,34 4,18 6,35 

34 - 4,52 8,15 

*Los datos corresponden a los promedios obtenidos de analizar las muestras de 

las 3 replicas evaluadas. 

 

 

Para complementar este análisis se presenta a continuación un grafico en donde 

se muestra el crecimiento de la biomasa en escala logarítmica frente a la 

concentración de cada uno de los azúcares evaluados en el medio de cultivo. Ver 

figura G4. 
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Figura H4. Crecimiento de la biomasa en contraste con la concentración de 

sacarosa, glucosa, y fructosa en el medio de cultivo, durante los 34 días 

correspondientes a la curva de crecimiento para raíces normales de B. candida. 
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ANEXO H 

CALIBRACIÓN DE LAS BOMBAS USADAS PARA IMPULSAR EL MEDIO DE 

CULTIVO ENTRE LAS DOS UNIDADES DEL SISTEMA DE BIORREACCIÓN 

La calibración de la bomba usada para conducir el medio desde la unidad 

reservorio hacia la unidad de crecimiento, se presenta en la tabla H1. 

Tabla H1. Calibración correspondiente a la bomba usada para transportar el 

medio desde la unidad reservorio hacia la unidad de crecimiento. 

Volumen Tiempo Flujo 

30 ml 1’46’’ 0,28 ml/s 

30 ml 1’27’’ 0,34 ml/s 

20 ml 1’10’’ 0,29 ml/s 

20 ml 1’08’’ 0,29 ml/s 

20 ml 1’04’’ 0,31 ml/s 

10 ml 33’’ 0,30 ml/s 

 Promedio: 0,30 ml/s 

 

Flujo promedio a la entrada al tanque de crecimiento: 0,30 ml/s. 

Para la salida del medio desde la unidad de crecimiento hacia el reservorio se 

presenta la calibración en la tabla H2. 
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Tabla H2. Calibración correspondiente a la bomba usada para transportar el 

medio desde la unidad reservorio hacia la unidad de crecimiento. 

Volumen Tiempo Flujo 

30 ml 1’11’’ 0,42 ml/s 

30 ml 1’17’’ 0,39 ml/s 

30 ml 1’19’’ 0,38 ml/s 

30 ml 1’22’’ 0,37 ml/s 

 Promedio: 0,39 ml/s 

 

Flujo promedio a la salida del tanque de crecimiento: 0,39 ml/s. 

El flujo entre las dos unidades se ajustó de este modo para evitar que el medio se 

acumulara en la unidad de crecimiento, y garantizar así su continuo       

movimiento entre las dos unidades. Aunque el flujo de salida es superior al de 

entrada y por tanto, en algunos momentos la bomba de salida succionaba aire, era 

necesario que la operación se mantuviera de este modo, para evitar como ya se 

había mencionado la acumulación de medio en la unidad de crecimiento. 
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ANEXO I 

EVALUACIÓN DE MALLAS DE ACERO INOXIDABLE Y PLÁSTICO CUANDO 

SON USADA COMO SOPORTE PARA EL CULTIVO DE RAÍCES 

TRANSFORMADAS DE Brugmansia candida EN ERLENMEYER 

 

Los resultados presentados a continuación corresponden a un ensayo único que 

se realizó cultivando raíces transformadas de Brugmansia candida (clon Arg3) en 

Erlenemyers de 125 ml, a los que se adicionaron 25 ml de medio de cultivo B5 a la 

mitad de la concentración de nutrientes, adicionado con 20 g/l de sacarosa y 1 g/l 

de ampicilina. Los cultivos se desarrollaron sobre un agitador orbital a 100 rpm, y 

se mantuvieron a 25°C con fotoperiodo de 16 horas usando lámparas 

fluorescentes de 1,8W/m2. En cada uno de los Erlenmeyer usado se evaluó la 

interacción entre una malla de un material específico sumergida dentro del medio 

y las raíces transformadas que allí se desarrollaban.  
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Tabla I1. Alcaloides extraídos de las raíces transformadas de Brugmansia candida 

(clonr Arg3) que crecieron en Erlenmeyer y que se mantuvieron en contacto con 

segmentos de mallas de acero inoxidable y plástico. 
Alcaloides extraídos desde las raíces transformadas de B. candida 

(clon Arg3) 

Muestra 
Escopolamina 
mg /g raíz PF 

Anisodamina 
mg /g raíz PF 

Hiosciamina 
mg H /g raíz PF 

BC3NM 0,1259 0,8341 0,7755 

BC3AI 0,1272 0,3879 0,3474 

BC3MP 0,1236 0,9453 0,6289 

Alcaloides extraídos desde el medio en el que se cultivaron las raíces 
transformadas de B. candida (clon Arg3) 

 Muestra 
Escopolamina 
mg /g raíz PF 

Anisodamina 
mg /g raíz PF 

Hiosciamina 
mg H /g raíz PF 

MBC3NM 0,0009 0,0021 0,0016 

MBC3AI 0,0008 0,0012 0,0015 

MBC3MP 0,0009 0,0012 0,0013 

 

BC3NM: Corresponde a los resultados obtenidos en el Erlenmeyer en donde el 

clon se cultivo sin la presencia de una malla. 

