v . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE ] CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Universidad Catélica de Santa Maria
Facultad de Ciencias Farmacéuticas,

Bioquimicas y Biotecnologicas

Escuela Profesional de Ingenieria

Biotecnologica

BIORREACTORES PARA LA PRODUCCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS
POLIFENOLICOS A PARTIR DE TEJIDOS VEGETALES: UNA REVISION
SISTEMATICA.
Tesis presentada por el Bachiller:
Alanoca Quispe, Brad Guzman
Para optar el Titulo Profesional de:
Ingeniero Biotecndlogo
Asesor:

Mg. Ing. Tejada Meza, Kevin

Arequipa — Peru

2023

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




BIORREACTORES PARA LA PRODUCCION DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS POLIFENOLICOS A PARTIR DE TEJIDOS
VEGETALES: UNA REVISION SISTEMATICA

INFORME DE ORIGINALIDAD

4., So, Do, 3

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET  PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

www.mdpi.com 20/
0

Fuente de Internet

.

repositorio.ucv.edu.pe 1.
0

Fuente de Internet

=)

repositorio.uwiener.edu.pe 1
Fuente de Internet %

e

ouci.dntb.gov.ua 1 o
0

Fuente de Internet

-~

riudg.udg.mx 1 o
0

Fuente de Internet

e

Excluir citas Apagado Excluir coincidencias < 1%

Excluir bibliografia Apagado



UCSM-ERP

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
INGENIERIA BIOTECNOLOGICA

TITULACION CON TESIS
DICTAMEN APROBACION DE BORRADOR
Arequipa, 05 de Septiembre del 2023
Dictamen: 007251-C-EPIB-2023
Visto el borrador del expediente 007251, presentado por:

2016241781 - ALANOCA QUISPE BRAD GUZMAN

Titulado:

BIORREACTORES PARA LA PRODUCCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS POLIFENOLICOS A
PARTIR DE TEJIDOS VEGETALES: UNA REVISION SISTEMATICA

Nuestro dictamen es:

APROBADO

42098888 - CORDOV A BARRIOS CINTHIA CAROL
DICTAMINADOR

41404327 - BARREDA DEL CARPIO JAIME ERNESTO
DICTAMINADOR

43085216 - MEDINA CABRERA EDILBERTO VICENTE
DICTAMINADOR




REPOSITORIO DE 3%, UNIVERSIDAD
CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

DEDICATORIA

Esta tesis la dedico a mis padres Guzman Alanoca Maquera y Dina Quispe Bustincio que con
su apoyo emaocional fueron el soporte de mi voluntad y deseos, a ellos les dedico este y

muchos mas logros venideros en mi vida.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE Zo B

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

AGRADECIMIENTOS

Mi agradecimiento va hacia mis padres, agradecerles por ensefiarme a nunca darme por
vencido y seguir adelante con mis metas y sobre todo por brindarme su apoyo incondicional.
También quiero agradecer a mi asesor interno Mg. Ing. Kevin Tejada Meza por su apoyo en el

desarrollo de mi tesis y sus correcciones oportunas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=". UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA
TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

INDICE GENERAL

DEDICATORIA. .....cooiveveeeeveeieseeessessee st s s iii

AGRADECIMIENTOS .....oovviiieieeeeeeieeseeseseessessessiessss s ssses s ssessn s iv

INDICE GENERAL ........oooiveeeieeiereeeeeeieseesieesess s essesssse s ss s ssssssansnssss s v

INDICE DE TABLAS .....vvteeereeeeeieseee s iesees s sssnss s ssss s essssssss s ssssnsesnenns Vi

INDICE DE FIGURAS ......oooevereeeeesieesiessesseeseessesssss s essssses s ssasssanssessnsenssnsanes vii

LISTA DE ABREVIATURAS ......oovvmrieeeiereeiessiisessesseessess s ssensssesssesssasesssennsas viii

RESUMEN ........oouiveieieetnsiissessessssss s s ssseseesas s sssasssessassssstasssesssasssessasssssssssssssesssnssansensssnses 1

ABSTRACTEE:..... T .. oA T = SN o B8, 2

1 INTRODUCCION ...cooviiieicesceeetetesieeetestes st esasns st s ne s asn st enta s ense s 3

2 METODOLOGIA ..ottt sttt 5

3 CUERPO DE LA REVISION........ooovieieeeiereeiseeseeeeeesessessses s snsses s sssass e 10

3.1 Compuestos fenolicos en Plantas.........ccccveceiieieeieiie e 10

3.2 Cultivo de tejidos vegetales como herramienta de produccion de

COMPUESLOS FENOIICOS. .......eeueeeieiesiise e s ettt ere et esre st srssreenae e aesteseeseesreene e 13

3.3 Plantas manipuladas en vias metabdlicas como fuente de compuestos fenolicos.15

3.4 Cultivo de tejidos y érganos de plantas en biorreactores .............cccccceverviverireneen 17
3.5 Configuraciones Mas ULIlZadas .............cccveueierereie s 28
3.6 Ingenieria de DIOMTEACLOIES ......cccieiviiiiiiiie et 34
3.7 Efecto de las variables operativas en el rendimiento del biorreactor .................... 38
3.8 Rendimiento de 10S DIOITEACIONES ..........ccoiiiiiiiiie e 44
3.9 Produccion de compuestos bioactivos en matraces.........coevveveeveeevieieeseeviesneene. 46
4 PERSPECTIVAS FUTURAS ... 49
S5 CONCLUSIONES ...ttt b et snee e 55
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coiiiteeeeeieeeeeseeevensne s 58
7 ANEXOS bbb 73

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v==x . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Cadena de busqueda en los portales cientificos especializados seleccionados

y la cantidad de registros encontrados ........ccccceeeeeeeciiiiiieee e 8
Tabla 2.Algunos compuestos fenélicos de plantas medicinales y su

actividad DIoIOZICA . ..o 13
Tabla 3. Relacién de articulos cientificos consultados incluidos en la revisién

sistematica con los datos relevante a tomar en cuenta.........cccccvveeeeeeeeeeccnnnn, 18
Tabla 4. Condiciones utilizadas en los biorreactores y los modos de operacién............ 35

Tabla 5. Ejemplos seleccionados de patentes relacionadas con biorreactores
para el cultivo de material vegetal. ........cooiviiiiiiiiiieicecceee e 52
Tabla 6. Relacién de articulos cientificos consultados incluidos en la revision

sistematica con datos detallados de los experimentos...........ccccccveeeeeivieeeennnee. 74

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE i CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA que muestra el método de seleccion de
L1 AU e [ o TSP PPPPRPPPP 9

Figura 2. Representacion de la proporcion de registros excluidos e incluidos en
relacidn con el total de registros identificados. .......ccoceeeeicieeeenciiiee e, 10

Figura 3. Metabolismo secundario de los compuestos fendlicos.........ccceeeevcirieeeecnnnen. 11

Figura 4. Diagrama de métodos actuales empleados para la produccién de
compuestos fendlicos a gran €scala ......ccoeeoeecciiiiieeee e, 15

Figura 5. Estrategia comun para producir compuestos bioactivos a gran escala
utilizando técnicas de edicidn genética en cultivos de plantas in vitro en
IO T ACEOES. ... vuvuieriiirereretereresersrasarasssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnes 16

Figura 6. Estrategia de produccion a escala para la produccién de cultivo de
raices adventicias utilizando el biorreactor........cccoccevvieeiiiiiiiiinniceee, 21

Figura 7. Induccién de raices peludas a partir de explantes de hojas mediada por
la transformacion genética de la cepa de Agrobacterium rhizogenes R1000..23

Figura 8. Diferentes tipos de cultivos in vitro de Verbena Officinialis..........ccccceeeeeennne. 24

Figura 9. Representacién esquematica del biorreactor de columna de burbujas,
su descripcion, sus ventajas y desventajas.......ccccceeeeevieeeeeiiieee e 29

Figura 10.Representacion esquematica del biorreactor airlift, su descripcién,
SUS VENTajas Y deSVENTAJAS .cciiiiiiieiiiiiiiieeeeeeeiccirree e e e e e eesirreee e e e e e e e esenrrereeeeeas 30

Figura 11. Representacion esquematica del biorreactor de tranque agitado,
su descripcion sus ventajas y desVENTajas .....ceeeeeeieecviveeeeeeeeeeiieiirrereeeeeeeennns 31

Figura 12. Representacion esquematica del biorreactor del biorreactor de niebla,
su descripcidn, sus ventajas y desventajas ....coceeriueeerieeinieeinieennnee e 32

Figura 13. Representacién esquemadtica del biorreactor de inmersién temporal,
su descripcion, las ventajas y desventajas.....ccccccoeecvvvieeeeeeeeeeiiciirreeeeeeeeeeeens 33

Figura 14. Métodos empleados para el control de temperatura en biorreactores,
utilizando sondas de temperatura y recipientes con doble camisa para
transferir calor y regular las reacciones metabdlicas y el enfriamiento
(o LTI T [0 4 =TTt o] USRS 39

Figura 15. Tipos de agitacion en los encontrados en los estudios.........cccceeeevvveeeecnnneenn. 43

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v==". UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

LISTA DE ABREVIATURAS

ABA: Acido abscisico

ADN: Acido desoxirribonucleico

AQ: Antraquinonas

B5: Medio de Gamborg

BA: Bencilaminopurina

BAP: 6-benzilaminopurina

BTBB: Balloon type bubble bioreactor

CIB: Biorreactor de inmersion continua
CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CSCBc: Cell suspension culture of B. cordata
CSE: Continuous shaking extraction

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

DW: Dry weight

GA: Acido giberélico

GAE: Equivalentes de acido galico
HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de diodos
IAA: Acido indol-3-acético

IBA: Acido indol butirico

MS: Murashige and Skoog

m-Top: Meta topolin

NAA: Acido naftaleno acético

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
OTR: Transferencia de oxigeno

PDSM: Plant derived secondary metabolites

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE Zo B

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

PeG: Glucdsidos de feniletanoides

PRISMA: Preferred Reporting Items for Systemic reviews and Meta-Analyses)
PTC: Papillary thyroid carcinoma

RA: Acido rosmarinico

Ri: Plasmido inductor de la raiz

RITA: Recipiente de inmersion temporal automatizada

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SNU-16: SNU cancer cell lines

STR: Stirred tank reactor

TDZ: Tidiazuron

TIB: Temporary inmersion biorreactor

UHPLC-MS/MS: Ultra-high performance liquid chromatography-MS/MS
VB: Verbascosido

VVM: Volumen de aire por volumen de medio por minuto

WPM: Medio Lloyd y McCown

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




: . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE ; CATOLICA

TESIS UCSM & DE SANTA MARIA

RESUMEN

En la actualidad, producir grandes cantidades de compuesto bioactivos en biorreactores
con el fin de satisfacer la creciente necesidad de estos para tratar y prevenir enfermedades
degenerativas, es un reto de ingenieria debido a los muchos factores operativos que se
deben considerar al disefiar y ampliar dicha produccion. La tecnologia de cultivo in vitro
de células vegetales ofrece multiples ventajas en comparacién con la extraccion
convencional de plantas enteras, no solo por evitar la sobreexplotacion de especies
vegetales, sino también por lograr mejores rendimientos y tener excelentes atributos de
escalabilidad. La seleccion de la configuracion del biorreactor depende de las propiedades
intrinsecas del cultivo celular y de las consideraciones de ingenieria, que son esenciales
para lograr la produccién a gran escala de compuestos bioactivos. En este contexto, la
revision sistemética proporciona una evaluacion completa de la produccion de
compuestos bioactivos polifendlicos, especialmente aquellos que tienen importancia y
utilizacion comprobadas en las industrias farmacéuticas, prestando especial atencion a los
obtenidos a partir de cultivos de células vegetales. Finalmente, se presentan los aspectos
de ingenieria relacionados con la configuracion del biorreactor para cultivos de células
vegetales, indicando el efecto de las condiciones de operacion en la cinética y los
fendmenos de transporte, y, por lo tanto, en la viabilidad celular y la produccion de
compuestos bioactivos. El andlisis de ingenieria de las configuraciones de biorreactor
revisadas para cultivos de células vegetales abrira el camino para futuras investigaciones

centradas en su escalado, para producir bioactivos de alto valor agregado.

Palabras clave: Compuestos bioactivos, ingeniera de biorreactores, plantas medicinales.
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ABSTRACT

Producing substantial amounts of bioactive compounds in bioreactors to meet the
growing need for them to treat and prevent degenerative diseases is an engineering
challenge, due to the many operational factors that must be considered when designing
and scaling such a bioactive compound. production. In vitro plant cell culture technology
of medicinal plants offers multiple advantages compared to conventional extraction of
whole plants. Not only by avoiding over-exploitation of plant species, but also by
achieving better yields and having excellent scalability attributes. The selection of the
most adequate bioreactor configuration depends on the intrinsic properties of the cell
culture and on engineering considerations, which are essential to achieve the large-scale
production of bioactive compounds. In this context, the systematic review provides a
complete evaluation of the production of bioactive polyphenolic compounds, especially
those that have proven importance and use in the pharmaceutical industries, paying
special attention to those obtained from plant cell cultures. Finally, engineering aspects
related to the configuration of the bioreactor for plant cell cultures are presented,
indicating the effect of operating conditions on the kinetics and transport phenomena, and
therefore on cell viability and production. from bioactive compounds. The engineering
analysis of the revised bioreactor setups for plant cell cultures will open the way for future

research focused on their scaling up, to produce high value-added bioactives.

Keywords: Medicinal plants, bioactive compounds, bioreactor engineer
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1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde la antigliedad para tratar diversas
enfermedades, segin la OMS mas del 80 % de la poblacién de los paises en vias de
desarrollo hace uso de las medicinas herbarias (1). Los compuestos quimicos
responsables de las actividades bioldgicas de las plantas medicinales son los compuestos
bioactivos que se encuentran en estas y cuentan con gran importancia terapéutica, estos
compuestos poseen actividad bioldgica contra un gran nimero de enfermedades (2). Un
grupo de compuestos bioactivos de mayor relevancia son los compuestos polifendlicos,
estos poseen actividad bioldgica como antioxidantes, antidiabéticos, anticancerigenos,
ademas de otras propiedades (3). Un ejemplo es Argylia radiata es rica en rutina,
quercetina y &cido cumarico con actividad antioxidante. Gymnema sylvestre tiene
propiedades antidiabéticas debido a los acidos gimnémicos polifendlicos. El rizoma de
Curcuma longa muestra actividad anticancerigena y quimiopreventiva gracias a la
curcumina, un flavonoide derivado de polifenoles (4-6). Las limitaciones para la
obtencion en cantidad idonea de estos de estos bioactivos existen, debido a su baja
concentracion en los tejidos de las plantas o su rareza silvestre ademas que sintetizarlas
quimicamente requiere una gran capacidad tecnoldgica siendo inviable econémicamente
(7). La alta demanda de compuestos bioactivos supuso a una explotacion excesiva de los
habitats naturales donde se encuentran, generando graves consecuencias ecologicas y
socioeconémicas. Por lo tanto, se necesita identificar sistemas de produccion alternativos,
que puedan satisfacer la demanda sin dafiar el medio ambiente (8). Diversos procesos
biotecnoldgicos se aplican actualmente para obtener estos bioactivos en una suficiente
cantidad, la micropropagacion vegetativa y el cultivo de tejidos vegetales son los métodos
mas empleados (9). Tanto la academia como la industria ahora impulsan el cultivo de
tejidos vegetales a gran escala mediante el uso de células de callos, células inmovilizadas,
embriones, raices, brotes y células en suspension (10). Para dar el siguiente paso al
escalamiento y produccién en cantidades sustanciales la industria aplica el uso de
biorreactores, estos deben ser disefiados para un mayor grado de control sobre
alteraciones del proceso y lograr altas productividades de buena calidad y rentabilidad
(11). Existe un numero limitado de estudios referido a bioprocesos establecidos en
biorreactores y una carencia en la informacion relacionada tanto al uso del tejido vegetal
por su sensibilidad y menor estabilidad como a la ingenieria de la tecnologia, debido a
los sistemas de configuracién compleja que incluye interaccién de muchas variables
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operativas (12). Varios estudios tuvieron como objetivo recopilar informacion respecto a
las consideraciones de ingenieria, la manipulacién genética de cultivos vegetales, y las
metodologias mas utilizadas para la produccién de compuestos bioactivos, pero no son
especificos en cuanto a un compuesto en particular (13,14). El objetivo principal de
estudios es determinar cudles son los aspectos mas importantes a considerar en el disefio
de biorreactores para la produccion de compuestos bioactivos polifendlicos a partir de

tejidos vegetales.

Al llevar a cabo una revision sistemética de literatura actual referida a los disefios de
biorreactores utilizados para la produccion de compuestos bioactivos polifendlicos a
partir de tejidos vegetales, presentar un conglomerado de estudios actualizados es de
relevancia en diversas areas del conocimiento, enfocando este trabajo a las futuras
investigaciones relacionadas al area, por lo tanto, este documento de investigacion
cumple con los siguientes criterios que justifican su realizacion: Justificacion teérica la
necesidad de una revision sistematica que surge del requerimiento de los investigadores
de tener en resumen informacion relevante referente a los disefios de biorreactores para
la produccién de compuestos bioactivos polifendlicos a partir de tejidos vegetales de
manera exhaustiva y parcial (15). Justificacion tecnoldgica: Resulta de especial interés
conocer los disefios de biorreactores mas recientes que se usan en biotecnologia para la
produccion de estos metabolitos, cuales son las variables operaticas, los modos de
operacion, los tejidos, etc., y de esta manera generar un sélido argumento que pueda ser
utilizado en investigaciones relacionadas (12). Justificacion ambiental: La presente
investigacion busca proporcionar un argumento documental que demuestre que la
literatura respecto al disefio de biorreactores utilizados, cultivo de tejidos vegetales y la
produccion de compuestos poli fendlicos pueden ser una solucion al problema de la

depredacidn y recoleccién en exceso de especies silvestres (14).

Con estos propositos, en esta revision se formularon la siguientes interrogantes y
objetivos: ¢Cuéles son los aspectos mas importantes para considerar en el disefio de
biorreactores para la produccion de compuestos bioactivos polifendlicos a partir de
tejidos vegetales? En base a ello, se plantea los siguientes problemas especificos: ¢Cual
es el disefio mas usado de biorreactores para produccion de compuestos bioactivos
polifendlicos a partir de tejidos vegetales?, ;Cudles son los modos de operacion y

condicion de los biorreactores usados para la produccion de compuestos bioactivos
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polifendlicos a partir de tejidos vegetales?, ¢;Cuél es el rendimiento de los biorreactores
respecto a la produccion de compuestos bioactivos polifendlicos?

