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Mass scale production of shikimic acid from different biological sources 

ABSTRACT 

Shikimic acid (SA) is a raw material for chemical synthesis of drug Oseltamivir 

commercially known as Tamiflu, the only drug effective against influenza pandemics like 

“Swine flu” and “Bird flu”. It also prevents the spread of H5N1 and Influenza A virus. 

Besides its application in the production of antiviral drugs, shikimic acid is also used in 

chemotherapy and hormone replacement therapy.  SA is potentially used as herbicide and 

antibacterial agent. The demand of shikimic acid is growing day by day in the pharmaceutical 

industries and its market value has risen to $1000 /kg during pandemic situations, yet the 

supply of SA is inadequate to meet the growing demand of world market. Currently SA is 

recovered from the seeds of Chinese plant Star Anise using a complex extraction procedure. 

SA accumulation has been also reported in other Chinese plant species but their low content 

and restricted availability are the major limitations for their use as raw material for 

commercial SA production. Hence, there is an urgent need for the identification of alternate 

sources and/or development of production protocols for mass scale SA production which was 

the major motivation of the present study. Several alternate production routes have been 

explored in the recent past to supplement shikimic acid production e.g., microbial 

fermentation of genetically recombinant bacteria and enzymatic synthesis SA. But above 

production protocols are not suitable for large scale production of SA due to different reasons 

as indicated below. Fermentation by genetically modified organisms requires specific 

aromatic amino acids in the cultivation medium which are costly and their worldwide 

availability is less than there requirement for SA production. Besides, most of the microbes 

studied for production of SA are gram negative in nature having lipo-polysaccharides 

(endotoxins) in their cell membrane and so are not Generally Recognized As Safe (GRAS) 

for pharmaceutical use. Similarly, the enzymatic synthesis procedures require expensive 
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reagents, besides these production protocols are not easily scalable, with the result these 

production strategies are not considered as appropriate for commercial SA production.  

In present study in-vitro plant cell cultivation technology was developed which can be 

regarded as a safe, scalable and efficient protocol for mass scale shikimic acid production.  

Two, literature reported Indian plants Agathis borneensis and Melia azedarach were selected 

for development of the sustainable production of shikimic acid.  A. borneensis is already 

listed as endangered species as it belong to Gymnosperm group of plant and was reported to 

contain highest concentration of shikimic acid among all the Indian plant species studied so 

far. A. borneensis tree, generally, grows in association with fungal culture and due to this 

reason callus induction & the cell cultivation was difficult for this plant species. Also no 

reports were available for either callus induction or mass scale cell cultivation for this plant 

species.  

The callus & suspension culture of A. borneensis were established and mass propagation was 

attempted in the bioreactor for the first time.  

 

For this purpose the protocols for surface sterilization, callus induction and suspension 

culture initiation were standardized in the present study. The batch production kinetics 

studies of A. borneensis was examined in shake flask, 3L stirred tank bioreactor (STR) and 

even 3L air lift reactor (ALR). The cell suspension cultivation in shake flask with appropriate 

sucrose concentration and cultivation conditions resulted in reasonably high shikimic acid 

accumulation (8 % w/w on dry weight basis) 32% higher than the natural plant source. 

However the plant cells were observed to be very shear sensitive and therefore the biomass 

accumulation decreased by 12% and 22% while attempting the cell cultivation in STR and 

ALR respectively. The loss in cell viability of 60% and 57% resulted in reduction of SA 

production by 35 % and 40 % during cultivation in STR and ALR respectively. The cell 
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culture turned brown due to release of intracellular phenolic compounds which inhibited its 

growth in the bioreactors. The cell aggregates formed during shake flask cultivation 

significantly affected the development of homogenous suspension culture and eventually less 

shikimic acid accumulation. Due to above limitations A. borneensis cell suspension could not 

be used for in depth cultivation & optimization studies. 

