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Resumen

Los antioxidantes son compuestos que pueden neutralizar los radicales libres. El cuerpo
humano produce antioxidantes de forma natural; sin embargo, en ciertas condiciones, estos
no son suficientes para contrarrestar el efecto de los radicales libres, por lo que se hace
necesario suplementarlos a través de la alimentacion. La mora ha sido catalogada como
una fruta con alta capacidad antioxidante, debido principalmente a su contenido de
elagitaninos. Los elagitaninos son polifenoles que, al ser metabolizados por la microbiota
intestinal se transforman en urolitinas, las cuales presentan una alta biodisponibilidad y
funcionan como potentes agentes antioxidantes. Sin embargo, los estudios de los
compuestos bioactivos en la mora se han centrado en la fruta o el jugo, pero hay poca
investigacion cientifica usando herramientas biotecnolégicas. Por esta razon, el objetivo de
este proyecto doctoral fue disefiar un proceso para la obtencién de compuestos bhioactivos
con capacidad antioxidante a partir de cultivos celulares de mora obtenidos en biorreactor.
Primeramente, se realizé una busqueda y analisis de todos los trabajos disponibles sobre
la mora (Rubus adenotrichos Schltdl.). En el documento de revision, se evidencid la alta
concentracion de elagitaninos que posee la fruta de mora; las diferencias existentes entre
diferentes especies y variedades de mora; asi como la influencia que tienen las condiciones
ambientales en la acumulacion de los metabolitos de interés. Ademas, se documentd coémo
los elagitaninos sufren degradacion en el procesamiento para la obtencién de jugo,
especialmente por fendmenos relacionados con el aumento de la temperatura, por lo que
diferentes investigadores generaron estrategias de concentraciéon de los metabolitos de
interés sin la intervencion de calor. No obstante, a pesar de que existe degradacion de los
compuestos de la mora, éstos mantuvieron su actividad bioldgica in vitro, mostrando efectos
antioxidantes y antiinflamatorios, asi como generando apoptosis celular en lineas celulares
cancerigenas. Ademas, en las pruebas in vivo que se han realizado, el jugo de mora
evidencio potencial para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Los trabajos
realizados hasta la fecha demuestran el alto potencial que esta fruta tiene como agente
antioxidante, pero a su vez, también evidencié la poca investigacion en esta especie
utilizando herramientas biotecnoldgicas.

Seguidamente, se establecié el cultivo de las células de mora en matraz Erlenmeyer,
determinando el tipo de tapon y le medio de cultivo donde se obtuvieron las mayores
concentraciones de 4cido elagico y vanillina. Para esto, se estandariz6 las metodologias de

extraccion y cuantificacion de los compuestos de interés. Se trabajé con la técnica de



polifenoles totales por Folin-Ciocalteu, la capacidad antioxidante mediante el radical libre
DPPH y la cuantificacion de compuestos especificos de interés mediante el uso del UHPLC.
Se determiné que tres extracciones a las células de mora liofilizadas con metanol al 100%
como solvente, era el método donde se obtenia las concentraciones mas altas de los
metabolitos estudiados. Se eligié el tapon de algoddn para los cultivos en los matraces
Erlenmeyer, debido a que resulté el mas adecuado para el crecimiento de los cultivos.
Ademas, se evaluaron seis medios de cultivo distintos, obteniendo que el medio Gamborg,
suplementado con 6-benciladenina, 4cido indol-3-butirico y fuentes de nitrégeno organicas
como la L-glutamina y la caseina hidrolizada fue el que mas favorecié la produccion de
acido elagico y vanillina.

Por ultimo, se establecieron las condiciones para los cultivos celulares de la mora en
biorreactor de tanque agitado. Se observd que el estrés hidrodinAmico es un factor que
afecta significativamente a las células de mora, ya que al utilizar un impulsor turbina
Rushton, el cual provoca un mayor estrés hidrodindmico, ocasion6 una disminucion de la
biomasa obtenida, principalmente por los dafios letales que se produjeron. Sin embargo,
también se producen dafios subletales, los cuales activan metabolismos de defensa en la
célula, especialmente los relacionados con el estrés oxidativo, lo cual pudo haber sido la
causa de que en este tipo de impulsor se obtuviera una mayor sintesis de acido galico,
acido eldgico y vanillina, en comparacion con el impulsor de propela marina.
Adicionalmente, se pudo comprobar que los polifenoles estudiados también son
degradados por procesos de concentracién térmica como el rotavapor.