2. METODOLOGIA

Tipo y disefio de investigacion

El modo de operacion de esta investigacion se desarrolla bajo un contexto de estudio
documental que emplea la revision de la literatura cientifica actual sobre el tema a tratar.
Con este propdsito se desarrollara un procedimiento de busqueda, seleccién, filtracion de
informacion e interpretacion de los resultados de las investigaciones elegidas referentes
a la produccion de compuestos bioactivos derivados de polifenoles en biorreactores a
partir de tejidos vegetales. El procedimiento de recopilacion de informacién gira en torno
a la interrogante principal: ¢Cuales son los aspectos mas importantes a considerar en el
disefio de biorreactores para la produccién de compuestos bioactivos polifenolicos a partir

de tejidos vegetales?

Las revisiones sistematicas tienen la intencion de incorporar informacién de todos los
estudios que sean relevantes para el tema, las revisiones son de naturaleza retrospectiva,
los métodos son corroborados antes de dar el inicio a la basqueda de informacion, asi se
evitan las repeticiones de investigaciones y sesgos de informacion inherentes a los
autores, ellos deben llevar a cabo estrategias para disminuir estos posibles sesgos, asi
como investigar su posible relacién con el efecto del procedimiento y la precision de la

estimacion (16).

El estado del arte de un area en especifico puede ser sintetizado en una revision
sistematica, la cual nos permite reducir la carga unitaria de los estudios y responder a
preguntas e identificar prioridades académicas en conjunto lo cual ayuda a corregir,

generar o evaluar teorias (17).
La declaracion PRISMA 2020 (Preferred Reporting of Systematic Reviews and Meta-

Analysis) tiene el proposito de documentar de manera transparente el porqué de la

revision realizada y que encontraron algunos autores. Las recomendaciones dadas han

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




X . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE ; CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

sido ampliamente utilizadas y evaluadas positivamente, como se demuestran en las
citaciones de multiples revistas con mas de 60.000 informes en SCOPUS 2020, los
estudios observacionales que sigan estas recomendaciones son los mas completos entre
las revisiones sistematicas (17).

La transparencia de una revision sistematica es de suma importancia y genera valiosa
confianza a los investigadores, con el transcurrir del tiempo se han incorporado métodos
para disminuir los sesgos, estos procesos mejoraron las revisiones sistematicas y pasaron

de evaluar la calidad a evaluar la certidumbre del cuerpo de la evidencia (17).

Criterios de elegibilidad:

Los criterios de elegibilidad se dividen en criterios de inclusion y de exclusién estos se

deben agrupar para tener una sintesis de ambos.
Se consideraron como criterios de inclusion:

. Afio de publicacién investigaciones desde el 2012 hasta el 2022.

o Articulos cientificos que hicieron uso de especies de plantas presenten
contenido de compuestos polifendlicos.

o Articulos cientificos que hicieron uso de un tipo de cultivo de células
vegetal en biorreactores

o Articulos cientificos donde se evalie la produccion de compuestos
bioactivos polifendlicos.

o Articulos cientificos que demostraron el efecto de algun elicitor.

En cuanto a los criterios de exclusién:

o No se tomaron en cuenta aquellos que estuvieron en otro idioma diferente
al inglés.
o Articulos cientificos duplicados o encontrados iguales en los portales

cientificos especializados.
o Documentos que no sean articulos cientificos: reviews, revisiones

sistematicas, libros, capitulos de libros.
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o Articulos cientificos que no evaluaron la produccion compuestos
bioactivos polifendlicos.

o Articulos cientificos que no demostraron el efecto de algin elicitor
abidtico o bidtico.

Los estudios se agruparon para tener un mejor manejo, para ello se realiz6 una sintesis es
asi como las lecturas de todos los articulos se realizaron y se extrajeron datos segun los
criterios de inclusion, estos finalmente seran plasmados en la revision sistematica en unas
tablas en las cuales se registran los datos en comdn entre los articulos a fin de cumplir
con los objetivos planteados y dando forma y respondiendo a nuestra pregunta principal
de investigacion. Esta revision sistematica tomara en cuenta las estrategias basadas en la
temaética de investigacion, de aqui es de donde se alcanzara una adecuada elegibilidad de
articulos cientificos provenientes de los portales cientificos especializados, indizados,
acreditados, formales y de acceso publico o facilitado por la Universidad Catdlica de

Santa Maria a través de la biblioteca virtual.

Fuentes de informacion

Se realiz6 una revision sistematica de la literatura en portales cientificos especializados
como Web of Science, Scopus y Google Scholar, en julio y octubre del 2022, se
escogieron estos portales cientificos por su relevancia dentro de la biotecnologia ademas
su alcance a diversas revistas indizadas. Se utilizé la metodologia PRISMA 2020
(Preferred Reporting of Systematic Reviews and Meta-Analysis) este método mejora la

integridad del informe y el rigor (18).

Estrategia de busqueda

Como segunda fase se inicié con la busqueda de registros en los portales cientificos
especializados seleccionados para ello se definid con una cadena de bdsqueda con
operadores booleanos y las palabras clave (production, productivity, polyphenols,
“polyphenolic compounds” bioreactor, reactor, “plant tissue”, “plant tissue culture”), los
cuales ayudaron a interpretar correctamente a la pregunta de investigacion y asi los
algoritmos de busqueda se acerquen a nuestro objetivo. La cadena de busqueda se muestra

enla Tabla 1.
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Tabla 1. Cadena de busqueda en los portales cientificos especializados
seleccionados y la cantidad de registros encontrados. Fuente: Elaboracion

propia.
Portales Cadena de busqueda Cantidad de
cientificos articulos
especializados
Web of (((((((TS=(production)) OR TS=(productivity)) AND 1353

Science TS=(polyphenols)) OR TS= ("polyphenolic
compounds™)) AND TS=(bioreactor)) OR
TS=(reactor)) AND TS= (“plant tissue”)) OR TS=
("plant tissue culture™)
Scopus TITTLE-ABS-KEY (production OR productivity) 328
AND (polyphenols OR "polyphenolic compounds™)
AND (bioreactor OR reactor) AND ("plant tissue” OR

"plant tissue culture™)
Google (Production OR productivity) AND (polyphenols OR 1820

Scholar "polyphenolic compounds™) AND (bioreactor OR
reactor) AND ("plant tissue™ OR "plant tissue culture")

Proceso de seleccion de los estudios

Se trabajo de manera independiente e individual, con la ayuda de un gestor de referencias
(Mendeley), la estrategia utilizada en el estudio se ilustra en el diagrama de flujo de la
Figura 1. Como primera fase para iniciar con la busqueda de literatura se plante6 la
pregunta de investigacion la cual fue clara y objetiva ;Cuales son los aspectos mas
importantes para considerar en el disefio de biorreactores para la produccion de
compuestos bioactivos polifenolicos a partir de tejidos vegetales?”.

Se hizo la importacion de todos los registros utilizando la extension de Chrome “Web
Importer - Mendeley” para el caso de Scopus y Web of Science, en el caso de Google
Scholar la exportacion de registros fue mas tediosa debido al soporte del buscador con la
extension que solo permitia importar los registros presentes en la ventana siendo
exportados en bloques de doce hasta llegar al nimero de registros totales encontrados al
inicio. Los registros de guardan automaticamente en Mendeley tanto en la version web

como en la version de escritorio. Este software nos permite utilizar la herramienta “Check
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for duplicates” eliminando los registros duplicados, los cuales se consideran dentro de los
no elegibles por las herramientas de automatizacion, al igual los registros que estan en
otros idiomas como arabe, ruso y chino, también los registros que no muestran detalle o
datos inclusive actualizandolos, utilizando la herramienta “search” o “update details"
dentro del software descartdndolos. Registros se consideran todos los documentos
encontrados en los buscadores estos incluyen, reviews, revisiones sistematicas, articulos
cientificos y en general todos los documentos de caracter cientifico. Las publicaciones se

consideran solo a los articulos cientificos que han sido publicados.

Registros identificados: ( Registros removidos después del
n = 3501 cribado: registros duplicados, registros

Web of Science: 1353 marcados como no elegibles por
Scopus: 328 herramientas de automatizacion

Google Scholar: 1820 (n=919)

.
\ 4
é Y @

Registros cribados (n= 2582) Registros excluidos, antigiedad mayor a

10 afios, titulos (n=2518)

A 4

A 4

Publicaciones buscadas para
su recuperacion (n=64)

Publicaciones no recuperadas (n=15)

A

\ y \ J
] ( R
L D Publicaciones excluidas: no
Publicaciones evaluadas para R produccion, no biorreactores, no
decidir su elegibilidad (n=49) "1 tejidos vegetales, no polifenoles, otros
J criterios (n=16)
\_ _J

A 4

Estudios totales incluidos (n=
33)

Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA que muestra el método de seleccion de estudios.

Proceso de extraccion de datos

Las lecturas de los titulos y resimenes de todos los articulos se realizaron y se extrajeron
los datos segun los criterios de inclusiéon, estos finalmente seran plasmados en la revision
sistematica a fin de cumplir con los objetivos planteados y respondiendo a nuestra
pregunta principal de investigacion. Esta revision sistemética tomara en cuenta las
estrategias basadas en la tematica de investigacion, de aqui es de donde se alcanzara una
adecuada elegibilidad de articulos cientificos provenientes de los portales cientificos
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especializados, indizadas, acreditados, formales y de acceso publico o facilitado por la

Universidad Catolica de Santa Maria a través de la biblioteca virtual.

PROPORCION DE REGISTROS (N) Publicaciones evaluadas para Publicaciones buscadas para su

decidir su elegibilidad recuperacion
2% 2%
Registros totales
incluidos _—

1%

Figura 2. Representacion de la proporcién de registros excluidos e incluidos en relacion
con el total de registros identificados.

3. CUERPO DE LA REVISION

3.1. Compuestos fendlicos en plantas

Las plantas son consideradas fuente importante de fitoquimicos con enorme potencial
farmacologico y terapéutico, lo que contribuye al interés en su investigacion y demanda
(19). Los fenoles han sido estudiados por su capacidad de contrarrestar los efectos de
especies reactivas de oxigeno (ROS) relacionadas también con trastornos metabdélicos

como la diabetes, obesidad y enfermedades cardiovasculares (21).
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Los compuestos fendlicos son derivados de las rutas metabdlicas del acido shikimico,
pentosas fosfato y fenilpropanoides, se conocen mas de 8000 estructuras fenolicas, los
compuestos fendlicos mas comunes en la dieta humana son los acidos fendlicos,

flavonoides y taninos los cuales estan categorizados en la Figura 3 (22).

Isoflavonas

[ Metabolismo secundario ]

Flavonas Flavanoles H Antocianinas ]

Flavonoles

Flavonoides

Chalconas

[ Compuestos fenélicos ]——P[ Taninos Taninos hidrolizables ]

Taninos condensados ]
Acidos
fendlicos

4,[ Estilbenoides ]—>[ Resveratrol ]

Figura 3. Metabolismo secundario de los compuestos fendlicos.

Las propiedades biologicas de los compuestos fendlicos son estudiadas por su capacidad
fitoterapéutica contra varias enfermedades dentro de ellas el cancer. La curcumina, un
polifenol derivado de las raices de la planta Curcuma Longa L. demostré propiedades
antimetastasicas y baja toxicidad (23). Dentro de un estudio referente a sus propiedades
antioxidantes se realizd un ensayo en condiciones de hipoxia sobre un grupo de lineas
celulares “K1 PTC” evaluando la capacidad de regulacion e induccion del factor de
hipoxia inducible 1-o. demostrando una inhibicion en las especies reactivas de oxigeno

(ROS) (24).

Ademas, la curcumina demostrd propiedades anticancerigenas en lineas celulares K1
demostrando potencial anti metastasico, debido a que mejoro la expresion de E-cadherina
la cual es una proteina de adhesion celular logrando asi la inhibicion de las enzimas
involucradas en la migracién (25). Similarmente se estudi6 su potencial sobre el proceso
de apoptosis promoviendo la formacién de especies reactivas de oxigeno y dando como
resultado el colapso enzimatico y el flujo intracelular de Ca*? (26,27). Los acidos
fendlicos son un grupo de polifenoles comunes en frutas rojas, cebollas rabano negro, un
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compuesto de interés terapéutico contra el cancer es el acido p-cumarico, se demostré en
diversos estudios su actividad anticancerigena en el cancer de colon y células géstricas
teniendo como fundamento la supresion del crecimiento de células de cancer gastrico
SNU-16 (25).

Los polifenoles poseen un efecto hipoglucemiante reduciendo la absorcion de
carbohidratos en el intestino delgado modulando las enzimas implicadas en el
metabolismo de los azucares y por ende la glucosa, estimula la secrecion de insulina y
mejora sus funciones actuando en las células B, como muestra de ello, polifenoles como
los flavonoides y taninos actuaron inhibiendo la a-glucosidasa y la a-amilasa enzimas
importantes en el metabolismo de la glucosa (28). En un estudio que evalud la deteccion
de fitoquimicos en Cleome viscosa. L. se estimaron el total de fenoles y flavonoides, la
capacidad antioxidante in vitro y la actividad antidiabética in vitro en fracciones aisladas
mostrando actividad antioxidante y antidiabética superior inhibiendo la actividad de la

enzima a-glucosidasa y a-amilasa (29).

Ademas, segun un estudio se ha demostrado que los extractos polifenolicos de Paeonia
officinalis tienen tanto actividad antidiabética como antioxidante eliminando radicales
libres e inhibiendo la a-amilasa sugiriendo su posible uso como agentes contra esta
enfermedad (30). Las actividades biologicas de algunos compuestos fendlicos tanto antes

mencionados como nuevos Y las especies que los sintetizan se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Algunos compuestos fendlicos de plantas medicinales y su actividad

bioldgica.
Compuesto Especie de planta Actividad biolégica Referencia
Fendlico
Bauhinia variegata Actividad antibacterial, potencial citotoxico (31-33)
Flavonoides Aspleniumnidus nidus contra células cancerigenas, capacidad
Pseudarthria hookeri antioxidante.
Acidos Syzygium cumini Cardioprotector, actividad antioxidante, (34-36)
fenolicos Vaccinium gaultheriifolium actividad antiinflamatoria, promotores del
Verbena officinalis sistema inmune, propiedades
Morus mesozygia Antioxidante, actividad antimicrobiana, (37-39)
Lignanos Pycnanthus angolensis actividad inhibitoria de la enzima
Morus alba fosfodiesterasa.
Guibourtia tessmannii Actividad antiplasmodial, actividad de (40)
Estilbenos E. lasianthum agregacion plaquetaria, actividades
Cyperus longus antioxidantes y antialérgicas.
Curcuma longa Antidiabética, antioxidante, (41,42)
Curcuminoides antiinflamatorio, inmunomodulatorio.
Antocianinas Liriope platyphylla Disminuye la actividad de tirosinasa, inhibe (43)
Hibiscus sabdariffa la sintesis de melanina, inhibe la
Rubus fairholmianus proliferacién celular, citotdxico contra
células de melanoma.
Cumarinas Chenopodium ambrosioides Actividad antileishmanial in vivo, (44-46)
Artocarpus heterophyllus antinflamatorios y anti-VIH, actividad

Clausena anisata antibacterial,

3.2. Cultivo de tejidos vegetales como herramienta de produccion de compuestos
fendlicos.

El cultivo in vitro de tejidos vegetales ofrece condiciones controladas de crecimiento este
proceso llamado organogénesis se da usualmente en raices o callos los cuales presentan
un gran potencial para la produccion de compuestos bioactivos (14). La

micropropagacién actualmente tiene un gran namero de protocolos disponibles para
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plantas medicinales, los avances actuales estdn méas enfocados en la comercializacion de

estos compuestos y a su vez la preservacion de las plantas medicinales (47).

3.2.1. Métodos empleados para la produccion a gran escala de compuestos
fendlicos.

Los métodos méas comunes en el cultivo de tejidos estan presentados en la Figura 3. La
organogénesis, la cual se centra en la diferenciacion de los érganos como raices o brotes,
el resultado de este método se puede usar para produccion masiva de plantas. La
callogénesis por su parte forma una masa celular amorfa en respuesta a distintos
reguladores de crecimiento, el resultado se puede usar para generar una planta entera o
escalar a una produccion de metabolitos en cultivos de suspension celular (48). La
produccién de compuestos fendlicos en las plantas cultivadas in vitro es dependiente de
diversos factores como la concentracion de nutrientes, los reguladores de crecimiento y
elicitores o factores de estrés, dentro de los medios mas usualmente usados para el cultivo
de tejidos vegetales tenemos a MS, B5 y WPM (49).

La micropropagacion presenta desventajas en los gastos como en medios de cultivo,
electricidad (uso de autoclave, iluminacion y las cabinas de flujo laminar), las horas que
se invierten en el trabajo de laboratorio cuando un gran nimero de propagulos deben ser
cultivados (50). Toda gira en torno al sustento de la calidad de la planta, la eliminacion
de somaclones, la ausencia de bacterias, virus, viroides, hongos, y otros patdgenos

causantes de enfermedades en la planta donante (51).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




" ) UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE A CATOLICA

TESIS UCSM ~2 DE SANTA MARIA

o Yy

Micropropagacion
ot ! A Compuestos
D —— D Qo g

% >
\

Jardines

e < == verticales Gk t
’:ﬂ-“gf Organogénesis | e |
r‘ -~ Cultivo de
J Y raices peludas
W ﬁ'}lc{«»’ ‘- ] e
gg’" ™ ) — —{ e |
1N

Compuestos
] —p fendlicos

oA suspension
Callogenesis < ) celutar
! p ————
[ >
. 3 " Estrés .~
Modificaciones . abiotico ™\

= — o

b I

Biobalistica Agrobacterium ETICION
tumefaciens Génica

Figura 4. Diagrama de métodos actuales empleados para la produccién de compuestos
fendlicos a gran escala (14).

3.3. Plantas manipuladas en vias metabolicas como fuente de compuestos fendlicos

La biologia molecular se ha expandido dramaticamente en los ultimos afios debido a la
aparicion nuevas herramientas de modificacion, y los cultivos tejidos vegetales son
pertenecientes a este avance, la insercién de nuevos genes en las vias metabdlicas es ahora
mas viable para la produccion de compuestos bioactivos (52). Las plantas manipuladas
genéticamente se disefian para ser estables y que puedan presentar una tasa de crecimiento
mas répida a la par de una produccién mayor en cantidad de biomasa obteniéndose asi
valiosos compuestos bioactivos, las plantas transgénicas representan una importante
fuente de compuestos bioactivos usados en muchos campos como la medicina y la

farmacologia. (53).
La ingenieria metabdlica en plantas modifica vias metabdlicas para mejorar la produccion

de compuestos bioactivos. Se utilizan técnicas como la insercion de genes, la
transformacion mediada por Rhizobium rhizogenes como se esquematiza en la figura 5
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y otras como biobalistica, microinyecciones y transformacion de protoplastos para lograr
propiedades deseadas (54).