Melia azedarach leaves explants were collected from a local tree (IIT Delhi campus) and 

subjected for callus induction trials. The successful callus induction was followed by 

initiation of homogenous shake flask cell suspension culture. The medium components and 

shake flask cultivation conditions were, thereafter, statistically optimized for the enhanced 

production of biomass & shikimic acid. Batch cultivation of M. azedarach in the 3L STR 

with optimized cultivation conditions resulted in (465 mg/L) 4 folds increase in SA 

accumulation than the leaves of natural plants (120.6 mg/L).  

The batch kinetics of M. azedarach along with its substrate inhibition data with respect to 

specific growth rate was used to develop a mathematical model. The model was then 

extrapolated to simulate different nutrient feeding strategies for higher biomass and shikimic 

acid accumulation during fed-batch cultivation conditions. Selected model based nutrient 

feeding strategies for fed-batch cultivation were thereafter successfully implemented 

experimentally wherein 15 folds increase  in SA was observed than the natural plant whereas 

in continuous cultivation with cell retention an 18 folds increase in SA than the natural plant 

was achieved by M. azedarach cells. To further improve the shikimic acid content 

“Integrated fed batch cultivation (with maintenance of pseudo steady state with respect to 

sucrose @ 23.5 g/L) and thereafter continuous cultivation @ Dilution rate 0.09 L/day) with in 

situ cell retention using spin filter (10 micron pore size)” was simulated by model and 

experimentally implemented. During this cultivation study, the biomass growth & shikimic 

acid accumulations were 80.6 g/L DCW & 8640 mg/L respectively (34 folds higher SA than 
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natural plant) on 26th day of cultivation. However, the cell suspension turned very viscous at 

such high cell density and it was difficult to maintain the dissolved oxygen (at 30% saturation 

value) which eventually led to a decrease in the shikimic acid (8640 mg/L) content after 26th 

day of cultivation as opposed to the model predicted SA accumulation of 9400 mg/L on 28th 

day of cultivation.  

 To address the oxygen limitation problem, the cell suspension of M. azedarach was   

successfully cultivated in different bioreactor configurations and it was observed that 3L 

Centrifugal Impeller Bioreactor (CIB) was most suitable configuration for the large scale 

cultivation of cells of M. azedarach which enhanced the biomass production and SA 

accumulation by 20% and 150% respectively than the shake flask cultivation. The 

Volumetric oxygen transfer coefficient (KLa value) of CIB (5.6 h-1) was almost double than 

that of STB (2.6 h-1). Which ensured the oxygen availability to growing cells at higher cell 

density? Mixing time of centrifugal impeller was also less (4.9 sec) than that of stirred tank 

bioreactor (5.3 sec). Shorter mixing time may have enhanced the growth of high density cell 

suspension by improving oxygen transfer capacity and reducing the dead zone formation 

thereby leading to biomass and SA concentrations of 17.4±1.3 g/L DCW and 1150±21 mg/L 

respectively. 

 

 

 

 



सार 

शिमीशमक एशिड दवा के ओशिल्टामवीर के रािायशिक िंशे्लषण के शिए एक कच्चा माि है शििे 

वाशणज्यिक तौर पर टैशमफु्ल के िाम िे िािा िाता है। टैशमफू्ल "िूअर फू्ल" और "बडड  फू्ल" िैिे इन्फ्फू्लएंिा 

महामारी के ज्यििाफ एकमात्र दवा है। यह एच 5 एि 1 और इन्फ्फु्लएंिा ए वायरि के प्रिार को भी रोकता 

है। एंटीवायरि डर ग्स के उत्पादि के अिावा िमीशमक एशिड कामोथेरेपी और हामोि ररपे्लिमेंट थेरेपी में 

भी प्रयोग शकया िाता है। शिमीशमक एशिड को िंभाशवत रूप िे िडी-बूशटयो ंऔर िीवाणुरोधी एिेंट के 

