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Mass Production of Shikimic Acid (Raw Material for Tamiflu) from Plant 
Cell Culture 

Abstract 

Shikimic acid (tri hydroxyl-1-cyclohexene-carboxylic acid) is the key intermediate for 

production of Oseltamivir phosphate (Tamiflu), which is potentially used to treat the diseases 

caused by entire influenza family, especially pandemic diseases like “Bird flu” and “Swine 

flu”. The main source of Shikimic acid is the matured pods of Chinese plant Star Anise (Illicium 

verum L.). However, its limited availability, low content, and high cost requires exploration of 

alternate protocols of production to meet the huge demand of Shikimic acid for Tamiflu 

production. The distinct ability of several indigenous plants e.g., Arucaria excelsa, Pinus 

roxberghii, Pinanga dicksonii, Agathis borneensis, Calophyllum apetellum, Agele marmelos, 

and Melia azedarach, etc. to produce Shikimic acid has been recently reported in the literature. 

However, it has been realized that the extraction of Shikimic acid from natural plant will not 

be able to cater to the huge demands of society. It was therefore, necessary to develop invitro 

mass cultivation protocols of specific cells containing high amount of Shikimic acid in the 

bioreactor & recover Shikimic acid from the growing cells to enhance the production & 

availability of Shikimic acid.  

With above objectives in mind, induction of callus of Agathis borneensis was initiated in the 

medium (containing WPM 2.4g/L+ sucrose 30g/L+ NAA 1.5mg/L+BAP 1.25mg/L+ charcoal 

0.2g/L+ agar 0.75%), and thereafter, the propagation of cell suspension culture in the shake 

flasks were established. The friability of callus of A. borneensis was increased by addition of 

10%v/v coconut water while eliminating BAP in the callus induction media. This resulted in 

increase in the homogeneity of the suspension culture, which led to enhanced production of 

biomass (11.2g/L) and high Shikimic acid accumulation (of 240.38mg/L). Shake flask 

cultivation studies on growth & Shikimic acid production from Agathis cells under statistically 
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optimized concentrations of medium components (sucrose 33.61g/L, (NO3
-/NH4

+) (40:20) 

4.33g/L, KH2PO4 0.09g/L, CaCl2.2H2O 0.56g/L, WPM 2.4g/L+ NAA 1.5mg/L+ BAP 

0.25mg/L and charcoal 0.2g/L) & environmental conditions (pH 5.8; temperature 25°C; 16/8 

h light/dark regime; 100 rpm) resulted in increased biomass growth (13.8±1.1g/L) and 

Shikimic acid content (of 339.505±43.60mg/L). The Shikimic acid yield was further increased 

by the combined addition of statistically optimized concentrations of selected elicitors (Casein 

acid hydrolysate, CAH-0.80g/L), vitamin (Pyridoxine HCl, PHCL-8.85mg/L), and growth 

factor (Gibberellic acid, GA3-0.80mg/L) into nutrient medium which resulted in enhanced 

accumulation of biomass (13.8g/L) and Shikimic acid (487.22mg/L). 

The batch cultivation of A. borneensis was performed in the (3L) stirred tank bioreactor using 

statistically optimized medium recipe (WPM 2.4g/L, sucrose 33.61g/L, (NO3
-/NH4

+) (40:20)  

4.33g/L, KH2PO4 0.09g/L, CaCl2.2H2O 0.56 g/L, NAA 1.5mg/L, BAP 0.25mg/L, Charcoal 0.2 

mg/L, CAH 0.8g/L, GA3 0.8mg/L, and PHCl 8.85mg/L) & optimal cultivation conditions (pH 

5.8; temperature 25°C; 16/8 h light/dark regime; 100 rpm; aeration rate 0.2vvm), to establish 

the kinetics of batch growth and shikimic acid production, which resulted in highest biomass 

of 14.4g/L and Shikimic acid accumulation of 706.54mg/L after four days of cultivation. 

The possible inhibition of major nutrients, Sucrose (S1) and Nitrate (S2) on the growth of Agathis 

cells were examined during shake flask cultivation, wherein the maximum inhibitory 

concentrations (Sm) with respect to Sucrose & Nitrate were identified as 100g/L & 16.5g/L. The 

batch growth kinetics of A. borneensis along with independently acquired substrate inhibition 

data was used to propose and identify the mathematical model. The batch model was, thereafter, 

extrapolated to fed-batch cultivation conditions by addition of dilution terms and was used to 

identify nutrient feeding strategy for enhanced biomass and Shikimic acid accumulation. It was 

observed that feeding of sucrose at concentration of 100g/L & rate 0.015mL/min during 4th day 
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to 7th day led to enhanced biomass (1.06 times) and Shikimic acid (1.14 times) concentrations 

respectively. 