En un estudio de produccion de acidos fendlicos en raices transgénicas de Leonurus
sibiricus se evidencio un aumento significativo de &cido neoclorogenico, &cido
clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico y acido ferdlico, todo como resultado de la
sobreexpresion del factor transcripcional AtPAP1 (55). Similarmente se mostrd que la
sobreexpresion de la proteina AP2 de Catharanthus en las raices peludas de Catharantus
roseus aumentaron la produccion de alcaloides de indol terpenoides los cuales muestran
capacidades farmacéuticas como anticancerigenas, antipalidicas y antiarritmicas (56).
Las raices transformadas muestran gran capacidad de produccion de compuestos
fenolicos como es en Taxus baccata con la sobreexpresion del gen TXS mas un elicitor
se superd el 260 % de diterpenos y taxanos compuestos que tienen propiedades
anticancerigenas (57).

= pouoMmemM
MNP Establecimiento de

cultivo en biorreactor
DNA foraneo =

AJTIGRAJGETIGIGRAJAJGET

HROEA00AREAA %
VY,
Plasmido Productos

recombinante finales

" [ Transformacion
..~~|| de bacterias

J

)

Transferencia de genes
mediada por Rhizobium

Figura 5. Estrategia comun para producir compuestos bioactivos a gran escala
utilizando técnicas de edicion genética en cultivos de plantas in vitro en
biorreactores.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

La tecnologia CRISPR asociado con las proteinas Cas la cual fue inicialmente descrita
como sistema de defensa de algunas bacterias frente a virus, cuenta con un potencial capaz
de apuntar a una secuencia “target” en la célula, entonces puede también regular el
metabolismo secundario de plantas. (58). Datos mostraron que debido al “knocked out”
del gen del &cido rosmarinico sintasa y el gen del diterpeno sintasa disminuyo la sintesis
de &cidos fendlicos y tanshiona en lineas de Salvia miltiorrhiza respectivamente (59).

Aunque los biorreactores tienen desventajas como la complejidad, el tiempo y el costo
asociados, se estan superando mediante nuevos disefios y mejoras en los parametros
clave. Incrementan la produccion de biomasa y compuestos bioactivos a pesar de desafios

como la estabilidad, uniformidad y formacion de espuma (60).

3.4. cultivo de tejidos y érganos de plantas en biorreactores

Una gran ventaja de los cultivos de plantas es su capacidad de realizar un escalamiento
reduciendo el costo y el tiempo de produccion dando productos libres de contaminacion
y pudiéndose producir todo el afio sin restricciones (61). El cultivo de raices adventicias
se ha explorado in vitro su capacidad de produccidn de bioactivos debido a su crecimiento

acelerado, sostenibilidad y su estabilidad genética respecto a un cultivo celular (62).

Con el fin de clasificar los articulos cientificos consultados, en la Tabla 3 se presenta la

relacion de articulos cientificos consultados incluidos en la revision sistematica.
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Tabla 3. Relacion de articulos cientificos consultados incluidos en la revision

sistematica con los datos relevantes a tomar en cuenta.

. . . Compuestos

Especie Tlpo_ de Med|_o de _Tlpo de polifendlicos/grupos Ref.
cultivo cultivo Biorreactor . -
polifenolicos
. Schenk & .
Leonurus Raices Hilde- Biorreactor de acidos fenolicos (55)
Sibiricus L. peludas niebla
brandt
e Murashige acidos fenolicos,

Salvia viridis L. Brotes & Skoog Plantform feniletanoides. (63)
Scrophularia Suspension  Murashige ng-grle;?:‘?osrp Fenoles, flavonoides (64)
Striata Boiss celular & Skoog ’

system
Rhodiola rosea Murashige Matraces Compuestos fendlicos  (g5)
callos
L. & Skoog Erlenmeyer totales
- Biorreactor de
Musa acuminata Brotes MOREnige columna de Acido Galico (66)
& Skoog )
burbujeo
Aristotelia Brotes AR Bli?lrrrﬁ:rcsti%rnde Fenilpropanoides
chilensis & Skoog prop (67)
temporal
Rehmannia Raices Woody Columna de
. adventicias Plant burbujeo tipo Actosidos (68)
glutinosa .
medium globo
Murashige
& Skoog, Compuestos fendlicos
bine'::zziit:nsis Callos medio B5 E fzrgécrc:]sLde totales, flavonoides, (69)
de taninos
Gamborg
Cotiledones
maduros, ;
explantes de iy pet fendli
Ceratonia siliqua hojas Medio con porciones  Compuestos fendlicos
’ de explantes totales, flavonoides, (70)
L. explantes de LAC -
L de4a6mm taninos
hipocaotilo,
L le largo de
epicolito y
raices
Acido cafeico,
. . miricetina, acido
Dioneaea Murashige Matraces . R
muscipula J. Brotes & Skoog Erlenmeyer ela}g!co, hlpe,r95|do, (71)
acido salicilico,
quercetina
RITA® )
Plantform™, Acido rosmarinico,
Dracocephalum Brotes Murashige  biorreactor de  derivados de acacetina, (72)
forrestii & Skoog rociado de derivados de apigeninna
nutrientes
(NSB)
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Continuacion de tabla 3

. . . Compuestos
Especie I:Jﬁ’g\?; Néi?t'ic\)/ge Bi-cl)-ll’?eoa?:ior polifendlicos/grupos Ref.
polifenolicos
STR (Bellco
Glass,
Verbena Murashige Vineland, NJ, Vebascosido,
o Callos g USA), isoverbascosido y acidos  (36)
officinalis & Skoog .
Custom-made fendlicos
ballon tipe
bioreactor
Dracocephalum Murashige B|orr_eactor de Acido rosmarinico y
. Brotes rociado de . N (73)
forrestii & Skoog nutrientes acido salviandlico
. . acido galico,
Buddleja cordata C(::Ef:fes l\gugal;scf)lcl)ge STR verbascosido, (74)
g flavonoides, quercetina.
Biorreactor de
fondo
Murashige redondo, .
Morus alba callos & Skoog  biorreactor de mulberrosido A (75)
fondo plano,
airlift
Biorreactores Antraguinonas,
Polygonum Raices Murashige  de burbujas flavonoles, &cidos (8)
multiflorum adventicias & Skoog tipos globo  hidroxicinamicos, acidos
(air-lift) hidroxibenzoicos
N Raices Woody Matraces o -
Salvia viridis peludas plant (WP)  Erlenmeyer Acido rosmarinico (76)
. y Voons matraces Acido clorogenico,
Hypericum ki plant (WP)’ Erlenmeyer de  hyperina, hypericina (77)
perforatum peludas Murashige cuello ancho queircetina '
& Skoog
biorreactores
§ 3y ge Higo Compuestos fendlicos
Murashige balon, .
Rosa rugosa Brotes ; totales, flavonoides (78)
& Skoog  biorreactor de totales
inmersion
temporal
. acido clorogénico
- Murashige RITA® o ]
Centella asiatica Brotes & Skoog Plantform™ vainilico, rosmarinico y (79)
p-Cumarico
. biorreactores -
Saccharum Murashige . - Compuestos fendlicos
officinarum Brotes & Skoog detér;qngzrrsa:lo : totales (80)
. glucdsidos de
Scrophularia Células Murashige Ugiglriearg; Se feniletanoides (81)
striata vegetales & Skoog (Acteosidos,

FS-01-A05P

echinacosido)
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Continuacion de tabla 3

Tipo de . . Compuestos
Especie . MEd'.o de _Tlpo de polifendlicos/grupos Ref.
cultivo cultivo Biorreactor ) .
polifenolicos
Un sistema de
inmersion de salidrosido
Rhodiola Callos Murashige  biorreactor de PR
. . polisacaridos y (82)
sachalinensis & Skoog transporte -
, - flavonoides
aéreo de tipo
globo
Polygonum Suspensién  Murashige Matraces - .
multiflorum celular & Skoog Erlenmeyer Acido galico (GAE) (83)
Biorreactor de Compuestos fendlicos
Eurycoma Raices Murashige  burbujas tipo totaIFe)ss flavonoides (84)
longifolia adventicias & Skoog  balén (BTBB) y
totales
de5L
Continuous
Jasminum MU e shaking Compuestos fendlicos
malabaricifh Callos 2 Skoog extraction totales, taninos (85)
g (CSE) Orbital condensados totales
Shaker
Matraces
conicos, cajas
magenta,
Bacopa Murashige  matraces de Compuestos fendlicos
Monniera Broted & Skoog vidrio totales (86)
comerciales,
biorreactor
Growtek
Biorreactores Antraguinonas
. - Raices Murashige  de burbujas trag '
Morinda citrifola gy ; y flavonoides, compuestos  (87)
adventicias & Skoog tipo balon fenolicos
(BTBBS)
Artemisia Callos Murashige Frascos de Compuestos fendlicos (88)
absinthium & Skoog vidrio totales
Polygonum Raices Murashige Matraces .
multiflorum peludas & Skoog Erlenmeyer Antraquinonas (89)
Recipientes de
Schisandra Microbrote,  Murashige v_|dr|o dlbep200|cloqc'[_ad|eno,
- dedicados a lignanos, acidos (90)
henryi callo & Skoog o - .
tejidos fendlicos y flavonoides
vegetales
biorreactores
airlift tipo Compuestos fendlicos
. . . globo, totales, flavonoides
Hgﬁg:;ﬂ a d\ljs:t;?csias I\(/Sl)tugalf:(l)ge biorreactor totales, acido (91)
P g airlift tipo clorogénico, hiperina,
tambor hipericina, quercetina
horizontal
Murashige Matraces Compuestos fendlicos
Rosa rugosa Brotes g Erlenmeyer de totales, flavonoides (92)
& Skoog
100 mL totales
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3.4.1. Tipos de cultivo
a) Raices adventicias:

Las raices adventicias son un tejido ampliamente utilizado en cultivo de tejidos
comparado con el cultivo celular ya que demuestra mayor estabilidad en la biosintesis de
metabolitos secundarios con altas tasas de crecimiento (8). Las raices adventicias de
Polygonum multiflorum fueron elegidas para la produccion de compuestos fendlicos en
un BBTB de 500 L, permaneciendo la produccion y encontrdndose actividad enzimética
con alto poder antioxidante, el estudio presento la posibilidad de establecer el cultivo a
escala comercial (93).

El potencial de las raices adventicias de Hypericum perforatum fue investigado para la
produccion de fenoles y flavonoides de importancia para el tratamiento de depresion, esta
planta contiene un vasto rango de compuestos bioactivos con evidencias documentadas
de su eficacia (94). Se desarrollaron cultivos de raices adventicias en dos biorreactores de
500 L utilizando medio MS con una proporcion de nitrato de amonio de 5:25 mM y
suplementado con 1,0 mg/L é&cido indol butirico, 0,1 mg/L cinetina y 3 % sacarosa
obteniendo 4,3 y 6,3 kg de biomasa seca en los biorreactores de 500 L, obteniéndose un
total de 66,9 mg/g de fenoles (91).

Subcultivado R
a medio Escalamiento de la

liquido en produccién en biorreactores

—— - C®— } a] _—l

7 Raiz

Induccion de raices
adventicias en medio
sélido

Planta
medicinal

Estrategias para —
elevar la produccion Biorreactor  Biorreactor
de compuestos escala escala Bi t
¥ bioactivos: laboratorio piloto iorreactor

escala

e Ajuste del medio produccion

e Elicitacion
Optimizacién de las
condiciones de cultivo.
AR e Aeriacion.
e Densidad del in6culo
e Periodo de cultivo

Figura 6. Estrategia de produccion a escala para la produccion de cultivo de raices
adventicias utilizando el biorreactor.

Morinda Citrifolia o comercialmente Ilamado Noni, contiene numerosos metabolitos de
importancia biolégica como antraquinonas, fenoles y flavonoides que son usados en la
medicina tradicional (95). Las raices de esta planta fueron cultivadas en biorreactores de
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burbuja tipo balon de 3 L para la produccién de antraquinonas, fenoles y flavonoides
dilucidando la tasa de aeracion optima, la densidad del inoculo y las concentraciones de
sal en el medio Murashige y Skoog los cuales optimizaron la produccién de compuestos
fenolicos, pero inhibieron la acumulacion de biomasa seca (87). El cultivo de raices
adventicias es méas estable fisicoquimicamente a diferencia por ejemplo del cultivo
celular, facilitando la produccion de compuestos bioactivos como fenoles y flavonoides
(84). Se ha demostrado que a escala piloto (500 L) las raices adventicias de polygonum
multiflorum son viables en cultivo para la produccion de biomasa para satisfacer las

constantes demandas comerciales en la industria farmacéutica (8).

Para reducir costos de produccion en el cultivo de raices se pueden utilizar reactores
descartables junto con buenas practicas de manufactura y asi poder minimizar la
complejidad de la limpieza, esterilizacion, validacion y costos en general en el proceso
de desarrollo (96). Los reactores de lecho pueden usar estos elementos descartables, en
cambio los reactores de niebla son de fase gaseosa y no se puede aplicar esta facilidad, ya
que se utiliza un sistema de esterilizacion acoplado que utiliza ultrasonido, asi mismo hay
una mayor superficie de contacto llegando a lugares de alta densidad y provocando menor
estrés en esas zonas (97).

b) Raices Peludas

Las raices peludas se originan por la infeccion de bacterias, se utiliza usualmente lineas
celulares de Agrobacterium rhizogenes que mediante un procedimiento de puncién del
tejido e inmersion dentro de un cultivo de dicha bacteria, que puede poseer o no material
gendmico recombinante como el plasmido pRiA4 (76). Agrobacterium rhizogenes es una
bacteria gran negativa que tiene los genes del loci de la raiz (rol) en su genoma dentro del
plasmido inductor de la raiz (Ri) los cuales se incorporan al genoma del huésped
provocando raices peludas (89). Las raices peludas se encuentran por encima del cultivo
de callos en cuento a eficiencia debido a su tasa de crecimiento, sin embargo, su demanda
de oxigeno es mayor (98). Debido a esta diferencia en la tasa de crecimiento frente a los
callos como a las raices adventicias las raices peludas transformadas de Leounurus

sibiricus L. fueron cultivadas en un biorreactor de 5 L para evaluar la produccion de
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acidos fendlicos (&cido clorogénico y acido(55).

Figura 7. Induccion de raices peludas a partir de explantes de hojas mediada por la
transformacion genética de la cepa de Agrobacterium rhizogenes R1000 A explantes
de hoja transformados; B induccion, C segunda induccion, D proliferacion, E raices
peludas secundarias proliferadas (99).

Asimismo, otra bacteria usada para la transformacion de raices es Rhizobium rhizogenes
utilizado en raices Senna obtusifolia, una planta que contiene numerosos compuestos
bioactivos como polifenoles, alcaloides, terpenoides y antraquinonas, en un estudio se
evaluo la produccion de antraquinonas en un biorreactor de aspersion de 10 L (100).
Una de las principales ventajas de los cultivos de raices peludas es que pueden producir
metabolitos secundarios comparables y en casos superiores a las plantas no transformadas
esto debido a que los genes rol inducen la biosintesis de metabolitos secundarios
activando la transcripcién de genes de defensa (77).

Los biorreactores usualmente usados para el cultivo de raices peludas pueden ser
divididos en reactores de fase liquida o de fase gaseosa, los de fase liquida usualmente se
denominan sumergidos al contrario los reactores de fase gaseosa el tejido esta expuesto
al aire o alguna mezcla de gases, los nutrientes son proporcionados por microgotas de

todos los tamafios (101).
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c) Suspensién celular

Otro cultivo que representa un proceso simple y de costo reducido para la produccion
compuestos fendlicos es el cultivo en suspension celular, dado a que se aprovecha la
capacidad de toti potencialidad celular de las células vegetales (102). Con este fin se
desarrollaron muchos métodos de produccidn a gran escala en biorreactores que dan como
resultado grandes rendimientos, sin embargo, aun se requiere investigacion
experimentacion constante en el disefio de los reactores y en el proceso preliminar de

escalamiento (11).

Figura 8. Diferentes tipos de cultivos in vitro de Verbena Officinialis A cultivo de callos
sin el recipiente de cultivo B crecimiento de cultivos en suspension en matraces de
agitacion C cultivos en suspension creciente en un biorreactor de tanque agitado
(STR) D cultivos en suspension creciendo en un biorreactor de balon (BB) (36).

El cultivo celular en suspension de callos de Verbena Officinialis fue optimizado en un
biorreactor para la produccion de biomasa y glicésidos fenilpropanoides, acidos
fenolicos, flavonoides e iridoides, utilizando dos tipos de biorreactores uno de
configuracién tipo balén y un reactor de tanque agitado, todos los cultivos fueron
mantenidos en un medio MS suplementado con las siguientes concentraciones de
reguladores de crecimiento: 1 mg/L BAP (6-benzilaminopurina) y 1 mg/L de NAA (4cido
acético-1-naftaleno), se cuantificaron seis acidos fendlicos por el método HPLC-DAD
(36).
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Los cultivos in vitro de células de Buddleja cordata producen &cidos hidroxicindmicos,
en un trabajo de investigacion en el que se determind el efecto de la velocidad de agitacion
en el crecimiento y la produccion de acidos fenolicos hidroxicindmicos se optimizaron 2
reactores de 2 L y 3 L a diferentes velocidades de agitacion (120 y 400 RPM)
obteniéndose en el reactor STR de 2 L, 11,8 g/L de rendimiento, el contenido de fenoles
fue dos veces mas alto en STR (74). Similarmente en otro estudio se utiliz6 un cultivo de
células en suspension de S. striata desde matraces de agitacion hacia un biorreactor de 10
L para la produccion de feniletanoides, se evaluaron diversos parametros para el
crecimiento optimo de la biomasa como pH, rango del flujo de aire y la velocidad de
agitacion a cierta temperatura en la oscuridad, obteniéndose 30,68 ug/g de acteosidos y
1449,39 ug/g de echinacosido (81).