रूप में प्रयोग शकया िाता है। फामाडसु्यशटकि उद्योगो ंमें शदि-दर-शदि शिमीशमक एशिड की मांग बढ़ रही 

है और महामारी की ज्यथथशतयो ंमें इिकी बािार मूल्य बढ़कर 1000 डॉिर / शकग्रा हो गई है। िेशकि िीशिक 

एशिड की आपूशतड शवश्व बािार की बढ़ती मांग को पूरा करिे के शिए अपयाडप्त है। वतडमाि में चाइकीशमक 

एशिड एक िशटि प्रशिया के िाथ चीिी िंयंत्र स्टार अिीि के बीि िे शिकािा िाता है। िैशमशमक एशिड 

िंचय कुछ अन्य पौधो ंकी प्रिाशतयो ंमें भी दिड शकया गया है िेशकि िामग्री कम होिे की िूचिा है और 

पौधो ंकी उपिब्धता केवि कुछ भौगोशिक के्षत्रो ंतक ही िीशमत है। बडे पैमािे पर िकीशमक एशिड 

उत्पादि के शिए वैकज्यिक मागों के शवकाि की एक िरूरी आवश्यकता है। हाि के शदिो ंमें कई 

वैकज्यिक उत्पादि मागों का पता िगाया गया है ताशक उच्च शिमीशमक एशिड उत्पादि में वृज्यि हो िके। 

िैशवक रूप िे पुिः िंयोिक बैक्टीररया के माइिोशबयि शकण्वि और शिमीशमक एशिड के एंिाइमैशटक 

िंशे्लषण िेशकि ऊपर बताए गए शवशभन्न कारणो ंके कारण उत्पादि प्रोटोकॉि ऊपर शिमीशमक एशिड 

के बडे पैमािे पर उत्पादि के शिए उपयुक्त िही ंहैं। िूक्ष्मिीव शकण्वि की िेती के माध्यम िे िुगंशधत 

अमीिो एशिड की आवश्यकता होती है िो उत्पादि की िागत को बढ़ाती है। इिके अिावा शिमीशमक 

एशिड के उत्पादि के शिए अध्ययि शकए िािे वािे अशधकांि रोगाणुओ ंकी प्रकृशत में ग्राम िकारात्मक है 

िो उिके िेि शिल्ली पर एंडोटोज्यिि है और इिशिए दवा के इसे्तमाि के शिए िुरशक्षत िही ंमािा िाता 

है। इिी तरह एंिाइशमक िंशे्लषण प्रशिया में महंगा अशभकमडको ंकी आवश्यकता होती है और शिकीशमक 

एशिड के आशथडक वाशणज्यिक उत्पादि के शिए िमस्याएं होती हैं। 

इिशिए वतडमाि अध्ययि में पौधे िेि िेती प्रौद्योशगकी शवकशित की गई थी शििे बडे पैमािे पर िकीशमक 

एशिड उत्पादि के शिए एक िुरशक्षत और कुिि प्रोटोकॉि मािा िा िकता है। दो िाशहत्य भारतीय पौधो ं

की ररपोटड करते हैं, अगाथाश ि बोिेिेज्यिि और मेशिया अजेदारच का चयि बडे पैमािे पर िकीशमक 

एशिड उत्पादि के शिए पौधे िेि की िेती प्रौद्योशगकी के शवकाि के शिए शकया गया था। ए िन्मदाररयो ं

को पहिे िे ही िुप्तप्राय प्रिाशतयो ंके रूप में िूचीबि शकया गया है और यह पौधो ंके शिमिस्पमड िमूह िे 

िंबंशधत है और िभी भारतीय पौधो ंकी प्रिाशतयो ंमें अब तक िैइशमश क एशिड के उच्च घित्व िाशमि 



होिे की िबर है। ए उत्पशि के पेड आम तौर पर कवक िंसृ्कशत के िाथ बढे़ और इि विह िे िेि की 