Scale-up of Shikimic acid production of 3L to 100L bioreactor cultivation was attempted in 

two steps (3L to 15L) and (15L to 100L) by maintaining identical geometrical and dynamic 

similarities of the two scales of bioreactor cultivation. The scale-up of batch cultivation of 

Agathis cells was attempted from 3L to 15L bioreactor using impeller tip velocity as scale-up 

criteria using statistically optimized media. The reactor operating conditions (agitation speed 

of 58 rpm and volumetric gas flow rate of 0.2vvm) corresponding to parametric indices 

similarity test of scale-up criteria (under Π-test) were chosen for operation of 15L bioreactor 

which upon experimental implementation resulted in relatively identical values of biomass and 

Shikimic acid concentrations in both 3L and 15L bioreactors (14.4g/L in 3L vs 13.94g/L in 

15L), (706.54mg/L in 3L vs 665.58mg/L in 15L). 

The scale-up of the batch cultivation of Agathis cells was, thereafter, attempted from 15L to 

100L bioreactor using constant Reynolds number as the scale-up criteria using statistically 

optimized medium. The reactor operating conditions of 100-liter bioreactor (agitation speed of 

58 rpm and volumetric gas flow rate of 0.2vvm) were identified by extensive scale-up 

calculations using same Reynold number (NRe) criteria for the two bioreactor (15 & 100 liter) 

cultivations, which upon experimental implementation in 100L bioreactor, resulted in almost 

similar values of biomass (13.94±0.18g/L in 15L vs 13.93±1.03g/L in 100L) & Shikimic acid 

concentrations (665.58±8.74mg/L in 15L vs 658.89±4.8mg/L in 100L). It is believed that the 

developed optimized production protocol for mass production of Shikimic acid would 

supplement the Shikimic acid availability for production of Tamiflu in society. 
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प्लांट सेल कल्चर से शिशिशिि एशसड (टैिीफू्ल िे शलए िच्चा िाल) िा बडे 

पैिाने पर उत्पादन 

साराांि 

शिशिशिि एशिड (शि हाइडर ोक्सिल-1-िाइक्लोहेिीन-िार्बोक्सिशलि एशिड) ओिेल्टाशिशिर फॉसे्फट 

(टैिीफू्ल) िे उत्पादन िे शलए िहत्वपूर्ण िध्यिर्ती है, शिििा उपयोग िंभाशिर्त रूप िे पूरे इंफू्लएंिा 

पररिार, शििेष रूप िे िहािारी रोगो ंिैिे "र्बडण फू्ल" और "स्वाइन फू्ल" िे िारर् होने िाली र्बीिाररयो ं

िे इलाि िे शलए शिया िार्ता है। शिशिशिि एशिड िा िुख्य स्रोर्त चीनी िंयंि स्टार एनीज़ (इशलशियि 

िेरि एल) िी पररपक्व फली है। हालांशि, इििी िीशिर्त उपलब्धर्ता, िि िािग्री और उच्च लागर्त िे 

िारर् टैिीफू्ल उत्पादन िे शलए शिशिशिि एशिड िी भारी िांग िो पूरा िरने हेरु्त उत्पादन िे 

िैिक्सिि प्रोटोिॉल िी खोि िी आिश्यिर्ता होर्ती है। िई स्वदेिी पौधो ंिैिे,  अरुिाररया एिेलिा, 

शपनि रॉिर्बगी, शपनांगा शडििोनी, अगाथेि र्बोनेक्सिि, िैलोशफलि एपेटेलि, एिेल िािेलोि,और  

िेशलया अजे़दराच, आशद िी शिशिष्ट क्षिर्ता हाल ही िें िाशहत्य िें िूशचर्त शिया गया है । हालांशि, यह 

िहिूि शिया गया है शि प्रािृशर्ति पौधे िे शिशिशिि एशिड शनिालने िे ििाि िी भारी िांगो ंिो पूरा 

नही ं शिया िा ििेगा । इिशलए, र्बायोररएक्टर िें उच्च िािा िें शिशिशिि एशिड युक्त शिशिष्ट 

िोशििाओ ं िे इनशिटर ो बड़े पैमाऩे पर खेर्ती प्रोटोिॉल शििशिर्त िरना और शिशिशिि एशिड िे 

उत्पादन और उपलब्धर्ता िो र्बढाने िे शलए र्बढर्ती िोशििाओ ंिे शिशिशिि एशिड िो पुनप्राणप्त िरना 

आिश्यि था ।  

िन िें उपरोक्त उदे्दश्यो ंिे िाथ, अगाथेि र्बोनेंशिि  िे िॉलि िो िाध्यि (WPM 2.4 g/L+ िुक्रोि 