El control de diferentes parametros dentro de los biorreactores de células vegetales hace
posible monitorear la concentracion de oxigeno disuelto, el pH, temperatura y la agitacion
del medio determinando la produccion de metabolitos secundarios y el crecimiento
celular (81). Usar este tipo de cultivo en biorreactores representan desafios importantes
como mantener en suspension el cultivo luego de la transferencia de matraz al biorreactor,
la obtencion de una mezcla homogénea que garantice una correcta transferencia de
materia y energia la que se puede mejorar con el uso de impellers (74). Las técnicas de
elicitacion pueden contribuir con una optima produccion de compuestos bioactivos, el
acido jasmonico y el &cido salicilico son hormonas y moléculas sefializadoras que fueron
utilizadas en cultivos en suspension celular de Polygonun multiflorum para la produccion
de antragquinonas y compuestos fenélicos obteniéndose gran acumulacion de biomasa y
sintesis de bioactivos (83). Los biorreactores conductores de aire influencian en el
crecimiento del cultivo de células de Morus alba interviniendo varios factores como la
aireacion, circulacion de biomasa y la hidrolisis enzimatica endégena los cuales bajo
condiciones apropiadas se obtuvo gran cantidad de biomasa, pero baja cantidad de
metabolitos secundarios estos debido al dafio celular mecénico en el biorreactor y la
posterior hidrolisis enzimatica (75). Los cultivos en suspension demuestran que poseen
altas tasas de crecimiento sin embargo se observa una tendencia a necrosis, ademas el
oscurecimiento en el medio y el tejido indican una correcta liberacion de compuestos

fenolicos en el medio (36).
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d) Callos

Los callos vegetales se cultivan in vitro con reguladores de crecimiento en medios
especificos. Los compuestos bioactivos producidos dependen del medio y del explante.
Un estudio en callos de A. absinthium sugiere que los reguladores NAA y TDZ
promueven la acumulacion de biomasa y fenoles (88). Se evaluaron cultivos in vitro de
Schisandra henryi con diferentes medios, periodos de cultivo y reguladores de
crecimiento. Los microbrotes mostraron mayor produccién de metabolitos que los callos.
S. henryi produjo mayores cantidades de lignanos y acidos fenolicos que otras especies
de Schisandra (90).

Los resultados del estudio muestran una condicion 6ptima para la produccion de
compuestos fendlicos en cultivos de callos de Nepeta binaloudensis. La combinacion de
glutation reducido y 1 B, 2 N increment6 la produccion de compuestos fendlicos, lo que
sugiere su uso en la produccion in vitro de estos compuestos (69). Es comun observar la
utilizacion de hormonas que son utilizadas a diferentes concentraciones tal es el caso de
las auxinas y citoquininas en medio MS basal para establecer cultivos de callos de rapida
proliferacion a partir de explantes y posteriormente obtener un buen crecimiento de los
callos (85).

Los cultivos de callos también tienen algunas desventajas estas pueden ser genéticamente
inestables y pueden perder su capacidad para producir compuestos bioactivos con el
tiempo. Ademas, los cultivos de callos pueden ser dificiles de mantener y pueden requerir
un cuidado y atencion constantes para evitar la contaminacién y el crecimiento excesivo
(85). Los cultivos de callos tienen desventajas, como altos costos y necesidad de mantener
la esterilidad. El escalado para produccién a gran escala es dificil debido a condiciones
precisas y estériles. Hay limitaciones en la produccion de metabolitos, e incluso falta de

produccion en algunos casos (65).

El tipo de explante y la luz afectan las respuestas morfogénicas y la produccion
bioquimica de los callos. Los cotiledones producen mas biomasa, mientras que los callos
de hojas tienen mayor cantidad de polifenoles y flavonoides, pero menos taninos
condensados que los callos de cotiledones (70). En general, los resultados del estudio

indicaron que los callos de algarrobo tienen el potencial de producir compuestos fenolicos
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con actividad antioxidante mejorada que se favorece mediante el cultivo en condiciones

de oscuridad.

Varios factores, como el diametro del difusor, la intensidad de luz, la concentracion de
sacarosa Yy la fuerza de la sal, afectan el cultivo de callos de Rhodiola sachalinensis en un
biorreactor. La duracién del cultivo también es crucial para la produccion masiva de
compuestos bioactivos (82). En otras especies de plantas, la intensidad de luz y otros
factores fisicogquimicos también pueden afectar el crecimiento de los callos y la

biosintesis de metabolitos.

Entonces, los compuestos bioactivos producidos por los cultivos de callos se utilizan en
diversas aplicaciones, como en la produccion de medicamentos, productos cosméticos,
alimentos funcionales y otros productos. Los cultivos de callos son una alternativa
prometedora a la produccion convencional de compuestos bioactivos, ya que se pueden
optimizar las condiciones de cultivo para maximizar la produccién de los compuestos de

interés.

e) Brotes

Los brotes son plantas que se cultivan especificamente para consumo. Estos brotes son
las partes jovenes y tiernas de las plantas que se cosechan antes de que se desarrollen
completamente. Los brotes son ricos en nutrientes y se utilizan cominmente en la cocina
asiatica y en la alimentacion saludable (72). Esta técnica se utiliza cominmente en la
produccion de plantas ornamentales, frutales y hortalizas, asi como en la produccién de
plantas para la investigacion y la cria de mutantes. Los brotes se cultivan en un medio de
cultivo estéril y se pueden multiplicar rapidamente en grandes cantidades (80). Estos
cultivos tienen como caracteristicas principales la capacidad de producir una gran
cantidad de brotes en un espacio reducido, la posibilidad de obtener plantas genéticamente
idénticas a partir de un solo explante y la capacidad de producir compuestos bioactivos

de interés farmacéutico o alimentario (86).
Los biorreactores pueden ser utilizados para producir una gran cantidad de plantas de

manera eficiente y econdmica, los cultivos de brotes multiples pueden ser utilizados en
biorreactores a escala comercial para producir compuestos bioactivos Utiles para las
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industrias farmacéutica y cosmética (78). El sistema de inmersion temporal Plantform ha
tenido éxito en la cultivacion de tejidos vegetales. Es rentable, facil de usar y puede
escalarse a niveles industriales debido a su buena tolerancia, bajo costo y capacidad de

conexion en serie (63).

El biorreactor Plantform se considera el sistema méas ventajoso en términos de
productividad de metabolitos secundarios seleccionados de tres grupos quimicos:
centellosidos, acidos fenolicos y flavonoides. Su productividad en el sistema Plantform
es 2,8 veces, mayor que en los cultivos agitados con elicitores, y 1,2 veces mayor que en
los cultivos agitados de control (79). La columna de burbujas es un biorreactor utilizado
para cultivar brotes. Con un sistema sumergido y un chorro de gas de burbuja, se logra
una alta transferencia de gas y nutrientes, sin dafiar el cultivo debido a un minimo estrés
de corte (66).

En un estudio sobre Dracocephalum forrestii, se cultivaron brotes en biorreactores y
tubos de vidrio utilizando medio Murashige y Skoog con 0,2 mg/L de BAP y 0,2 mg/L
de IAA. Los brotes cultivados en biorreactores mostraron un mayor crecimiento y
acumulacion de biomasa, resultando en una mayor produccién de metabolitos bioactivos
como el acido rosmarinico y el acido salvianélico (73). En un estudio con cultivos de
Maqui en biorreactores de inmersion temporal fotomixotroficos, se evaluo el efecto de
diferentes concentraciones de ABA en la induccion de fenilpropanoides. Los tratamientos
con 1 mg/L y 2 mg/L de ABA mostraron una mayor produccién de fenilpropanoides

segun los valores de absorbancia a 320 nm (67).

3.5. Configuraciones mas utilizadas

Los costos de procesos muchas veces son la principal causalidad de la configuracion de
los biorreactores que se utilizan para la produccion de biomasa, en tal sentido el disefio y
la operatividad optima juegan un papel determinante (103). Las configuraciones comunes
de biorreactores utilizados comercialmente consisten en biorreactores de tanque agitado
(STR), biorreactor Airlift (ALB), columna de burbujeo (BC), biorreactores de niebla o
aspersion de nutrientes y sistemas de inmersion temporal (TIB), la actividad metabodlica
y la cinética de los cultivos ademas de los costos de operacion junto con la flexibilidad

del manejo condicionan la seleccion del biorreactor asimismo se debe considerar las
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condiciones operativas tales como temperatura, pH, mezclado, asepsia, aireacion y el
grado de escalabilidad. La Tabla 4 muestra algunas caracteristicas, ventajas y desventajas

de estos biorreactores.

3.5.1. Comparacion de configuracion de biorreactores comunmente
utilizadas para el cultivo de células vegetales

A continuacion se presentan las configuraciones mas utilizadas, una representacion
esquematica la descripcion y las ventajas y desventejas de su uso para la produccion de

compuestos bioactivos polifenolicos

a) Columna de burbujas

’/_‘ = i / Ventajas \

Alta tasa de transferencia de
=) oullet ;

gas y nutrientes, costos de
produccion  mas  bajos,
agitacion no metalica, lo que
reduce el estrés de corte,
mayor  producciéon  de
biomasa en comparacion con
otros tipos de biorreactores,
Medio de cultivo menor consumo de sustrato.

liquido \(12) /
/ Desventajas \

/ Descripcion \

El biorreactor de columna es
un tipo de reactor cilindrico de
multiples fases que utiliza un
sistema de cultivo sumergido
equipado con un chorro de gas
de burbuja en el sistema N
Lo S Burbujas de gas

liquido o suspension liquido- N
solido. Las burbujas se

utilizan para mezclar, circular
y airear nutrientes en el medio
de cultivo con un minimo de
estrés de corte para no dafiar el

Altas tasas de flujo de gas,
capacidades de transferencia
de oxigeno deficientes y
fluidos altamente viscosos,

formacién  excesiva de
espuma, la mezcla de los
Medio de cultivo fluidos puede ser deficiente,

lqudo lo que complicaria aun mas

\Ias cosas (12) /

\cultivo. (66) /

Figura 9. Representacion esquematica del biorreactor de columna de burbujas, su
descripcion, sus ventajas y desventajas (12).
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b) Airlift

/ Ventajas \

Baja velocidad de aireacion: esto
evita el estrés mecanico en las
células, circulacién de liquido
permite una mezcla homogénea de
los componentes del cultivo, se
puede escalar facilmente, el
biorreactor airlift es relativamente
econémico, facil mantenimiento

\&2 /

(as
outlet

4 )

Descripcion
El aire se introduce en la parte
inferior del recipiente y se
eleva a través de un tubo
central, creando una corriente
ascendente que arrastra el
liquido hacia arriba. Este tipo

de biorreactor es preferible (] )Tprd?' / ) \
para la  produccion  de aspiracion ~ Desventajas

estilbenoides a partir de ‘ Limitaciones en la densidad
cultivos celulares de Morus J celular: - debido a la baja
alba debido a su baja ol s velocidad de aireacion, dificultad
velocidad de aireacion y su ) g f para controlar la temperatura
capacidad para evitar el estrés ) debido a la circulacién de liquido
mecénico en las células (75). _ ‘ y aire, requerimientos de
UL OHL energia: requiere mas energia
para mantener la circulacién de
\ / ) liquido y aire en comparacion

Sparger con otros tipos de biorreactores

\" Y,

Gasinlet—=p ||

m

Figura 10. Representacion esquematica del biorreactor airlift, su descripcion, sus
ventajas y desventajas (75).
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c) Biorreactor de tanque agitado

Sistema de
rotacion
Alimentacion gﬁ"g"’ de
de medio
- ~ Temperatura
_ Descripeitn Alimentacion
El sistema consiste en un )
tanque  agitado  que de aire
contiene el medio de
cultivo y las células, y se
agita constantemente para
asegurar una distribucion
uniforme de nutrientes y Tanque de
oxigeno en todo el sistema.
Ademés, se proporciona rector
aireacion continua para
mantener las células en un
ambiente Optimo para su
crecimiento y produccion
de metabolitos (36). Pa_leta, qe
\_ J agitacion

/ Ventajas \ / Desventajas \

La aireacion continua proporciona un ambiente 6ptimo Mayor control y monitoreo de las condiciones de
para el crecimiento y produccién de metabolitos, el cultivo, la necesidad de equipos especializados y
biorreactor STR es facilmente escalable permite un la posibilidad de contaminacion del cultivo.
control preciso de las condiciones de cultivo, como la Ademas, el costo de adquisicion y mantenimiento
temperatura, pH y concentracion de nutrientes, lo que de un biorreactor puede ser alto, lo que puede
permite optimizar el crecimiento y produccion de limitar su uso en algunos entornos de

kmetabolitos (36). / \investigacién o0 produccién (36). /

Figura 11. Representacion esquematica del biorreactor de tranque agitado, su
descripcion sus ventajas y desventajas. (55)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




s . UNIVERSIDAD

{\"‘/' [

REPOSITORIO DE i 7 fi"CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

d) Biorreactor de niebla

Suministro

:—. de

nutnentes

Alre et

{

~—_ é B, p Bouila de

| pulverizacion

/ Ventajas \

Ambiente estéril y autocontenido

que capitaliza los sistemas de flujo
/ Descripcion \ de  nutrientes  liquidos o

Este biorreactor se caracteriza por liquidos/aire de entrada y salida,
tener un sistema de alimentacion mayor acumulacién de biomasa

de nutrientes liquidos que se rocia seca y los mayores rendimientos

sobre las células o tejidos en de  acidos  fendlicos  en
crecimiento, se compone de una comparacién con otros tamafios de

bomba peristaltica que suministra \frascos de cultivo (55). /

nutrientes liquidos a través de una

boquilla de pulverizacion, tiene un

sistema de aireacion  que

proporciona oxigeno a las células / ]

Qtejidos en crecimiento (55). / Desventajas

Crecimiento continuo de las raices
transformadas, requiere
configuracion  especial  para
compensar la naturaleza

heterogénea,  estructurada vy
entrelazada de las raices fibrosas.
inversion inicial significativa en
equipo y tecnologia (55).

—_—

Outlet—p |

|
—

Figura 12. Representacion esquematica del biorreactor del biorreactor de niebla, su
descripcion, sus ventajas y desventajas. Adaptado de (55).
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e) Biorreactor de inmersion temporal

/ Descripcion

El sistema de inmersion
temporal permite una buena
tolerancia de las plantas, es
econdmico y facil de usar, y Emfada
puede ser escalado a niveles

industriales gracias a la de aire

posibilidad de conexion en byt
serie. El biorreactor tiene FI|U0$
una tapa de polipropileno
con anillo de silicona para
su aislamiento interno y se
regula la aireacion y el
periodo de inmersion del
cultivo  mediante  dos
bombas de aire conectadas
con tubos de silicona (63).

N /

U

cultivo

K Ventajas \ / Desventajas \
Permite la automatizacion y la estandarizacion de Este biorreactor puede presentar problemas de
los procesos de cultivo, ofrece la posibilidad de crecimiento como la hiperhidricidad o si las
monitorear y ajustar las condiciones de cultivo en plantas estan completamente sumergidas en el
diferentes etapas, es economico y facil de usar, medio durante demasiado tiempo, factores como
escalado a niveles industriales gracias a la la frecuencia de inmersion y la duracién del
posibilidad de conexion en serie, permite la contacto con el medio, optimizacién especifica
independencia de las condiciones climéticas y para cada especie (63).

Qeogréficas (63). J \ J

Figura 13. Representacion esquematica del biorreactor de inmersion temporal, su
descripcion, las ventajas y desventajas.

En la revision sistematica se encontré que en 7 documentos cientificos la configuracion
utilizada fue el biorreactor Airlift y en otros 7 los biorreactores de inmersion temporal
para la produccion de compuestos bioactivos polifenolicos a partir de tejidos vegetales,
siendo ambas configuraciones las més utilizadas en la revision. Cabe destacar que
independientemente del uso de biorreactores también se usaron matraces, placas petri y
tubos de ensayo utilizando tanto medios de cultivo s6lido como liquido en otros
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documentos cientificos para determinar la presencia de compuestos fendlicos y en
algunos casos la acumulacion de estos.

Los biorreactores airlift permiten un control preciso del ambiente de cultivo, los
biorreactores airlift tienen un sistema de control de espuma incorporado que pueden
reducir la cantidad de espuma generada y mejorar la eficiencia del proceso, pueden
mejorar la calidad del producto final al aumentar la produccion de compuestos activos y

antioxidantes en las raices adventicias (58).

El biorreactor de burbuja tipo globo fue beneficioso para la produccion de biomasa y
compuestos bioactivos en cultivos de raices adventicias de Morinda citrifolia. La tasa de
aireacion, densidad de inoculacion y fuerza de la sal del medio MS afectaron la
produccion, y una tasa de aireaciéon de 0.3 vvm se determin6 como éptima (78). El uso
de este biorreactor ofrece ventajas como crecimiento rapido, alta acumulacién de
metabolitos y produccidn estable, lo que reduce costos y tiempo de produccién y mejora

la calidad del producto final.

El biorreactor de inmersion temporal RITA es eficiente y requiere menos medio de
cultivo, lo que reduce costos y desperdicio. Su sistema de dosificacion de presion permite
un suministro preciso de nutrientes. Ha demostrado eficacia en la produccion de
compuestos fendlicos y lactonas sesquiterpénicas, siendo una herramienta valiosa para la
produccion de metabolitos secundarios (62). Los biorreactores de inmersion temporal
RITA y Plantform son utilizados para la produccion de biomasa y compuestos fenolicos.
En estudios con brotes de Centella asiatica, se encontro que el sistema Plantform es méas
ventajoso en términos de productividad de metabolitos secundarios, permitiendo la

combinacién de multiples biorreactores y con un mayor volumen de trabajo (70).

3.6. Ingenieria de biorreactores

Los ingenieros biotecnélogos que disefian u optimizan tecnologias de biorreactores deben
considerar el efecto de las condiciones de operacion en la compleja interaccion entre los
fendmenos de transporte, la termodinamica, la cinética de crecimiento, la actividad
metabdlica y el mantenimiento de los cultivos celulares vegetales. Basados en esto, deben

proponer metodologias para transferir la informacion observada en cultivos en frascos a
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escalas més grandes de biorreactores. Algunas condiciones operativas son criticas porque
pueden provocar una disminucion en la biomasa, una baja produccién de compuestos

bioactivos o una pérdida de viabilidad celular.

En la Tabla 4 se clasificaron los diferentes modelos de operacién y condiciones de los
biorreactores que se utilizan para la produccién de compuestos bioactivos a partir de

tejidos vegetales.

Tabla 4. Condiciones utilizadas en los biorreactores y los modos de operacion.

Tipo de Disefio de Modo de Condiciones de operacion Referencia
cultivo biorreactor operacion (temperatura, fotoperiodo,
aireacion)
Suspension STR Batch 25+ 1 °C, oscuridad, 0.501.5 (81)
celular de L/min.