िेती इि पौधे की प्रिाशतयो ंके शिए मुज्यिि थी। इि पौधे की प्रिाशतयो ंके शिए कॉिि पे्ररण और बडे 

पैमािे पर िेि की िेती के शिए कोई ररपोटड उपिब्ध िही ंहैं। शििंबि की िंसृ्कशत िुरू की गई थी और 

पहिी बार बायोररएक्टर स्तर में बडे पैमािे पर प्रचार शकया गया था। इि प्रयोिि के शिए वतडमाि अध्ययि 

के दौराि भूति ििबंदी, माइिोप्रोपोगेिि और कॉिि पे्ररण के शिए प्रोटोकॉि थथाशपत शकए गए थे। ए। 

बेिेिेज्यिि के बैच प्रोडक्शि कैिेटीि का अध्ययि शहिा फ्लास्क, उिेशित टैंक बायोररएक्टर और एयर 

शिफ्ट ररएक्टर में शकया गया था। िेती की ज्यथथशत के अिुकूिि के पररणामस्वरूप शिमीशमक एशिड िंचय 

में 8% w / w (िूिी विि आधार पर) तक बढ़ गया। 

 

मेशिया अजेदार व्याख्याि एक थथािीय पेड (आईआईटी शदल्ली पररिर) िे एकत्र शकए गए और कॉिि 

या बािो ंके रूट पे्ररण परीक्षणो ंके अधीि रहे। एम। अजेदारच के पिो ंऔर िोडि व्याख्याओ ंिे कंधे को 

पे्रररत करिे के शिए िफि प्रयाि शकए गए। शे्लष्म कोशिका द्रव्यमाि का उपयोग िमरूप िेि शििंबि 

िुरू करिे के शिए शकया गया था। िमीशमक एशिड के बढ़ाए उत्पादि के शिए मध्यम घटको ंऔर िेती 

की ज्यथथशत िांज्यख्यकीय रूप िे अिुकूशित थी। इिके बाद, िेि शििंबि को उपन्याि बायोरेक्टिड 

कॉज्यन्फ़्िगरेिि में िफितापूवडक िगाया गया और यह पाया गया शक केन्द्रापिारक प्रररत करिेवािा 

बायोरेक्टर कारक एम। अजेदार के बडे पैमािे पर िेती के शिए िबिे उपयुक्त शवन्याि था। बायोमाि की 

वृज्यि और एम। अजेदारच के शिमीशमक एशिड प्रोडक्शि कैिेटीि को एक गशणतीय मॉडि शवकशित 

करिे के शिए िब्सटर ेट अवरोधि डेटा के िाथ उभरा हुआ टैंक बायोररएक्टर में उपयोग शकया गया था। 

उच्च बायोमाि और शिमीशमक एशिड िंचय के शिए शवशभन्न पोषक आहार ज्यििाशडयो ंकी ऑ़ििाइि 

अिुकार के शिए एक मॉडि के रूप में इि मॉडि का उपयोग शकया गया था। मॉडि आधाररत चयशित 

पोषक तत्व ज्यििा रणिीशतयो ंको तत्काि तंग बैच और शिरंतर िेती के शिए िफितापूवडक िागू शकया 

गया (िेि प्रशतधारण के िाथ) एम। अिाडड  कोशिकाओ ंके बडे पैमािे पर उत्पादि के शिए। िबिे अच्छी 

िेती की रणिीशत एकीकृत फेड बैच की िेती के रूप में पहचाि की गई थी, िाथ ही ज्यस्परशफल्टर शफल्टर 

का उपयोग करके िेि प्रशतधारण के िाथ िुिोज और शिरंतर िेती के िंबंध में छद्म ज्यथथर राि को बिाए 

रििे के िाथ। इि िेती के दौराि बायोमाि की वृज्यि 80.6 ग्राम / एि और शिमीशमक एशिड िंचय की 

िेती के 26 वें शदि पर 8.6 ग्राम / एि का अध्ययि शकया गया। 
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