30g/L+ NAA 1.5 mg/L + BAP 1.25 mg/L+ चारिोल 0.2 g/L+ अगार 0.75%) िें  िाशिल िरने िी 

िुरुआर्त िी गई थी। िेि फ्लास्क िें िेल िस्पेंिन िल्चर िा प्रचार-प्रिार स्थाशपर्त शिया गया था। 

िॉलि इंडक्शन िीशडया िें BAP िो खत्म िररे्त हुए 10% v/v नाररयल पानी डालऩे स्वरूप अगाथेि 

र्बोनेक्सिि िे िैलि िी शिशर्बशलटी र्बढा दी गई थी । इििे पररर्ािस्वरूप िस्पेंिन िल्चर िी 
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एिरूपर्ता िें िृक्सि हुई, शिििे िारर् र्बायोिाि (11.2g/L) और शिशिशिि एशिड िंचय (240.38mg/L) 

िा  उत्पादन र्बढा। िध्यि घटिो ंिी िांक्सख्यिीय अनुिूशलर्त िांद्रर्ता िे र्तहर्त अगाथेि  िोशििाओ ंिे 

शििाि और शिशिशिि एशिड उत्पादन पर िेि फ्लास्क खेर्ती अध्ययन  (िुक्रोि 33.61g/L, (NO3-

/NH4+) (40:20) 4.33g/L, KH2PO4 0.09g/L, CaCl2.2H2O 0.56g/L, WPM 2.4g/L+ NAA 

1.5mg/L+ BAP 0.25mg/L और चारिोल 0.2g/L) और पयाणिरर्ीय क्सस्थशर्तयो ं(पीएच 5.8; र्तापिान 25 

शडग्री िेक्सियि; 16/8 h प्रिाि / अंधेरा; 100 आरपीएि) िे पररर्ािस्वरूप र्बायोिाि िृक्सि 

(13.8±1.1g/L)  और शिशिशिि एशिड िंचय  (339.505±43.60mg/L) िें िृक्सि हुई।  शिशिशिि एशिड 

िी उपि िो र्बढाने िे शलए चयशनर्त एशलशिटर (िेशिन एशिड हाइडर ोशलटेरेट, CAH-0.80g/L), शिटाशिन 

(पाइररडोक्सिन HCl, PHCL-8.85mg/L), और शििाि िारि (शगर्बरेशलि एशिड, GA3-0.80mg/L) िा 

उपयोग पोषि र्तत्व िाध्यि िें शिया गया था शिििे पररर्ािस्वरूप र्बायोिाि (13.8g/L) और 

शिशिशिि एशिड (487.22mg/L) िा िंचय र्बढा। 

अगाथेि र्बोनेंशिि  िे रै्बच िी खेर्ती (3L) उभारा टैंक र्बायोररएक्टर (STR) िें िांक्सख्यिीय अनुिूशलर्त 

मीडडया नुस्खा िा उपयोग िर (WPM 2.4g/L, िुक्रोि 33.61g/L, (NO3-/NH4+) (40:20) 4.33g/L, 

KH2PO4  0.09g/L, CaCl2.2H2O0.56 g/L, NAA 1.5mg/L, BAP 0.25mg/L, चारिोल 0.2mg/L, 

CAH 0.8g/L, GA3 0.8mg/L,  और PHCl 8.85 mg/L) और इष्टर्ति खेर्ती िी क्सस्थशर्त (पीएच 5.8; र्तापिान 

25 शडग्री िेक्सियि; 16/8 h प्रिाि/ अंधेरा; 100 आरपीएि; िार्तारर् दर 0.2vvm), िें रै्बच शििाि और 

शिशिशिि एशिड उत्पादन िी गशर्ति स्थाशपर्त िरने िे शलए शिया गया था, शिििे पररर्ािस्वरूप खेर्ती 

िे चार शदनो ंिे र्बाद 14.4 g/L र्बायोिाि और शिशिशिि एशिड 706.54mg/L  िा उच्चर्ति िंचय  हुआ। 

िेि फ्लास्क खेर्ती िे दौरान अगाथेि  िोशििाओ ंिे शििाि पर प्रिुख पोषि र्तत्वो,ं िुक्रोि (एि1) और 

नाइटर ेट (एि2) िे िंभाशिर्त अिरोध िी िांच िी गई, शिििें िुक्रोि और नाइटर ेट िे िंरं्बध िें अशधिर्ति 

शनरोधात्मि िांद्रर्ता (एिएि) िी पहचान 100g/L और 16.5g/L िे रूप िें िी गई । अगाथेि र्बोनेंशिि  िे 