Scrophularia
striata
Suspension STR Batch 25 °C, oscuridad, 0.5 mL/min (64)

celular de

Scrophularia

striata
Callos de STR Batch 23 £ 1 °C, fotoperiodo de 17 (36)
Verbena horas luz y 24 horas oscuridad,
officinalis 0.5 vwm
Lineas STR Batch 26 + 2 °C, 16 horas de luz, 0.1 (74)
celulares de vvm
Buddleja
cordata
Brotes de Biorreactor de Batch 16 horas luz 8 horas de oscuridad (73)
Dracocephalum niebla
forrestii
Raices peludas, Biorreactor de - 25+2°C (55)
Leonurus niebla
Sibiricus L.
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Continuacion de tabla 4

Tipo de Disefio de Modo de Condiciones de operacion Referencia
cultivo biorreactor operacion (temperatura, fotoperiodo,
aireacion)
Brotes de Musa Columna de Continuo 25 °C, 24 horas de luz, ImL/sy 2 (66)
acuminata burbujeo ml/s
Raices Airlift Batch 24 + 1 °C, condiciones oscuridad (8)
adventicias, total 0.1 vvm
Polygonum
multiflorum
Raices Airlift - 24 + 1 °C, condiciones de (68)
adventicias de oscuridad, 0.1 vvm,
Rehmannia
glutinosa
Raices Airlift Batch 0.1 vwm (84)
adventicias de
Eurycoma
longifolia
Raices Airlift Batch 25 °C, oscuridad, 0.1 vvm 92)
adventicias de
Hypericum
perforatum
Callos de Airlift Batch 25 £ 2 °C con un fotoperiodo de (82)
Rhodiola 16 horas bajo luz fluorescente
sachalinensis blanca,
Raices Airlift Batch 23+ 2 °C, oscuridad, 0.05a 0.3 (87)
adventicias, vvm
Morinda
citrifola
Callos de Airlift - 0.10 L/min to 0.4 L/min (75)
Morus alba

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA ;
DE SANTA MARIA

Continuacién tabla 4

Tipo de Disefio de Modo de Condiciones de operacion Referencia
cultivo biorreactor operacion (temperatura, fotoperiodo,
aireacion)
Brotes de TIBs Batch y 26 + 2 °C, bajo un fotoperiodo de (63)
Salvia viridis fed-batch 16 h con luz artificial.
L.
Brotes de TIBs - 25+2°C, 16 horas de luzy 8 (79)
Centella horas de oscuridad, 1 vwmy 5
asiatica min/90 min.
Brotes de TIBs Fed-batch 25 £ 2 °C, 12 horas de luz (67)
Aristotelia
chilensis
Brotes de TIBs Fed-batch 26 + 2 °C, bajo un fotoperiodo de (72)
Dracocephalum 16 horas luz
forrestii
Brotes de TIBs - Fotoperiodo de 8 horas (80)
Saccharum
officinarum
Brotes de TIBs - 26.0 £ 0.5 °C, Irradiacidn total de (86)
Bacopa 36 pmol/m?/s durante 16 h de
Monniera fotoperiodo, 10 % v/v de
aireacion
Brotes de Rosa TIBs batch 24 + 1 °C, fotoperiodo de 16 (78)

Rugosa

horas proporcionado por luz
fluorescente blanca fria (60

pmol/m?/s) 0,1 vvm.

En la Tabla 4 el VVM es una medida en biorreactores que es utilizada para expresar la

velocidad de suministro de aire o gas al medio de cultivo, crucial para mantener niveles

de oxigeno adecuados. Es esencial para el crecimiento y produccion de células y

compuestos bioactivos, expresado como cantidad de aire o gas por unidad de volumen y

tiempo (generalmente minutos) (104).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

Una unidad de medida que indica el flujo volumétrico de liquido en un minuto es L/min.
En biorreactores, se utiliza para medir el flujo de aire 0 gas que suministra oxigeno a las
células del cultivo. Es esencial para controlar la transferencia de masa y asegurar un
crecimiento adecuado de las células y la produccion de metabolitos. Ademas, el flujo de
aire afecta la mezcla y homogeneidad del medio de cultivo en el biorreactor, y puede
ajustarse segun las necesidades del cultivo y el biorreactor utilizado (105). En resumen,
VVM se refiere a la velocidad de aireacion volumétrica en un biorreactor mientras que
L/min, se refiere a la medida del flujo de gas suministrado, que se puede ajustar para

proporcionar la velocidad de aireacion deseada (106).

La medida de intensidad de luz sefialada en la Tabla 4 pmol/m2/s es, en fotobiorreactores
utilizada para evaluar la tasa de fotosintesis en microalgas. Es esencial para asegurar una
iluminacién adecuada en la produccion de compuestos bioactivos, siendo afectada por

factores como la luz, temperatura, CO2 y nutrientes (107).

3.7. Efecto de las variables operativas en el rendimiento del biorreactor

De acuerdo con la Tabla 5 el modo de operacion para la produccién de compuestos
bioactivos a partir de tejidos vegetales en biorreactores fue el batch y en menor medida
el fed-batch y con las condiciones de operacidn estrictamente aerdbicas. En todos los
procesos se utilizaron fotoperiodos El fotoperiodo es muy importante en el cultivo ya que
proporciona las condiciones de luz adecuadas para el crecimiento del tejido que se utiliza
para la produccion de los compuestos bioactivos. En las siguientes secciones describimos

las variables operativas y su efecto en el rendimiento del biorreactor

3.7.1. Temperatura

La temperatura es crucial para el cultivo de células y la produccion de metabolitos. El
aumento de la temperatura puede causar envejecimiento prematuro y reducir el
rendimiento, es asi como se utilizd6 una temperatura de 26 + 2 °C determinada
anteriormente por experimentacion, para optimizar el crecimiento y la produccion de

metabolitos en la linea celular CSCBc (64).
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Sin embargo, la temperatura también puede actuar como un estimulo abidtico en algunos
casos. En biorreactores, la temperatura generalmente se mantiene en un rango de 23 a
28°C Como se puede observar en la Tabla 5, aunque la mayoria de los estudios revisados
han fijado la temperatura en 25 = 1 °C. Para controlar la temperatura, se utilizan sondas
de temperatura conectadas a biocontroladores o dobles chaquetas que transfieren calor
para activar reacciones metabolicas o enfriar el biorreactor debido al calor generado por
las reacciones, estos controladores de temperatura se dan en su mayoria en los
biorreactores STR (81)(74). Los documentos acerca de los biorreactores de niebla no
proporcionan informacion especifica sobre como se control6 la temperatura. Sin
embargo, si menciona que las células se cultivaron en una atmoésfera humidificada con 5
% de CO2 y que el experimento se realizo a 25 = 2 °C (55)(73). Se puede suponer que la
temperatura se control6 dentro de este rango utilizando equipo de laboratorio estandar,
como incubadoras de CO,, cdmaras de temperatura controlada o termostatos que

mantuvieron la reaccién a temperatura constante.

< Sonda de
temperatura

Controlador de —
— temperatura »

Recipiente
con doble
camisa

Figura 14. Métodos empleados para el control de temperatura en biorreactores,
utilizando sondas de temperatura y recipientes con doble camisa para transferir calor
y regular las reacciones metabodlicas y el enfriamiento del biorreactor (81).

En los biorreactores airlift desafortunadamente, los documentos no indican
explicitamente la informacién especifica sobre codmo se control6 la temperatura en el
biorreactor. Sin embargo, es una practica comun controlar la temperatura en los
biorreactores mediante un sistema de control de temperatura que incluye un sensor de
temperatura, un sistema de calefaccion o refrigeracién y un controlador que regula la
temperatura en funcién del punto de referencia. El sistema de control de temperatura
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mantiene la temperatura dentro de un rango especifico que es 6ptimo para el crecimiento

del cultivo.

En los biorreactores de inmersion temporal, el control de la temperatura se logra
utilizando luz solar natural y tubos fluorescentes blancos frios. Se mantuvo una
temperatura de cultivo de 25 + 2 °C con una intensidad de luz de 100 pmol/m?/s (67).

En el cultivo de brotes de Salvia viridis en TIBs, no se proporciona informacion explicita
de como se control6 la temperatura en el biorreactor. Sin embargo, menciona que los
cultivos fueron sembrados en camara de crecimiento a 26 + 2 °C, 80-90 % de humedad,
bajo un fotoperiodo de 16 horas en luz artificial (lamparas fluorescentes; 40 pm m2). Es
posible que la temperatura se controlara utilizando la camara de crecimiento y la fuente
de luz artificial (63). Otro estudio no brinda detalles especificos sobre el control de
temperatura en el TIB. Sin embargo, menciona que los biorreactores se esterilizaron con
vapor a 120 °C durante 20 minutos antes de su uso. También se mencionan condiciones
de temperatura y luz para los cultivos, aunque no esta claro si se controlaron

especificamente en el biorreactor (79).

3.7.2. Luz

La luz afecta el crecimiento, morfogénesis y produccion de metabolitos en cultivos in
vitro. La especie, etapa de crecimiento, tipo y duracién de la exposicion a la luz son
factores que influyen en la respuesta fisioldgica de los cultivos (11). La mayoria de los
cultivos de plantas se exponen a un fotoperiodo de 12/16 horas luz/oscuridad, aunque
también se han informado exposiciones a la oscuridad total y a la luz continua, la luz es
un factor clave a considerar en el disefio y la optimizacion de los biorreactores para la

produccion de compuestos bioactivos (108).

El fotoperiodo de 16/8 h (dia/noche) se utilizo para promover el crecimiento de plantulas
de Rosa rugosa. El fotoperiodo adecuado influye en el desarrollo, metabolismo y
produccion de metabolitos secundarios. Es un factor crucial a considerar en la produccion
de cultivos (78). Las condiciones aerdbicas son necesarias para el crecimiento de los
cultivos de tejidos vegetales, ya que requieren oxigeno para la respiracion y la produccion
de energia, en algunos casos de utiliza grandes volimenes de aireacién dependientemente
de la cantidad de medio de cultivo (86). Se utilizé una iluminacion ciclica de 17/24 horas
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a una temperatura de 23 + 1 °C y una intensidad de luz de 88 + 8 mol m?2 s? en la
produccion de biomasa de Verbena officinalis. Los experimentos demostraron que
optimizar el fotoperiodo mejord la produccion selectiva de verbascosido y acidos

fenolicos bioactivos en la biomasa (36).

Se utiliz6 un ciclo de luz blanca (400-700 nm) y oscuridad (16/8 h) en un biorreactor para
mejorar la sintesis de fitoquimicos en cultivos de callos de plantas medicinales. Esta
estrategia de elicitacion abiotica mediada por luz controld la produccion de compuestos
derivados de los fenilpropanoides a afectando la actividad enzimatica clave en la ruta
metabdlica de estos (109). Para preservar los metabolitos sensibles a la luz, los cultivos
de raices adventicias de H. perforatum se mantuvieron en total oscuridad en el biorreactor.
Del mismo modo, las raices adventicias de Rehmania glutinosa son sensibles a la luz, por
lo que se cultivaron en la oscuridad para asegurar una alta produccion de biomasa y
metabolitos estables.(91)(68).

3.7.3. pH

El pH es crucial para el crecimiento y produccion de metabolitos en cultivos de células
vegetales. Es necesario mantener un equilibrio adecuado de acidez/alcalinidad para evitar
la lisis celular. Cambios bruscos pueden afectar la absorcién de nutrientes y provocar
variaciones o pérdida de produccion de metabolitos (110). En el caso especifico de la
produccion de glicosidos de feniletanoides en Scophularia striata, se logré mantener un
pH de 4,8 mediante la adicion automatica de alicuotas de NaOH (0,5 mol/L) o HCI (0,5
mol/L) durante el cultivo (81).

El pH en la produccion de biomasa y compuestos bioactivos de Morinda Citrifolia se
mantuvo de 5,0 - 6,0 para el crecimiento de las raices, pH 7 para la extraccion enzimatica
y la acidificacion citoplasmatica, es posible que los investigadores indujeran la
acidificacion citoplasmatica agregando un agente acidificante al medio de cultivo o
manipulando el pH del medio (87).

La relacion NH4*: NOs afecta el crecimiento y la acumulacion de compuestos bioactivos

en brotes de R. rugosa. Los resultados mostraron que el nitrato fue méas beneficioso que

el amonio para el crecimiento y la acumulacién de metabolitos. La alta concentracion de
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amonio acidifico el medio e inhibid la captacion de nutrientes, lo que causo estrés en las
plantas y aumento los flavonoides totales. Por lo tanto, el estudio sugiere que la relacion
NH4*: NOs™ afecta el crecimiento y la acumulacion de compuestos bioactivos de los brotes
de R. rugosa (78).

3.7.4. Agitacién

Los mecanismos de transporte controlan la produccién de compuestos bioactivos y
biomasa en los biorreactores, influyendo en la distribucion de sustratos y eliminacion de
productos. La dindmica de fluidos y la mezcla en operaciones por lotes evitan el
agotamiento local de sustratos como el oxigeno (111). La capacidad de transferencia de
oxigeno (OTR) variara dependiendo de la configuracion del biorreactor. A pesar de que
los STR exhiben una mejor OTR, tienen algunas restricciones relacionadas con la
dispersion del gas a traves del recipiente, ya que la mayor transferencia se produce cerca

del agitador, reduciendo la concentracion de oxigeno disuelto en el medio acuoso (112).

La eleccion de un difusor adecuado en un biorreactor tipo airlift es crucial para el éxito
del cultivo celular. La agitacién adecuada mejora la transferencia de masa y oxigeno, lo
que aumenta el crecimiento celular y la produccion de metabolitos. EI didmetro del
difusor de aire puede afectar la transferencia de oxigeno y la produccion de metabolitos
(82). La aireacion a alta velocidad en un biorreactor reduce la acumulacion de
mulberrosido A, mientras que la baja velocidad favorece la produccién de estilbenoides
en cultivos celulares de M. alba. Sin embargo, el tamafio y la forma del biorreactor limitan

la tasa de flujo de aire 6ptima y afectan los niveles de estilbenos (75).

Se utilizé una velocidad de agitacion de 110-170 rpm en un biorreactor STR para
optimizar la produccion de PeG en cultivos de Scrophularia striata. La tasa de flujo de
aire, los regimenes de aireacion y la velocidad de agitacion influyeron en el crecimiento
celular, el metabolismo y la produccién de PeG (36).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

La agitacion en el biorreactor afecta el crecimiento y la produccion de metabolitos
secundarios. La velocidad y el tipo de biorreactor influyen en las fases, los pardmetros de
crecimiento y la produccién de metabolitos. Altas velocidades de agitacion pueden
reducir el crecimiento, los metabolitos y la viabilidad celular (74). La velocidad de
agitacion afecta el crecimiento y la produccion de metabolitos secundarios. Bajas
velocidades pueden causar baja oxigenacién y agregacion celular. En un estudio con
Buddleja cordata, la velocidad de agitacion y el tipo de biorreactor influyeron en el
crecimiento y la produccion de metabolitos. La mejor produccion se observo a 400 rpm

en un biorreactor de 2 L con difusor anular (74).

— T | D
] | L[] pes

Figura 15. Tipos de agitacion en los encontrados en los estudios. A agitacion mecanica
B agitacion neumatica columna de burbujas C agitacion neumatica airlift D
inmersion temporal.

Los biorreactores de inmersion temporal sumergen brevemente el material vegetal en el
medio liquido, mejorando la absorcion de nutrientes y el intercambio de gases. La
frecuencia y duracion de la inmersion se adaptan a las necesidades de cada especie vegetal
cultivada (79). En un experimento de perfiles fendlicos, se aplicé un método en el que los
explantes se sumergieron en el medio de cultivo cada 3 horas durante 2 minutos, durante
30 dias. Esta técnica mejord la multiplicacion de brotes al permitir la absorcion de
nutrientes en toda la superficie del explante y restablecer el intercambio planta-aire una
vez retirado el medio de cultivo (80). Entonces podemos inferir de los estudios de TIBs
gue no se da como tal una agitacién, pero la transferencia de oxigeno y masa se da
mediante el contacto del tejido o plantula con el medio mediante intervalos de inmersion
que mejora ambas transferencias y por lo tanto la produccién de biomasa y en
consecuencia mejores rendimientos de compuestos bioactivos.

Los biorreactores de columna de burbujas también pueden experimentar agotamiento de

oxigeno, aungue la transferencia de oxigeno es mas notable cerca del sparger y es mayor
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a los STR. El tiempo de agotamiento depende de la concentracion de oxigeno fuera del
area del sparger (113). El biorreactor de columna de burbujas tiene agitacion no metalica
para un suministro constante de oxigeno. Sin embargo, los brotes no se sumergen por
completo en el medio, lo que requiere mas energia para transferir nutrientes al tejido

meristematico en contacto directo con el medio. (66).

La agitacion mostré diferencias significativas entre los sistemas de produccion de
biomasa en estudio. El tipo de recipiente y sistema de cultivo afecta la composicion
gaseosa Yy el contenido de oxigeno en el medio. El biorreactor CIB con 0,1 vwm de
aireacion logroé la méaxima acumulacion de biomasa (78). Por lo tanto, la tasa de
crecimiento celular y la tasa de consumo de sustrato dependen en gran medida de las
resistencias fenomenos de transporte y de los tiempos caracteristicos involucrados en

cada configuracion de biorreactor.

3.8. Rendimiento de los biorreactores

Se estudiaron varios TIB para el analisis in vitro de la respuesta de los brotes de pifia a la
salinidad y la sequia, asi como para la micropropagacion y mutagénesis de la cafia de
azlcar. Se encontr6 que el TIB es versatil, rentable y reproducible, y mejord
significativamente las tasas de multiplicacion de brotes (80). El sistema CIB y TIB
produjeron la biomasa mas alta de Rosa Rugosa, multiples brotes cultivados en el sistema
CIB dieron como resultado la acumulacion de 39,21 mg/g de peso seco de fenoles totales
y 13,28 mg/g de flavonoides totales. La productividad de fenoles y flavonoides totales

fue mas alta en los brotes cosechados del sistema CIB (78).

El metil jasmonato en el biorreactor de inmersion temporal Plantform aumentaron la
acumulacién de compuestos en cultivos de Centella asiatica. Plantform fue el mas
productivo, con incrementos significativos en centellosidos, &cidos fenolicos vy
flavonoides en comparacién con los cultivos agitados de control (79). El sistema de
cultivo en lotes de tres semanas fue el mas eficiente para la produccion de compuestos
fendlicos y feniletanoides en brotes de Salvia viridis en un biorreactor. El &acido
rosmarinico (RA) y el verbascésido (VB) fueron los compuestos predominantes en todos
los extractos, con un contenido de RA un 20 % mayor en el sistema de cultivo en lotes de
tres semanas que en los brotes cultivados durante dos semanas, y un contenido de VB de
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9,80 mg/g de peso seco (63).

Los brotes cultivados en el biorreactor RITA mostraron la mayor produccion de
compuestos fenolicos totales, mientras que el cultivo en el biorreactor de niebla en
plantulas de Dracocephalum forrestii tuvo el contenido més alto de compuestos en peso
seco. Estos sistemas favorecieron el desarrollo de biomasa y compuestos fendlicos (72).
El aumento de la sal en el medio de cultivo promovid la acumulacion de salidrosido en
callos de R. sachalinensis. La concentracion de 1 x MS fue optima para la produccion de
polisacéridos y flavonoides, mientras que 0,5 x MS fue adecuada para la produccion de
fenoles. Estos hallazgos son tiles para optimizar la produccién de compuestos bioactivos

en plantas medicinales (82).