BC3AI: Corresponde a los resultados obtenidos en el Erlenmeyer en donde el clon 

se cultivo en contacto con un segmento de 2x2 cm de una malla de acero 

inoxidable 316 con un tamaño de poro de 2x2 mm. 

BC3MP: Corresponde a los resultados obtenidos en el Erlenmeyer en donde el 

clon se cultivo en contacto con un segmento de 2x2 cm de una malla de plástico 

con un tamaño de poro de 2x2 mm. 

 

De analizar estos resultados se infiere que es mejor emplear para los sistemas de 

soporte usados en los cultivos, mallas de plástico, pues al parecer las mallas de 

acero inoxidable alteran la producción de los alcaloides estudiados, observándose 
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específicamente una disminución en la concentración de anisodamina e 

hiosciamina.  

 

Sin embargo como se realizó solo un ensayo a este respecto, se recomienda para 

investigaciones futuras evaluara con mayor detalle este aspecto, para determinar 

con precisión cuál es el efecto del material del soporte sobre el crecimiento de las 

raíces y la producción de metabolitos secundarios. 

 

 
Figura I1. Evaluación del cultivo de raíces transformadas de Brugmansia candida 

(clon Arg3) en Erlenmeyer en contacto con segmentos de malla de acero 

inoxidable y plástico. 
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ANEXO J 

COMPOSICIÓN DEL MEDIO GAMBORB (B5) 

 

Este medio se prepara partiendo de soluciones Stock que son almacenadas en 

nevera para garantizar su conservación. Los volúmenes adicionados de cada uno 

de los Stocks dependen de la concentración a la que ha sido preparado cada uno 

de ellos.  

Tabla J1. Medio de cultivo Gamborg (B5).  
 

Stock 
 

Compuesto 
 

Concentración final 

mg/l 

A (NH4)2SO4 134 

B KNO3 2500 

C CaCl2.2H2O 150 

D NaH2PO4.2H2O 150 

E Na2Mo4.2H2O 

H3BO3 

CoCl2.6H2O 

KI 

0.25 

3 

0.025 

0.75 

F MgSO4.7H2O 

MnSO4.4H2O 

ZnSO4.7H2O 

CuSO4.5H2O 

250 

13.2 

2 

0.025 

G Na2EDTA 

FeSO4 

37.3 

27.8 

H Tiamina 

Ácido Nicotínico 

Piridoxina 

10 

1 

1 

I Mio-inositol 100 
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ANEXO K 

RELACIÓN ENTRE LAS CORRELACIONAES PARA LA DETERMINACIÓN DE 

LA BIOMASA EN EL BIORREACTOR A PARTIR DE LOS DATOS DE 

CONDUCTIVIDAD Y COCENTRACIÓN DE SACAROSA Y EL RENDIMIENTO Yx/s 

 

Haciendo una demostración simple, es claro que el rendimiento biomasa- sustrato 

(Yx/s), es el punto de partida para las correlaciones que se usaron entre la biomasa 

y la concentración de sacarosa y entre la biomasa y la conductividad (que no es 

otra cosa que una medida de la concentración de sales en el medio de cultivo, 

también son un sustrato para las raíces generadas). 

 

Para el caso de los azúcares por ejemplo, la definición de Yx/s es: 

 

 

𝑌𝑌𝑥𝑥/𝑠𝑠 = 𝑥𝑥−𝑥𝑥𝑜𝑜
𝑠𝑠𝑜𝑜−𝑠𝑠

  Ecuación F1 

Donde: 

X: biomasa 

S: Concentración de azúcar 

 

E integrando en esta ecuación la definición de IC: 

 

𝐼𝐼𝐼𝐼 = 𝑥𝑥−𝑥𝑥𝑜𝑜
𝑥𝑥𝑜𝑜

  Ecuación F2. 

 

Se tiene que: 

𝐼𝐼𝐼𝐼 = 𝑎𝑎𝑌𝑌𝑥𝑥/𝑠𝑠 − 𝑎𝑎 𝑌𝑌𝑥𝑥
𝑠𝑠
� 𝑠𝑠
𝑠𝑠𝑜𝑜
�  Ecuación F3. 
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Donde “a” es una constante dada por la relación entre las cantidades iníciales de 

biomasa y sustrato (a= So/Xo). 

 

Por este motivo en las ecuaciones 5 y 7, se observa una similitud entre el valor del 

intercepto y el valor de la pendiente obtenidos. Y la razón para que no sean 

iguales como indica la ecuación E3, es que en nuestro caso la variable de 

respuesta no fue (S/So), sino el porcentaje de conductividad inicial, es decir (S/So) 

multiplicado por 100. 

 

Lo mismo sucede para el caso en el cual se analizan los datos correspondientes a 

la relación entre la conductividad y la biomasa. 

 

Es de aclarar que estas correlaciones parten de considerar el Yx/S, constante 

durante el periodo de cultivo. 
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