Se logré6 demostrar que es factible producir compuestos bioactivos con capacidad
antioxidante a partir de cultivos celulares de mora (Rubus adenotrichos Schitdl.) aceptando

la hipbtesis propuesta con el proyecto doctoral.

Palabras claves

Mora; Rubus adenotrichos; cultivos celulares, biorreactor, compuestos antioxidantes.



Abstract

Antioxidants are compounds that can neutralize free radicals. The human body produces
antioxidants naturally; however, under certain conditions, these antioxidants are not enough
to counteract effect of free radicals, and it is necessary to supplement them through food.
The blackberry has been classified as a fruit of high antioxidant capacity, mainly due to its
ellagitannins content. Ellagitannins are polyphenols that, when metabolized by the gut
bacteria, are transformed into urolithins; compounds which are highly available and function
as important antioxidant agents. However, research performed on blackberry has focused
on the fruit or its juice, and there are few studies considering the use of biotechnological
tools. Therefore, the aim of this doctoral project was the development of a process design
that would allow obtaining bioactive compounds with antioxidant capacity from blackberry
cell cultures grown in a bioreactor.

First, a study of all the research available on blackberry (Rubus adenotrichos Schltdl.) was
performed. In the document review, it was possible to confirm the high ellagitannin content
found in blackberry fruit, the existing differences between the diverse species and varieties
of blackberry, as well as the influence of environmental conditions in the accumulation of the
metabolites of interest. Also, the degradation of ellagitannins suffered from the process of
obtaining juice was also documented, especially the phenomena related to the increase in
temperature; causing researchers to generate concentration strategies for the metabolites
of interest without the use of heat. However, although there is a degradation of the
blackberry compounds, the in vitro biological activity is maintained, and it is possible to
observe the antioxidant and anti-inflammatory effects, as well as the generation of cell
apoptosis in cancerous cell lines. Additionally, on in vivo testing performed, blackberry juice
has evidenced its potential for the treatment of cardiovascular diseases. The studies
performed to date show the high potential of the fruit as an antioxidant agent, but at the
same time, it also showed how little research was done on this species using
biotechnological techniques.

As part of this research, a blackberry cell culture in Erlenmeyer flasks was established, and
the production of ellagic acid and vanillin was quantified. To perform this, extraction and
guantification methodologies were standardized for the compounds of interest. The
technique of total polyphenols by Folin-Ciocalteu was used, and the antioxidant capacity
was quantified through the DPPH free radicals and the use of UHPLC. It was determined

that performing three extractions to the lyophilized blackberry cells, with 100% methanol as
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a solvent, was the method where higher concentrations of the studied metabolites were
observed. For the cell cultures on Erlenmeyer flasks, the cotton plug was chosen since it
resulted as more adequate for cell growth. Also, six different culture media were evaluated,
establishing that the culture media Gamborg, supplemented with 6-bencyladenine, indole-
3-butyric acid and organic nitrogen sources, such as L-glutamine and hydrolyzed casein,
promoted the production of ellagic acid and vanillin.

Finally, the conditions for the blackberry cell cultures grown in a stirred tank bioreactor were
established. It was observed that the hydrodynamic stress is a considerable factor that
affects blackberry cells, since when using the Rushton turbine, which leads to higher
hydrodynamic stress, a decrease in the obtained biomass was observed due to the lethal
damages it generates to the cells. However, other sublethal damages are produced, which
activate defense metabolites in the cell, mainly related to oxidative stress, which could have
contributed to the higher synthesis of gallic acid, vanillin and ellagic acid when using this
impeller when compared to the marine impeller. Additionally, it was possible to verify that
the studied polyphenols are also degraded by thermal concentration processes such as
rotary evaporator.

It was demonstrated that it is feasible to produce bioactive compounds with antioxidant
capacity from blackberry (Rubus adenotrichos Schitdl.) cell cultures, accepting the proposed
hypothesis of this doctoral project.