El cultivo en biorreactores mostr6 mejores resultados en la produccién a gran escala de
raices adventicias de E. longifolia en comparacion con los frascos agitados. Se logré una
mayor produccion de biomasa, fenoles y flavonoides, alcanzando valores de 38.59 mg/L
y 11,27 mg/L de medio, respectivamente, con una relacion NH4s™: NOs™ de 15:30 (84). El
sistema de biorreactor de inmersion continua (CIB) produjo la biomasa més alta, seguido
por el sistema de biorreactor de inmersién temporal (TIB). Multiples brotes cultivados en
el sistema CIB dieron como resultado la acumulacion de 39,21 mg/g de peso seco (PD)
de fenoles totales y 13,28 mg/g de flavonoides totales (91). La productividad de fenoles
y flavonoides totales fue méas alta en los brotes cosechados del sistema CIB. La
produccion eficiente del metabolito secundario acteosido se logré al aplicar los elicitores
MeJa y SA en raices adventicias de R. glutinosa. El sistema de produccion escalable
desarrollado aumentd significativamente la biosintesis de acteosido en comparacién con

el sistema de frascos (68).

Se presentan los valores de produccion de compuestos fendlicos en varios cultivos de
raices adventicias de plantas, incluyendo Polygonum multiflorum. Se encontré que la
produccidn de compuestos fenolicos fue similar en diferentes tamafios de biorreactores.
Ademas, se observé una alta capacidad antioxidante en los extractos de sus raices
adventicias (8). El biorreactor mostré un rendimiento superior en la produccién de
feniletanoides, con un aumento significativo en la produccién de acteosido y echinacosido
en comparacion con los frascos agitados. La concentracion de acteosido fue tres veces
mayor y la concentracién de echinacosido aumentd 1.36 veces. Ademas, la biomasa
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celular fue similar en el biorreactor y los frascos agitados (81).

La biomasa celular maxima fue similar en el biorreactor y los frascos agitados (15,64 g/L
de peso seco vs. 14,16 g/L de peso seco). El contenido de acteosido en el biorreactor fue
tres veces mayor (1404,20 ug/g de peso seco) que en los frascos agitados (459,71 pg/g de
peso seco). Sin embargo, la concentracion de echinacosido disminuy6 en el biorreactor,

mientras que aumentod en los frascos agitados (1973,03 pg/g de peso seco) (64)

Se obtuvieron cantidades mé&ximas de verbascosido (9,18 %) y una cantidad alta de
isoverbascdsido (0,34 %) en el biorreactor de tanque agitado con cultivo de Verbena
Officinalis, se identificaron también seis acidos fendlicos en los extractos de biomasa de
cultivos de suspension y cultivos de agar (36). En general, los resultados sugieren que los
cultivos mantenidos en biorreactores podrian ser una fuente valiosa de compuestos

bioactivos alternativos a la planta madre cultivada in vivo.

El biorreactor de columna de burbuja se evalu6 en términos de crecimiento de la planta y
biomasa. El flujo de 1 ml/s mostré un mayor aumento en la biomasa, 1,9 veces mayor que
el peso inicial en 14 dias. Concluimos que el crecimiento y produccién de antioxidantes
en el biorreactor fueron mejores a 1 ml/s que a 2 ml/s (66). El estudio encontré que el uso
de un biorreactor de 5 L de niebla resulto en el mayor aumento de peso seco (20.83 g/L)
y los rendimientos mas altos de acidos fendlicos (&cido clorogénico 448 mg/L y &cido
cafeico 302 mg/L) en las raices transgénicas de Leonurus sibiricus (55). RITA mostré la
mayor produccion de compuestos fenolicos totales (239,5 mg/L), mientras que el
biorreactor de niebla produjo la mayor cantidad de compuestos en peso seco. Los

resultados pueden variar segun las condiciones de cultivo y la planta utilizada (73).

3.9. Produccion de compuestos bioactivos en matraces

En un estudio, se analizd la capacidad biosintética de Schisandra henryi mediante cultivos
in vitro con diferentes condiciones y reguladores de crecimiento. Se encontrd que los
cultivos in vitro produjeron méas metabolitos secundarios que las hojas de la planta
original, lo que ofrece posibles aplicaciones en la industria farmacéutica y nutracéutica
(90).
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El estudio evalud el efecto del thidiazuron (TDZ) en cultivos de callos de Artemisia
absinthium. Se encontr6 que una concentracion de 1,0 mg/L de TDZ y 1,0 mg/L de NAA
resultaron en la mayor produccion de biomasa fresca y seca, asi como en un contenido
mas alto de compuestos fenodlicos y actividad antioxidante en los callos. Esto sugiere el
potencial de los cultivos in vitro de A. absinthium para la produccién de compuestos
fendlicos medicinales (88). Ademaés, el estudio encontré que la acumulacion de
compuestos fendlicos y la actividad antioxidante dependen de la concentracion vy el tipo

de reguladores del crecimiento de plantas utilizados, asi como de la edad del callo.

El estudio examino la produccion de biomasa y metabolitos secundarios en Rosa rugosa
durante el cultivo in vitro y la aclimatacion ex vitro. Una concentracion de 4,4 uM de BA
promovid el crecimiento de brotes y los brotes de un afio cultivados ex vitro tuvieron un
mayor contenido de fenoles y flavonoides. Las plantas jovenes, cultivadas in vitro y
aclimatadas, produjeron niveles méas altos de metabolitos secundarios que las plantas
adultas en campo. El estudio desarroll6 un protocolo de regeneracion de plantas y evalud
cambios en el crecimiento y compuestos bioactivos durante la aclimatacion. Las plantas
jévenes cultivadas in vitro y aclimatadas produjeron niveles mas altos de metabolitos

secundarios en comparacion con las plantas adultas en campo (92).

El estudio investigd formas de mejorar el crecimiento y la produccion de compuestos
fendlicos en cultivos de callos de Rhodiola rosea L. Se encontr6 que la proporcion
NH4s*/K* y la concentracién de NOs influyen en el crecimiento y produccion de
compuestos fendlicos, y el uso de un elicitor aumenté su produccion. También se
discutieron métodos para mejorar la produccion de compuestos bioactivos en plantas de
Rhodiola, como biorreactores, cultivos de callos y la optimizacion de medios y

reguladores del crecimiento.(65)

Se investigd el efecto del explante y la luz en la produccion de compuestos antioxidantes
en cultivos de callo de Ceratonia siliqua. Se observé que los cotiledones generaron mas
callo, mientras que las hojas produjeron mayor cantidad de polifenoles y flavonoides. La
luz increment6 los taninos condensados, pero redujo la actividad antioxidante (70).
Investigadores desarrollaron cultivos de callos eficientes y ricos en antioxidantes
fenolicos en Jasminum malabaricum. Utilizando concentraciones especificas de auxinas

y citoquininas en explantes de hojas, se logré obtener una mayor cantidad de
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antioxidantes fenolicos. Estos cultivos de callos mostraron una actividad antioxidante
significativa y contenian més fenoles totales que las hojas y tallos. El estudio propone un
método rentable y productivo para la extraccion de antioxidantes fendlicos a partir de
cultivos de callos de J. malabaricum (85).

El estudio busco aumentar la produccion de compuestos fenolicos en Dionaea muscipula,
una planta carnivora, mediante el uso de agitacion rotatoria y elicitores bidticos. Se
encontré que el cultivo en medio liquido con agitacion rotatoria generéG mayor
acumulacién de compuestos fenolicos en comparacion con el medio solido. Ademas, la
elicitacion con lisado de células bacterianas de Cronobacter sakazakii aumento la sintesis
de ciertos compuestos fendlicos en el tejido de la planta. El extracto resultante mostré una
mayor actividad antioxidante y bactericida contra Staphylococcus aureus, pero no contra
Escherichia coli (71).

Un estudio investigo la produccion de compuestos fendlicos y antioxidantes en la planta
medicinal Nepeta binaloudensis mediante cultivo de tejidos estos fueron cultivados en
frascos de 200 ml a un pH de 5.8, se encontré que el uso de explantes de hojas y un medio
de cultivo con una combinacion de BAP, NAA vy glutation reducido resulté en la
produccion mas alta de compuestos fenolicos y antioxidantes (69). El estudio encontr
que las raices pilosas de Polygonum multiflorum cultivadas en medio liquido con sacarosa
mostraron la mayor acumulacion de biomasa, antocianinas y compuestos fendélicos. Estas
raices también exhibieron mayor actividad antioxidante y antimicrobiana. Se destaca la
importancia de la transformacion genética y el uso de biorreactores para la produccion a

gran escala de estos compuestos (89).

Varios estudios investigaron la produccién de compuestos bioactivos en cultivos de raices
pilosas y clones transgénicos de Hypericum perforatum. Los clones transgénicos
mostraron una mayor produccion de compuestos fenolicos con propiedades antioxidantes
y antibacterianas. Se discuten los métodos de transformacion y cultivo para aumentar la
produccidn de estos compuestos, se destacd la importancia de optimizar las condiciones
de cultivo y la composicién del medio para obtener el maximo rendimiento (77).

Para aumentar la produccion de compuestos farmacoldgicos, se establecieron cultivos de
raices pilosas de Salvia viridis utilizando Agrobacterium rhizogenes. Se identificaron 10
compuestos derivados del acido cafeico en las raices transformadas, destacando el &cido
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rosmarinico. El cultivo de raices pilosas es una técnica prometedora para la produccion

de compuestos valiosos en S. viridis (76).

4. PERSPECTIVAS FUTURAS

Tenemos entonces un concepto claro de la importancia de la utilizacion de biorreactores
para la produccion de compuestos bioactivos a partir de tejidos vegetales los cuales
muestran resultados prometedores para el escalamiento a nivel industrial en algunos
casos. La investigacion en esta area ha sido estudiada durante décadas debido a la
demanda de compuestos bioactivos. Se sugiere desarrollar estrategias para mejorar la
produccion de estos compuestos en cultivos celulares de plantas bajo estrés osmatico.
Ademaés, se proponen modelos metabdlicos para futuros estudios en la produccién de
compuestos bioactivos en plantas (64). Trasladar los procesos biosintéticos de frascos
agitados a biorreactores es crucial para la produccion comercial de cultivos celulares de
plantas. Los biorreactores ofrecen beneficios en el control y monitoreo de parametros de
cultivo, permitiendo el estudio del comportamiento celular y produccion de metabolitos.
La investigacion futura se enfocard en optimizar la produccion de metabolitos

secundarios mediante biorreactores (81).

La posibilidad de utilizar cultivos in vitro mantenidos en biorreactores como fuente
valiosa de compuestos bioactivos alternativos a las plantas parentales cultivadas in vivo
tiene un futuro prometedor, destacar la importancia de los productos naturales para
encontrar nuevos candidatos a farmacos como el verbascdsido e isoverbascosido estos
podrian ser utilizados como medicamentos multitarget que apuntan a diferentes objetivos
intracelulares (36). El desarrollo de métodos mas eficientes y sostenibles para la
produccion de metabolitos secundarios, asi como la optimizacion de los procesos de
cultivo en biorreactores para mejorar la productividad y la calidad de los metabolitos
producidos. También se espera que los resultados del estudio contribuyan al desarrollo de
alternativas mas sostenibles y rentables para la produccion de medicamentos y productos

naturales derivados de plantas (74).

R. rugosa tiene potencial a gran escala para la produccion de compuestos fenolicos y
flavonoides mediante genes extranjeros y proteinas recombinantes. Un estudio busca
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aplicar la tecnologia de biorreactores de forma eficiente y econémica en la produccién
comercial de compuestos bioactivos de plantas a gran escala. (78). Los estudios indican
que los biorreactores podrian ser utilizados en la produccion comercial de compuestos
bioactivos. Es importante seleccionar y optimizar los parametros del biorreactor para
satisfacer la demanda de plantas medicinales y futuras investigaciones en este campo.
(8,68,91).

Las plantas endémicas son una valiosa fuente de compuestos bioactivos unicos. Estudios
en Corpus Huay (Gentianella bicolor), una planta medicinal peruana, buscaban
identificar los metabolitos secundarios en los callos inducidos a partir de hojas. Se
encontraron esteroides, flavonoides, taninos, leucoantocianidinas y aminoacidos (114).

Ligaria cuneifoliea crece en diferentes regiones geograficas de Argentina, incluyendo la
provincia de San Juan y la provincia de Catamarca. La planta produce compuestos
fendlicos, incluyendo flavonoides, &cidos hidroxicinamicos y proantocianidinas (115). Es
necesario continuar optimizando otras variables, como la fuente de carbono, el medio de
cultivo base o la adicion de otras combinaciones de reguladores de crecimiento para lograr
mejores rendimientos de biomasa para su posterior escalado en el biorreactor. Es asi como
con los antecedentes de produccion de compuestos bioactivos de plantas medicinales
regionales se puede realizar en nuestro pais investigaciones con caracter de escalabilidad

a biorreactores.

Mejorar la produccion de metabolitos secundarios en cultivos de células y tejidos de
plantas implica: (1) Entender los mecanismos de regulacion metabdlica; (2) Usar
ingenieria metabdlica para manipular enzimas reguladoras; (3) Disefiar biorreactores
econdmicos con control minimo; y (4) Mejorar técnicas de bioprocesamiento y buscar

nuevos polimeros para inmovilizar células y separar productos (116).

La ingenieria genética ha permitido desarrollar bacterias recombinantes que producen
compuestos bioactivos. Las bacterias endofitas también producen metabolitos
secundarios como péptidos, alcaloides, esteroides y flavonoides, ayudando a controlar
patégenos. Ejemplos incluyen Streptomyces exfoliatus UC5319 (pentaleneno sintasa) y
Pseudomonas fluorescens ALEB7B (aumento de sesquiterpenoides oxigenados) (117).
El estudio evaluo las propiedades antimicrobianas de compuestos bioactivos sintetizados
por actinomicetos aislados de vermicompost. Se identificaron actinomicetos productores
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de antibidticos y se caracterizaron. El perfil de compuestos bioactivos revelo presencia
de fenol, milbemicina y cercosporina mediante analisis GC-MS (118). Microorganismos
enddfitos de plantas medicinales silvestres en los Andes peruanos fueron aislados e
identificados. Mostraron habilidades promotoras del crecimiento vegetal, como
solubilizar fosfato, producir siderdforos e inhibir el crecimiento de Fusarium oxysporum.
Estos microorganismos podrian usarse como inoculantes para mejorar la agricultura

sostenible y conservar plantas medicinales frente a la recoleccién excesiva (119).

Polifenoles actuales que se producen en la industria se utilizan células madre vegetales
en biorreactores para producir polifenoles y otros bioactivos. Ejemplos incluyen el
PhytoCellTec™, derivado de células madre de un manzano suizo, utilizado en cosméticos
y productos farmacéuticos, y variedades de biorreactores utilizados por Innova BM en
Rosa damascena, Haberlea rhodopensis y Calendula officinalis para proteger la piel y
retrasar el envejecimiento. También se han patentado composiciones antienvejecimiento
y antioxidantes con células madre vegetales de ginseng y extractos de Ajuga reptans y
Echinacea angustifolia (15). Ademas, se esta trabajando en soluciones técnicas para
permitir el cultivo simple y econémico de células vegetales a mayor escala. La Tabla 5
proporciona ejemplos de biorreactores patentados para el cultivo de células vegetales.

Las perspectivas futuras incluyen investigar metabolitos secundarios farmacéuticos
escasos o dificiles de obtener de plantas naturales, optimizar el disefio y cultivo de
biorreactores, combinar estrategias para mejorar la produccion de compuestos deseados
y explorar técnicas de permeabilizacién de membrana y eliminacion de productos para

mejorar la secrecion en el medio extracelular (120).
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Tabla 5. Ejemplos seleccionados de patentes relacionadas con biorreactores para
el cultivo de material vegetal.

Patente/Numero de ] ]
Tipo de cultivo

aplicacion de la Cesionario Afo
vegetal
patente
W02012044239A1 - Cultivo de tejidos 2012
Bright Oceans Corp. Celulas, tejidos y
CN102408991B o 2014
(Shaanxi, China) organos

Nanjing University of . .
Cultivo de tejidos

CN103120126B Science and 2014
vegetales
Technology
Worcester Polytechnic ~ Tejidos y érganos,
US20140026260A1 - 2014
Institute planta entera
W02015066779A1 - Cultivo de tejidos 2015
Eppendorf AG )
EP2674479B1 Cultivo celular 2015

(Hamburgo, Alemania)

Nanjing Biofunction ) A
) i : Cultivo de tejidos
CN103270946B Biological Science & 2016
vegetales
Technology Co Ltd.

Células, cultivo de
WO02016092098A1 - | 2016
tejidos

Nanjing Biofunction . y
. ] ’ Cultivo de tejidos
CN104770304B Biological Science & 2017
vegetales
Technology Co Ltd.

Fibria Celulose SA Cultivo de tejidos

EP3069591B1 \ 2018
(Sao Paulo, Brazil) vegetales
Eppendorf AG )
CN104379722B ) Cultivo celular 2018
(Hamburgo, Alemania)
USD822223S1 University of Guelph Cultivo de tejidos 2018
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Continuacion tabla 5

Patente/Numero de ] ]
Tipo de cultivo

aplicacion de la Cesionario Ao
vegetal
patente
Evologic Technologies  Cultivo de Raices
EP3502229A1 ) 2019
GmbH (Vienna, AT) peludas
Life Technologies ]
US20190282983A1 Cultivo celular 2019
Corp (Carlsbad, CA)
PURUIKANG
BIOTECHNOLOGY Celulas vegetales,
CN208857314U 2019
CO Ltd. (Shenzhen, 0rganos
China)
Beijing Forestry Embriones maduros
CN111226794A B » 2020
University somaticos
Zhejiang University of )
CN21224747083U Cultivo celular 2020
Technology ZJUT
Institut Recerca i Tejidos vegetales,
Tecnologia organos, semillas
ES2763637B2 - ] ) 2020
Agroalimentaries y/o células
IRTA vegetales
Oklahoma State
US20200032185A1 > 4 Cultivo celular 2020
University
US20200230568A1 ABEC Inc Cultivo celular 2020
Sartorius Stedim
US20200339931A1 Biotech GmbH Cultivo celular 2020

(Goettingen, Alemania)
Ori biotech Ltd.