रै्बच शििाि िाइनेशटि िे िाथ-िाथ स्वरं्ति रूप िे अशधग्रहीर्त िब्सटर ेट अिरोध डेटा िा उपयोग 
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गशर्र्तीय िॉडल िा प्रस्ताि और पहचान िरने िे शलए शिया गया था। इििे र्बाद रै्बच िॉडल िो िििोर 

पड़ने िी िर्तों िो िोड़िर फेड-रै्बच खेर्ती िी क्सस्थशर्त िें एिपेररिेंट शिया गया और इििा इसे्तिाल 

र्बायोिाि और शिशिशिि एशिड िंचय िृक्सि िरने िे शलए पोषि र्तत्वो ंिो क्सखलाने िी रर्नीशर्त िी 

पहचान िरने िे शलए शिया गया । यह देखा गया शि 4 शदन िे 7 शदन िे दौरान 100 g/L और दर 

0.015mL/min िी िांद्रर्ता पर िुक्रोि  िो  क्सखलाने िे र्बायोिाि (1.06 गुना) और शिशिशिि एशिड (1.14 

गुना) िांद्रर्ता िें िृक्सि हुई। 

र्बायोररएक्टर खेर्ती िे दो पैिानो ंिी ििान ज्याशिर्तीय और गशर्तिील ििानर्ताओ ंिो र्बनाए रखरे्त हुए 3L 

िे 100L र्बायोररएक्टर खेर्ती िे शिशिशिि एशिड उत्पादन िो दो चरर्ो ं (3L िे 15L) और (15L िे 

100L) िें प्रयाि शिया गया था। अगाथेि  िोशििाओ ंिे रै्बच िी खेर्ती िे पैिाने िो िांक्सख्यिीय रूप 

िे अनुिूशलर्त िीशडया िा उपयोग िरिे से्कल-अप िापदंड िे रूप िें इमे्पलर शटप िेग िा उपयोग 

िरिे 3L िे 15L र्बायोररएक्टर र्ति िा प्रयाि शिया गया था। ररएक्टर ऑपरेशटंग क्सस्थशर्तयां (58 आरपीएि 

िी आंदोलन गशर्त और 0.2vvm िी िॉलू्यिेशटर ि गैि प्रिाह दर) से्कल-अप िानदंडो ं िे पैरािेशटर ि 

िूचिांि ििानर्ता परीक्षर् िे अनुरूप (इमे्पलर शटप िेग ट़ेस्ट)  िो 15L र्बायोररएक्टर िे िंचालन िे 

शलए चुना गया था िो प्रायोशगि िायाणन्वयन िे पररर्ािस्वरूप 3L और 15L र्बायोररएक्टर िें  ििान िूल्य 

र्बायोिाि (3L िें 14.4g/L, 15L िें 13.94g/L) और शिशिशिि एशिड िांद्रर्ता िे अपेक्षािृर्त ििान िूल्य 

(15L िें 665.58mg/L,  3L िें  706.54mg/L) प्राप्त शिया गया था।  

इििे र्बाद अगाथेि  िोशििाओ ंिे रै्बच िी खेर्ती िा पैिाना 15L िे 100L र्बायोररएक्टर र्ति िा प्रयाि 

शिया गया, िो िांक्सख्यिीय रूप िे अनुिूशलर्त िाध्यि िा उपयोग िरिे से्कल-अप िानदंड िे रूप िें 

लगार्तार रेनॉल््डि िंख्या िा उपयोग िरिे शिया गया था। 100 लीटर र्बायोररएक्टर (58 आरपीएि िी 

आंदोलन गशर्त और 0.2vvm िी िॉलू्यिेशटर ि गैि प्रिाह दर) िी ररएक्टर पररचालन क्सस्थशर्तयो ंिी पहचान 

दो र्बायोररएक्टर (15 और 100 लीटर) खेर्ती िे शलए एि ही रेनॉल्ड नंर्बर (एनआरई) िानदंडो ंिा उपयोग 

िरिे व्यापि पैिाने पर गर्ना द्वारा िी गई थी, िो 100L र्बायोररएक्टर िें प्रायोशगि िायाणन्वयन पर 
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र्बायोिाि िे लगभग ििान िूल्यो ंिे पररर्ािस्वरूप (13.94±0.18g/L 15L, 13.93±1.03g/L 100L िें)  

और  शिशिशिि एशिड िांद्रर्ता (665.58±8.74mg/L 15L, 658.89±4.8mg/L 100L िें) । यह िाना 

िार्ता है शि शिशिशिि एशिड िे र्बडे़ पैिाने पर उत्पादन िे शलए शििशिर्त अनुिूशलर्त उत्पादन प्रोटोिॉल 

ििाि िें टैिीफू्ल िे उत्पादन िे शलए शिशिशिि एशिड उपलब्धर्ता िा पूरि होगा। 
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