US20210130765A1 (London, United Cultivo celular 2021
Kingdom)
Membio Inc B
o Celulas o tejido de
US20210214668A1 (Mississauga, ON, ] 2021
cultivos
Canada)

Nota: La tabla representa algunos ejemplos seleccionados de patentes relacionadas con el
uso de biorreactores en la industria. Tomado de Kowalczyk T, et al. (15).
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La luz afecta el crecimiento y desarrollo de las plantas a través de fotoreceptores que
perciben diferentes longitudes de onda. Estos activan la sefalizacion y regulacion
genética para procesos como fotosintesis, germinacion y produccion de compuestos
bioactivos cuya interaccion adn se investiga (121). El uso de diferentes longitudes de
onda de luz LED mejora la calidad y produccion de compuestos fitoquimicos en plantas,
pero se requiere mas investigacion para comprender su aplicacion y los mecanismos
subyacentes. Estudios detallados sobre los efectos fisiolégicos y moleculares también son

necesarios (122).

Un enfoque a futuro es el uso de nuevos elicitores abidticos y bidticos y los cambios
fisioldgicos y bioguimicos en las plantas en respuesta a diferentes tipos de estrés, lo que
podria tener implicaciones para la produccion de metabolitos secundarios (123).
Enfoques futuros para la produccion de compuestos fendlicos en biorreactores incluyen
la seleccion de lineas celulares productoras, optimizacion de condiciones de cultivo,
ingenieria genética para mejorar la produccion y exploracion de biodiversidad vegetal en
busca de nuevas fuentes de metabolitos secundarios (124). La comprension de las vias
biosintéticas y la regulacion de las vias metabdlicas secundarias son necesarias para
mejorar la produccion de compuestos deseados. La produccion répida de plantas y la
induccion de raices in vitro son estrategias efectivas para reducir el estrés en las

poblaciones naturales (125).
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5. CONCLUSIONES

A partir de la revision de varios estudios, se puede concluir en base al objetivo general
que los aspectos mas importantes a considerar en el disefio de biorreactores para la
produccion de compuestos bioactivos polifenolicos, recae en el tipo de cultivo que se va
utilizar, es decir las propiedades de las células que varian segun la especie en estudio
(estrés de corte, formacion de agregados y reologia) y los fendmenos de transporte
relacionados con la configuracion del biorreactor ya que, la produccion de compuestos
polifenolicos se dan varios procesos y requieren enfoques distintos para planificar un
experimento en un biorreactor. A continuacion, se detallan tres conclusiones del estudio

realizado:

Los estudios demostraron que el disefio de biorreactores para la produccion de
compuestos bioactivos polifenolicos, mediante los datos analizados indican que un
biorreactor airlift y un biorreactor de inmersion temporal son los mas populares utilizados
para la produccién de dichos compuestos, ya que, el disefio airlift tiene una estructura
simple y no requiere accesorios mecénicos para la mezcla y circulacion de fluidos,
ademas. permite la creacién de diferencias de densidad y desplazamiento hacia arriba
mediante la mezcla de caldo de fluido con una corriente de gas comprimido, es mas
eficiente en términos de transferencia de masa y transferencia de oxigeno, en general, el
biorreactor airlift es una opcidn atractiva para la produccion de metabolitos de plantas

debido a sus ventajas en términos de eficiencia y simplicidad de disefio.

Los biorreactores de inmersion temporal permiten un mayor control sobre las condiciones
de cultivo, como la temperatura, la agitacion y la aireacién, tienen una alta eficiencia en
la transferencia de masa y la transferencia de oxigeno, son faciles de operar y mantener,
tienen un bajo costo de inversion y operacién en comparacion con otros tipos de
biorreactores. En general, los biorreactores de inmersion temporal son una opcion
atractiva para la produccion de metabolitos secundarios de plantas debido a sus ventajas

en términos de eficiencia, control y costo.
Los modelos de operacion y condicion de los biorreactores usados para la produccion de

compuestos bioactivos polifenolicos a partir de tejidos vegetales se dan mediante el modo
batch (lotes) seguido del fed-batch (lotes alimentados) y con las condiciones de operacion
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estrictamente aerdbicas. En todos los procedimientos se emplearon fotoperiodos, ya que
el fotoperiodo es crucial en el cultivo, al proporcionar las condiciones luminicas
adecuadas para el desarrollo del tejido destinado a la produccion de los compuestos

bioactivos.

En cuanto a rendimiento, los resultados indican que el uso de biorreactores resulté en una
mejor produccion de biomasa y compuestos fenolicos en comparacion con el cultivo en
frascos agitados. En particular, se encontrd que el sistema de biorreactor de inmersion
continua (CIB) produjo la biomasa més alta y la productividad de fenoles y flavonoides
totales fue mas alta en los brotes cosechados del sistema CIB. Ademas, se presentan
valores de produccion de compuestos fendlicos en diferentes cultivos de raices
adventicias de plantas, y se concluye que los cultivos mantenidos en biorreactores podrian
ser una fuente valiosa de compuestos bioactivos alternativos a la planta madre cultivada
in vivo. Sin embargo, es importante tener en cuenta que los resultados pueden variar

segun las condiciones especificas de cultivo y el tipo de planta utilizado.

El cultivo en matraces o frascos de tejidos vegetales son una etapa inicial para
experimentacion, especialmente adecuada para produccién en pequefia escala,
investigacion y desarrollo de productos. Permite obtener compuestos bioactivos
polifendlicos y recolectar datos para escalabilidad y produccion masiva en espacios

reducidos. También se aplica a la conservacion de especies en peligro.

No obstante, tiene limitaciones como costos altos, complejidad de equipos, y necesidad
de pericia técnica. Algunos compuestos se generan en menor cantidad que en campo,
afectando viabilidad comercial. Los biorreactores, en comparacion, ofrecen mayor
control en condiciones de cultivo, optimizando produccion precisa de compuestos. Pero

son mas complejos y costosos, requieren adaptacion de cultivos.

Las condiciones de operacion en el biorreactor afectan el rendimiento celular, por lo que
la mezcla y la aireacion son factores que influyen en la dinamica de fluidos y en la
transferencia de masa y calor a nivel inter e intracelular. Por lo tanto, la optimizacion de
los biorreactores mediante la elucidacién del efecto de las condiciones de operacion en
las propiedades celulares es esencial para obtener mayores rendimientos de compuestos
bioactivos. En conclusion, se necesitan mas estudios centrados en correlacionar las
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variables de operacion con la cinética y los fendmenos de transporte para comprender el
comportamiento de las células vegetales y proporcionar méas bases para el crecimiento

optimo y la produccion maxima de compuestos bioactivos en biorreactores.
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Tabla 6. Relacion de articulos cientificos consultados incluidos en la revision sistemética con datos detallados de los experimentos.

Tipo de cultivo y

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor ] Efecto/rendimiento Ref.
Medio
Analizar la productividad
de las raices transgenicas
de Leonurus sibiricus y su
capacidad productiva de El mayor incremento en
acidos fendlicos, luego de ] ] peso seco (20.83 g/L) y
y Cultivo de raices
la transformacion con los mayores
) peludas, 2,5 L de o
Leonurus AtPAP1, mientras que _ | ) rendimientos de
o _ ) Biorreactor de niebla 5 L medio Schenk & o . o (55)
Sibiricus L. varios volumenes de acidos fenolicos (acido

medio y tamafios de
biorreactores son
examinados para ver si son
candidatos para la
produccion a escala

comercial.

Hilde-brandt (SH) con
sacarosa al 3 % (p/v)

clorogenico 448 mg/L y
acidos cafeicos 302
mg/L)

74



Continuacién tabla 6

Especie Objetivos

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y
Medio

Efecto/rendimiento Ref.

Establecer el cultivo de
brotes de Salvia viridis L.
en un biorreactor de
inmersion temporal y
evaluar el nivel de
compuestos fendlicos
obtenidos del material
vegetal, reconocer el
Salvia viridis L. efecto de cambios en la
duracion del cultivo y la
frecuencia de inmersion en
el medio, también se probo
un sistema semicontinuo
(fed-batch) agregando
porciones frescas de medio
de cultivo dos semanas

después.

biorreactor con
plataforma de
inmersion temporal,
(Plantform, Hjarup,
Sweden).

75

La produccion més eficiente fue

| obtenida en el sistema batch de 3
Cultivo de brotes, 500 mL ] ]
) semanas con inmersiones cada
de Murashige y Skoog ) o .
) 80 minutos, &cidos fendlicos
con 0,1 mg/L IAA (acido _ ) (63)
) . totales, feniletanoides totales y
indol-3-acético) y 1 mg/L )
contenido total de fenoles fue de

18,3, 11,4, 29,7 mg/g de peso

Seco respectivamente.

m-Top



Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de biorreactor  Tipo de cultivo y medio Efecto/rendimiento Ref.
_ El contenido total de fenoles se
Investigar el efecto del ) L
. - . incremento significativamente
estrés osmatico mediada )
o ) N debido al efecto de PEG 6000
por la elicitacion de PEG Cultivo en suspension o
o ] ) (70 g/L) se determin0 que se
) (polietilenglicol) en la ‘ celular 5 L me medio MS ) ;
Scrophularia y o FS-01-A05P bioreactor B y incremento de 2,40 mg/g de
produccion de glicésidos modificado, incluye (64)

Striata Boiss ) )
de feniletanoides durante

el crecimiento del cultivo
en suspension de S. striata

en un biorreactor

system

control a 4,48 mg/g de peso seco,
sacarosa (60 g/L), PEG

es decir 1,8 veces respecto al
6000 (70 g/L)

control, el contenido total de
flavonoides fue de 0,51 mg/g de

[PeSo Sseco.
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
Analizar y optimizar los
efectos de la interaccion ]
_ Cultivo de callos, cada
ente compuestos minerales ]
. Erlenmeyer contenia 20 y
(relacion NH 4*/ K* ) La concentracién de compuestos
B ml de medio MS . »
concentracion de NO 37) " fendlicos totales (CFT) vario
o modificado )
reguladores de crecimiento entre los cultivos de callos de
) y (NH+* /K" 0,33, ] (65)
Rhodiola rosea (relacion BAP/NAA 'y 2 matraces Erlenmeyer 14,9 a 71,6 mg/g. EI nimero de
NO 3~ 40 mM)

L. concentracion de BAP +
NAA) de plantas sobre la
acumulacién de biomasa y
la produccion de
compuestos fendlicos
totales en callos de R.

rosea.

de 100 mL compuestos fendlicos varié de 10

suplementado con NAA
15 uM, BAP 15 uM, y

diferentes

a 20; en el control 1, estos
valores fueron de 6,5mg/gy 9,

/ respectivamente.
concentraciones de MJ

(100 0 200 pM).
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Continuacién tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivoy Medio  Efecto/rendimiento Ref.
La tasa de crecimiento promedio
en el biorreactor fue de 0,22 +
0,001 g/dia (1 mL/s) y 0,21
0,001 g/dia (2 mL/s). Los valores
Comparar el crecimiento de I1C50 en velocidades de
de los brotes, la presencia aireacion de 1 mL/sy 2 mL/s de
de 4cido gélico y la las hojas fueron 41,35y 79,54
actividad antioxidante de Cultivo de brotes, medio ug/mL, respectivamente,
Musa brotes de Musa acuminata  Biorreactor de columna Murashige & Skoog mientras que los tallos fueron
acuminata en un biorreactor de de burbujeo de 200 ml suplementado con 0,5 51,87 y 104,94 png/mL, (0)

columna de burbujeo a
diferentes tasas de
aeracion de 1 mL/sy 2

mL/s

ppm de acido giberélico. respectivamente. Se pudo
concluir que el crecimiento de la
plantula de banano y la
produccion de antioxidantes en
el biorreactor de columna de
burbujas fue mayor en la tasa de
aireacion de 1 mL/s que en la de

2 mL/s.
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Continuacioén tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
El tratamiento con ABA
indujo la produccién y
Establecer cultivos en Cultivo de brotes, 200 mL acumulacion de
biorreactores de inmersion 2 biorreactores de de medio Murashige & fenilpropanoides en
Aristotelia temporal fotomixotroficos inmersion temporal Skoog basal més sacarosa biorreactores de cultivos
chilensis de maqui e inducirala  fotomixotroficos de 1 L 25 g/l, pH 5,6 con de maqui, los cuales se
produccion de biomasa de capacidad reguladores de evidenciaron en la (67)
vegetal y fenilpropanoides, crecimiento biomasa en el biorreactor
con 2,86 mg/g de peso
seco
Los cultivos en el biorreactor de
) g ) 20 L produjeron raices de R.
Desarrollar mediante un Cultivo de raices ) )
_ ) _ o glutinosa de buena calidad con
) biorreactor un sistema de 2 biorreactores de adventicias, Woody Plant )
Rehmannia . i ) mayor biomasa (15,94 g DW),
) produccion a escala de columna de burbujeo medium + NAA _ . (68)
glutinosa ] o ) contenido de actosidos (22,13
raices adventicias de tipo globode 2y 20 L 2.0 mg/L + 30 g/L o
_ _ mg/g DW) y actividad
Rehmannia glutinosa sucrose + MeJa 200 uM

antioxidante (84,22 %) que los

cultivos en matraz agitado.
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Continuacién tabla 6

Especie

Objetivos

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y Medio

Efecto/rendimiento

Ref.

Nepeta

binaloudensis

Realizar la induccion de
callos y la produccion de
compuestos fenolicos de
N. binaloudensis mediante
el disefio de un
procedimiento optimo,
primero se buscaron los
medios adecuados para la
induccion de callos, luego
se evaluaron experimentos
para encontrar la
concentracion adecuada de
reguladores de crecimiento
y glutation reducido para
la méxima produccion de
biomasas y compuestos

fenélicos en callos.

3 frascos de 200 mL

Callos, Tres medios MS,
Y% MS y medio B5

Los reguladores de crecimiento
tuvieron un efecto significativo
sobre el contenido de
compuestos fendlicos (60 mg/g)
y flavonoides (35 mg/g)

(69)
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
Demostrar que el cultivo
de callos de algarrobo es
una herramienta confiable El callo derivado de hojas
para la produccién de Cotiledones maduros, produjo las mayores cantidades
polifenoles, optimizar explantes de hojas, de compuestos fendlicos (21,4 +
protocolos de produccion explantes de hipocotilo, 1,4 mg GAE/g en la oscuridad y
) de callos de calidad 5 placas petri con epicolito y raices. Medio 20,6 £ 0,9 en la luz),
:if:::c;nll_a monitoreando los efectos  porciones de explantes LAC suplementado con 5 similarmente los callos derivados (70)

del tipo de explante y
condiciones luminicas,
determinar el contenido de
fenoles, flavonoides y
taninos y evaluar la
actividad antioxidante de

los callos.

de 4 a6 mm le largo de

uM de 2,4 4cido
diclorofenilacetico (2,4-
D) 3 % (p/v) de sacarosa
y 0,7 % (p/v) de agar

de hojas produjeron una mayor

cantidad de flavonoides que los

del explante de cotiledon (7.5 £

0,9 mg. QE/g en oscuridad y 7,0
+ 0,7 en luz).
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento

Ref.

Evaluar los pardmetros
bioquimicos y biométricos
de plantas que crecer en
medio liquido con
agitacion rotatoria,
optimizar un protocolo de
Dioneaea elicitacion de lisado de
muscipula J. bacterias para la
produccion de compuestos
fendlicos, verificar las
propiedades antioxidantes
y antibacterianas de
extractos aislados de tejido

vegetal obtenido.

Matraces con medio
liquido agitacion
rotatoria (130 RPM X

min~?1)

i La mayor acumulacion de
Plantas de D. muscipula,

) _ compuestos fendlicos en plantas
medio MS de potencia

. de Dionaea muscipula se dieron
media sin reguladores de

al quinto y séptimo dia con 118

mg/g de peso seco a una

crecimiento, sacarosa al 3
% y pH = 5,5 temperatura

concentracion de 5,0 % de lisado
23+1°C

de Cronobacter sakazakii.

(71)

82



Continuacion tabla 6

Especie Objetivos

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y Medio

Efecto/rendimiento

Ref.

Evaluar la capacidad de
produccién de compuestos

Dracocephalum bioactivos fenolicos

forrestii mediante cultivo de brotes
transformados de D.

forrestii.

Dos biorreactores de
inmersion temporal
(RITA y Plantform) y
un biorreactor de
rociado de nutrientes
(NSB) de 10 L.

Brotes, en todos los
sistemas de biorreactores,
los cultivos se cultivaron
en medio MS con
sacarosa (30 g/L) y
reguladores de
crecimiento: 0,5 mg/L
BPA y 0,2 mg/l IAA

La mayor produccion de
compuestos fenolicos totales se
observo en los brotes cultivados

del biorreactor RITA el
compuesto fenolico
predominante fue el acido
rosmarinico 18,35 mg/g de peso
seco, por su parte el contenido
mayor en peso Seco se encontro
en el cultivo mantenido en el
biorreactor rociado de nutrientes
con un contenido total de fenoles
24,15 mg/g de peso seco

(72)
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio  Efecto/rendimiento Ref.
Optimizar las condiciones
para cultivar callos de V. _ _ o
o Biorreactor de tanque Las cantidades de &cidos
officinalis en agar, [ _ . .
) ) agitado, disponible ) fenolicos fueron muchas veces
mantenidos en medio MS ) Callos, 30 ml de medio . .
) comercialmente (Bellco menores, max. el contenido total
Verbena suplementado para mejorar / MS con 1 mg/L BAP, 1
o L o Glass, Vineland, NJ, alcanzado fue de 26,90 (callos), (36)
officinalis la sintesis de glicdsidos de mg/L IBA y 30 g/L

) _ o USA), y un biorreactor
fenilpropanoides, acidos _ )
. _ tipo balén custom-
fendlicos, flavonoides,
o _ made
iridoides, verbascosido e

isoverbascosido.

Sacarosa

50,72 (suspensién), 19,88 y
36,78 mg/100 g PS,

respectivamente.
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Continuacion de tabla 6

Especie Objetivos

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y Medio

Efecto/rendimiento

Ref.

Evaluar compuestos
fenolicos a partir de tejido
vegetal cultivado mediante

técnicas de
espectrofotometria,

Dracocephalum ) )
determinar el potencial

forrestii
antioxidante y
antimicrobiano de los
extractos hidrometanolicos
obtenidos de los brotes

cultivados

Biorreactor de rociado

de nutrientes de 10 L.

Brotes, 1 L de medio MS
liquido con 0,2 mg/L de
BAP y 0,2 mg/L de IAA.

Se evidencio que los cultivos de
brotes en biorreactores y tubos
de vidrio produjeron &cido
rosmarinico y cido salviandlico
en niveles similares de mg/g de
peso seco. En los biorreactores el
peso seco fue mayor en 10 veces
lo que resulto en 309,1 mg/L de
acido rosmarinico, 111,15 mg/L
de &cido salvianodlico B y 435,5
mg/L de contenido total de

compuestos fendlicos.

(73)
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Continuacién tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
Determinar el efecto de la Un biorreactor de En B2RD a 400 rpm se produjo
velocidad de agitacion tanque agitado de 2 L lineas celulares de la mayor cantidad de biomasa
sobre el crecimiento y la equipado con un Buddleja cordata, el (13,62 g/L) y de contenido total
Buddleja produccion de compuestos difusor anular y un inoculo fue de 20 % (v/v) de compuestos fenolicos de 74
cordata bioactivos polifendlicos en  biorreactor de tanque de CSCBc proliferado, 64,63 mg/g de acido gélico,
células de B. cordata agitadode 3 L operados al 50 % del 119,24 mg/g de verbascosido y
cultivadas en dos equipado con un volumen. contenido total de flavonoides de
biorreactores difusor sinterizado 5,02 mg/g de quercetina.
Un biorreactor de
Cultivar en biorreactores fondo redondo de 2 L L o
_ . _ _ La condicion de cultivo optima
cultivos celulares de M. 166 mm de diametro,  Cultivo de callos, Medio )
_ ) para a la produccion de
alba y evaluar los efectos  un biorreactor de fondo  MS pH 5,6, conteniendo ) ) )
) ) mulberrosido A se dio a partir
de la densidad del inoculo, planod5L233 mmde 30 g/L de sacarosa, 0,1 ) _
Morus alba del cultivo en el biorreactor de  (75)

la aireacion y el tipo de
biorreactor en la
produccion de

estilbenoides.

didmetro, un
biorreactor de 6,8 L sin
bucle airlift 160 mmy
un biorreactor airlift de
6,9 Ly 160 mm.

mg/L de TDZ, 1 mg/L
NAA, y 2,5 g/L de goma

gellan.

fondo redondo de 2 L y 166 mm
de diametro con una produccion
de 55,56 £ 11,41 umol/L
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Continuacién tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
Raices adventicias, medio o
o ) : . Se obtuvo un rendimiento
Optimizar los pardmetros Biorreactores de MS de concentracion o ]
) - optimo de 4,01 kg de biomasa de
de diferentes procesos para  burbujas tipos globo completa con un pH ]
Polygonum N U A raices secas con 287,12 mg/L de
) la produccion a escala (air-lift) de 3L, 5L, 20 inicial de 5,7 - 5,8. El . (8)
multiflorum ) ) " ] compuestos fendlicos totales en
piloto de biomasa de P. L y 500 L (escala medio se complemento _ _
_ / el biorreactor de escala piloto de
multiflorum. piloto) con IBA 9,84 uM y
500 L.
sacarosa al 5 %.
Raices peludas, 20 ml de
Establecer un cultivo de medio liquido Woody El anélisis cuantitativo mostro
raices peludas de Salvia Matraces Erlenmeyer plant (WP) sin que el &cido rosmarinico fue el
Salvia viridis Viridis y evaluar el de 100 mL, agitacion reguladores de compuesto predominante con  (76)

potencial de produccion de

compuestos bioactivos

en skaker a 80 rpm

crecimiento y
suplementado con 500

mg/L de ampicilina

35,8 mg/g y polifenoles totales
41,24 mg/g de peso seco.
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y Medio

Efecto/rendimiento

Ref.

Determinar caracteristicas
de crecimiento de los
clones de raices peludas en
medio liquido,
determinacion de la
) produccién de compuestos
Hypericum .
fenolicos totales,
perforatum - ) -
cuantificar e identificar las
diferentes clases de
compuestos fenolicos,
determinacion de
capacidad antioxidante y

antimicrobiana.

4 matraces Erlenmeyer
de cuello ancho de 100

mL

raices peludas, medio
basal que contenia
macrosales Woody Plant
Medium y microsales MS
y vitaminas mioinositol
100 mg/L, sacarosa al 2
% y agar al 0,64 %.

Las raices peludas y los clones
de brotes regenerados con raices
peludas mostraron una mayor
acumulacion significativa de
compuestos fendlicos totales
(52,49 mg/g) comparado con los

cultivos control.

(77)

88



Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
El biorreactor de inmersion
4 biorreactores air -lift continua dio como resultado la
Producir brotes maltiples de tipo balén de 3 L acumulacién de 39,21 mg/g de
en diferentes sistemas de (inmersién continua, peso seco de fenoles totales y
biorreactores y producir ~ inmersion continua con ) 13,28 mg/g de flavonoides
. _ Brotes, 1 L de medio o
Rosa rugosa compuestos fendlicos y net, biorreactor de totales. La productividad de (78)

flavonoides totales a partir inmersion temporal,

de brotes de Rosa rugosa biorreactor de
in vitro. inmersion temporal con
net.

Murashige and Skoog )
fenoles y flavonoides totales fue

mas alta en los brotes
cosechados del sistema de
inmersion continua al igual que

la biomasa.
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y Medio

Efecto/rendimiento Ref.

Examinar la influencia de
los elicitores jasmonato de
metilo y efetdn y/o el
precursor L — fenilalanina
en la acumulacion de
Centella ) ]
. metabolitos secundarios
asiatica
los cuales son
centellosidos, flavonoides
y acidos fendlicos en
brotes agitados de C.

asiatica

Dos tipos de
biorreactores de
inmersion temporal
fueron usados:
RITA® y Plantform™

Brotes, medio MS con 1
mg/L de BAP, 0,5 mg/L
de NAA y 0,25 mg/L de
GA, MeJa 50 uM Ambos
TIB se inocularon en una
proporcion de 2:100 (p/V)

La suma de los cuatro &cidos
fenolicos (&cido clorogénico,
vainilico, rosmarinico y p-
cumarico) analizados— fue la
mas alta para la variante H (79)
(cultivo de 27 dias) alcanzando
hasta 1141 + 15 mg/100 g
PS. Fue 3,2 veces mayor en
comparacion con el cultivo de

referencia.

90



Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
El presente estudio evaluo
los efectos de la azida de
sodio
en cafia de azucar en TIB !
B Brotes, Murashige y
en relacion con la ) 1.
) y Skoog, sales inorganicas;
micropropagacion >\
) 100 mg/L de inositol; 30
establecida (tasa de
o g/L de sacarosa, 0,3 mg/L )
multiplicacion de brotes y ) ) : Los fenoles en el medio
Saccharum ) 3 biorreactores de de 6-benciladenina y 1,0
o peso fresco del racimo de | N aumentaron de 8 a 18 ug/mL  (80)
officinarum inmersién temporal mg/L de paclobutrazol, ) _
medio de cultivo

brotes) y bioquimicos
(aldehidos, clorofilas,
carotenoides y fenoles)
indicadores de estrés.
También se evalud el
contenido de fenoles
solubles en el medio de

cultivo.

suplementado con
diferentes niveles de
NaN3 (0, 0,15, 0,30y
0,45 mM)
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y Medio

Efecto/rendimiento

Ref.

Optimizar y ampliar la
produccion de glucdsidos
feniletanoides (PeG)
) mediante un cultivo de
Scrophularia .
_ celulas vegetales de
striata ) .
Scrophularia striata en un
matraz de agitacion
transferido a un

biorreactor.

Un sistema de
biorreactor FS-01-
AO05P de 10 L con

doble camisa

Células vegetales, 5 L de
medio MS modificado se
esterilizaron primero en
autoclave a 121 °C
durante 20 min y luego se
inocularon las células
frescas de S. striata en el

vaso del biorreactor.

A los 25 dias se obtuvo en el
biorreactor 30,68 pg/g de
acteosidos y 1449,39 ug/g de
echinacosido el cual fue el
contenido maximo de glucosidos

de feniletanoides

(81)
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
Utilizar biorreactores de .
. Los mayores contenidos de
transporte aéreo tipo globo / ] .
_ ) Callos, Medio Murashige polisacaridos y fenoles se
de 3 L para investigar los )
o e ) y Skoog (MS), obtuvieron con sacarosa a 40 y
factores fisicoquimicos Un sistema de _
) : F suplementado con 50 g/L, respectivamente. Las
que afectan la biomasa del inmersion de N ! o ]
_, : bencilaminopurina (BA) productividades mas altas de
_ callo y la acumulacion de biorreactor de ' o .
Rhodiola o ) - 13,32 uM, écido o- salidrésido, polisacaridos y
compuestos bioactivos transporte aéreo de tipo (82)

sachalinensis

(salidrosido, polisacaridos, globo de tres litros con

fenoles y flavonoides). un volumen de trabajo
Ademas, se estudiaron las de2 L.
cinéticas de crecimiento de

callos y acumulacion de

compuestos bioactivos.

naftaleno acético (NAA)  flavonoides se encontraron a una

1,61 uM y sacarosa 30 concentracion de sacarosa de 30
g/L. El pH del medio se

ajusté a

g/L. Sin embargo, la
productividad maxima de fenoles
5.8 se encontrd a la concentracion de

sacarosa mas alta de 50 g/L.
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
Optimizar los parametros
para el cultivo de
suspension celular ' » Los contenidos de compuestos
] ] Cultivos de callos se Suspension celular, .
establecidos a partir de A ) ‘ - fenolicos totales aumentaron
] cultivaron en camaras Medio MS liquido o
explantes de raices y la 7 significativamente en 12,95
Polygonum y ) de crecimiento, el suplementado con 2,4-D
) obtencion de cultivos para [ ~ > mg/g, 12,11 mg/gy 8,34 mg/g  (83)
multiflorum cultivo en suspension (1 mg/L) y tidiazuron

mejorar la produccion de
biomasa y fitoquimicos
(AQ y compuestos
fenolicos) de P.

multiflorum.

en matraces

Erlenmeyer de 250 mL

(TDZ; 0,5 mg/L; Sigma-
Aldrich

equivalentes de &cido galico
(GAE) en los cultivos de células
JA, SAyPGR
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
El presente estudio
investigo los efectos de
diferentes tipos y
concentraciones de , :
) . J y, Se calculo el contenido de
auxinas y la relacion de Raices adventicias, 3/4 ) )
) ] / tAN . metabolitos secundarios con base
nitratos, sobre la Biorreactor de burbujas MS medio liquido
Eurycoma y ) _ ] en el peso seco. Las mayores
o acumulacién de biomasay tipo balén (BTBB) de 5 suplementado con 3,0 ) (84)
longifolia producciones de fenoles y

la produccion de
metabolitos (fendlicos y
flavonoides) en cultivos en
biorreactores de aire de
raices adventicias de E.
longifolia.

L

mg/L de IBA 'y 30 g/L de

Sacarosa.

flavonoides (38,59 y 11,27 mg/L

medio, respectivamente
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
cultivar callos de
proliferacion rapida a
partir de explantes de La medicion del contenido de
hojas de J. malabaricum in fenoles totales realizada en hojas
vitro y también optimizar (1,00 %), tallo (0,67 %) y
) el protocolo de extraccion Continuous shaking Callos, Medio de cultivo extractos de callos (1,00 %),
Jasminum de fenoles de la planta. extraction (CSE) MS basal suplementado ~ mostr6 834,05 + 33,61, 996,68 + (85)
malabaricum

Tangencialmente, un
posible método de
produccidn de estos
metabolitos in vitro
también se ha propuesto en
el presente estudio.

Orbital Shaker

con 2,4-D 49,83, 1.109 + 55,45 | g/mL de
acido cafeico equivalente por
gramo de tejido vegetal seco,

respectivamente.
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Continuacién tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
Cuatro tipos de vessel: El contenido fendlico total de las
Estandarizar de los matraces conicos (100 plantas regeneradas in vitro
parametros para la y 250 mL), cajas Brotes, Medio MS que cultivadas en un matraz cénico
5 produccién maxima de magenta (400 mL), contiene BAP (2,5 mg/L)  de 250 mL fue de 55 mg GAE/g
acopa
M p biomasa y el contenido matraces de vidrio e IAA (0,01 mg/L), en comparacion con los 5,3 mg  (86)
onniera
fendlico total y la comerciales (500 ml) y  sacarosa al 3 % con agar GAE/qg registrados para la planta
capacidad antioxidante del  un biorreactor Growtek (0,8 %) o sin agar. in vivo, mostrando una actividad
cultivo de brotes. (1 L). Biorreactor ~10 veces mayor en el sistema in
Growtek vitro
Considerando la productividad,
o o Raices adventicias, 1,5 L  se demostro que la densidad del
Optimizar las condiciones ) . o o
_ ) de medio MS liquido de  in6culo de 15 g/L es Optima para
de cultivo de raices _ _ ) o
_ o o Biorreactores de un cuarto de potencia mejorar los rendimientos de AQ
Morinda adventicias de M. citrifolia o .
o ) burbujas tipo balon de  (0,25x) suplementado con (375,36 mg/L DW) y (87)
citrifola en biorreactores para la _
3L (BTBBs) 5 mg/L de IBA, 15 g/L flavonoides (159,44 mg/L DW;

produccion eficiente de o
) del tamafio del inoculo y
AQ, fenoles y flavonoides.
10 g/L de sacarosa
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Continuacion de tabla 6

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y Medio

Efecto/rendimiento

Ref.

Especie Objetivos
Buscar la interrelacion de
la acumulacién de
biomasa, el contenido
Artemisia fendlico y la actividad
absinthium

antioxidante en respuesta a
la aplicacion de tidiazuron
(TDZ), en cultivos de

callos de A. absinthium

20 frascos, que
contenian 20 g de
callos inoculados como
cultivo/tratamiento

inicial.

Callos, Medios MS
suplementados con
concentraciones variables
de TDZ (0,5, 1,0, 2,0, 3,0,
4,0 y 5,0 mg/L) con o sin
combinacion de acido o-
naftaleno acético (NAA;

1,0 mg/L).

Se observo una acumulacion
maxima de biomasa seca de 8,73
g/L el dia 42 en respuesta a 1,0
mg/L de TDZ y 1,0 mg/L de
NAA. Ademas, se observo un
nivel maximo de contenido
fendlico total de 8,53 mg GAE/g
DW vy la actividad de
eliminacion de radicales 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
mas alta de 72,6 % en los callos
formados en respuesta a 1,0
mg/L de TDZ el dia

(88)
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Continuacion tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
Establecer cultivos de
raices peludas de P.
multiflorum para la
produccion de AQ y _ )
. / El contenido de AQ aumentd
compuestos fenolicos. Raices peludas, 50 ml de
N gradualmente durante el curso
Evaluar los fenoles totales, medio liquido basal MS _ _,
Polygonum ) Matraces Erlenmeyer del cultivo y su concentracion
) el contenido de suplementado con 10, o . ]
multiflorum de 250 mL fue 6ptima al final de los 20 dias

flavonoides, la actividad
antioxidante y
antimicrobiana de raices
peludas y raices no
transformadas de P.

multiflorum.

20, 30, 40 y 50 g/L de

Sacarosa

(emodina 211,32 ng/g DW'y
physcion 353,23 ng/g DW)
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Continuacién tabla 6

Especie Objetivos Tipo de Biorreactor  Tipo de cultivo y Medio Efecto/rendimiento Ref.
Examinar diferentes tipos
de cultivos de agar con
respecto al grado de
diferenciacion: microbrote
) Usando HPLC-DAD en
y callo, diferentes )
) ] extractos metanolicos de
duraciones de los periodos ) o
o ) biomasa se determino tanto
de crecimiento, estimar los /4 o o o
] o Recipientes de vidrio _ _ cualitativa y cuantitativamente
perfiles metabolémicos ) - Microbrote, callo, Medio )
) o o dedicados a tejidos los perfiles de
Schisandra cualitativos y cuantitativos MS con 1 mg/L de BA'y ) ) ) )
_ _ ) ] vegetales de 100 mL _ dibenzociclooctadieno, lignanos, (90)
henryi de lignanos, triterpenoides, 1 mg/L de IBA (es decir,

acidos fendlicos y
flavonoides con el uso de
métodos UHPLC-MS/MS

y HPLC-DAD en extractos
de biomasa de cultivos in
vitro, asi como en
extractos de hojas de la

planta madre.

(Sigma-Aldrich No.
V8630)

A, acidos fendlicos y flavonoides,
las cantidades totales maximas
de estos grupos de metabolitos
fueron 873,71, 840,89 y 421,98

mg/100 g DW, respectivamente.
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Continuacion tabla 6

Especie

Objetivos

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y Medio

Efecto/rendimiento

Ref.

Hypericum

perforatum

Establecer biorreactores a
gran escala. Biorreactores
airlift de 100 L, 500 L tipo
globo y 500 L tipo tambor
horizontal para la
produccidn de raices
adventicias de H.
perforatum. Se reporto las
posibilidades de
produccién de fenoles,
especialmente flavonoides,
acido clorogénico,
hiperina, hipericina 'y
quercetina en biorreactores

a escala piloto.

biorreactores airlift tipo

globo de 100 L,

biorreactor airlift tipo

globo de 500 L,

biorreactor airlift tipo

tambor horizontal de

500 L

raices adventicias, Medio
MS de potencia media
con una proporcion de
amonio y nitrato de 5:25
mM y suplementado con
1,0 mg/L de acido
indolbutirico, 0,1 mg/L de
kinetina y 3 % (p/v)

Sacarosa.

Se obtuvieron 4,6 y 6,3 kg de
biomasa seca en los 500 L de

cada uno de los biorreactores

tipo tambor y tipo globo,

respectivamente. Acumulacion
de 66,9 mg/g DW de fenoles

totales, 48,6 mg/g DW de

flavonoides totales, 1,3 mg/g
DW de acido clorogénico, 0,01
mg/g DW de hiperina, 0,04 mg/g

DW de hipericina, y 0,01 mg/g

DW de quercetina podrian

lograrse con raices adventicias
cultivadas en biorreactores de

transporte aéreo tipo globo de

500 L.

(91)
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Continuacion tabla 6

Especie

Objetivos

Tipo de Biorreactor

Tipo de cultivo y Medio

Efecto/rendimiento

Ref.

Rosa rugosa

Establecer un sistema para
la produccion de biomasa
y la acumulacién de
metabolitos secundarios
durante el cultivo in vitro
y la aclimatacion de Rosa
rugosa. Desarrollar un
protocolo de regeneracion
de plantas reproducible y
rapido para Rosa rugosa
utilizando explantes
nodales e investigar los
cambios en el crecimiento
y los compuestos
bioactivos durante el
periodo de aclimatacion ex

vitro.

Matraces Erlenmeyer

de 100 mL

Brotes, MS (Murashige y
Skoog) que contenia 3.0
mg/L de 2,4-D (acido 2,4-

diclorofenoxiacético)

Entre varios factores de
crecimiento, el peso fresco

mostro el aumento mas

dramatico de la tercera semana

(88.0 mg/planta) a la cuarta

semana (132.7 mg/planta). Esto
significa que el peso fresco de

las plantas aumentd

significativamente durante el
periodo de aclimatacion, lo que
puede estar relacionado con la
produccién y acumulacion de

compuestos fenolicos en los

brotes.

(92)
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