Keywords

Blackberry, Rubus adenotrichos, cell cultures, bioreactor, antioxidants compounds.
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1. Introduccioén

La Tierra es el unico planeta conocido en nuestro sistema solar que tiene la suficiente
cantidad de oxigeno (O,) para mantener la vida. A medida que el contenido de O; en la
atmoésfera aumentd, expuso a los organismos vivos a toxicidad por él. En condiciones
normales, el O es inerte y es el principal aceptor biolégico de electrones, siendo vital para
el funcionamiento celular. Sin embargo, durante la actividad metabdlica normal y por
consecuencia de factores ambientales como la temperatura, la radiacién, toxinas, entre
otros, el O, es capaz de aumentar su estado de excitacion reactiva produciendo radicales
libres y sus derivados (Mandelker, 2011).

Un radical libre es definido como cualquier especie que contenga uno o mas electrones
desapareados (Barros et al.,, 2016; Islam y Shekhar, 2015). Mientras que las especies
reactivas es un término general de radicales y ciertos derivados no radicales de oxigeno,
nitrdgeno o sulfuro que pueden facilmente generar radicales y/o causar estrés oxidativo
(Barros et al., 2016).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales se menciona en la Tabla 1, se
producen en sistemas biolégicos en la mitocondria o en el reticulo endoplasmatico, asi
como por enzimas como las NADPH oxidasas o la xantina oxidasa, principalmente por el
transporte de electrones que involucra al oxigeno. Las ERO juegan un papel crucial en los
procesos fisioldgicos celulares como la proliferacién, la diferenciacion y la apoptosis de las
células (Carvajal, 2019).

Sin embargo, una alta concentracion de ERO o problemas en la remocién de éstos pueden
provocar el estrés oxidativo, un serio desbalance entre la generacion de las ERO y la
actividad antioxidante (Barros et al., 2016; Morales y Paredes, 2014; Khan et al., 2013), el
cual ocurre cuando hay un incremento en la produccion de oxidantes y la formacion de
radicales libres, la cual excede la habilidad del cuerpo de neutralizarlos y eliminarlos
(Mandelker, 2011).

El estrés oxidativo puede causar dafio a las células y los tejidos, ya que generan
modificaciones en macromoléculas como el ADN, lipidos y proteinas. Las ERO inducen
disfunciones de los tejidos por el dafio directo de las células bajo diferentes mecanismos
como lo son la peroxidacion de la membrana celular y organelas de lipidos, la oxidacion del
ADN, la activacion de la matriz de metaloproteinasas y calpainas, la produccion de lisis
osmotica celular y la apertura del poro de transicion permeable de la mitocondria (Schulz y
Di Lisa, 2016).
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Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno de importancia biolégica

Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Radicales libres

Férmula quimica

No radicales libres

Formula quimica

Superoxido 02 Peréxido de H.0:
hidrégeno
Hidroxilo ‘OH Oxigeno singulete 10,
Radical alcoxilo RO’ Acido hipocloroso HOCI
Radical peroxilo ROO’ Ozono O3
Peroxido orgénico ROOH
Acido hipobromoso HOBr

Fuente: Carvajal, 2019.

Existe evidencia cientifica que relaciona la etiologia de algunas enfermedades humanas
con el estrés oxidativo, aunque puede ser que el estrés oxidativo solo sea un factor en el
proceso patolégico y no la causa primaria en muchos casos. Todas las células,
especialmente en tejidos enfermos o viejos y todo el sistema de 6rganos esta involucrado
en el estrés oxidativo, pero cuando este es excesivo puede producir un dafio que puede
tener un efecto directo en la salud humana. Los 6rganos que pueden ser afectados son los
rifones, el higado, el pancreas, el corazoén, tejidos y células de los nervios e intestinos, asi
como tejidos de la tiroides, pulmones, médula 6sea y suprarrenales (Mandelker, 2011); los
cuales han sido implicados en procesos de desarrollo de enfermedades cardiovasculares,
diabetes, arterosclerosis, cancer, envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas
(Sudhahar y Fukai, 2014; Tusevski et al., 2014; Khan et al., 2013).

En Costa Rica, las enfermedades cardiovasculares son la causa mas frecuente de muerte,
especialmente la isquemia del corazén y las cerebrovasculares, teniendo una tasa de
mortalidad de 3,7 por cada 1000 habitantes, con una incidencia mayor al 11%,
representando la tercera causa mas importante de afios potencialmente perdidos (Castillo
et al., 2006). Mientras que, a nivel mundial, las cardiopatias son la principal causa de

muerte, provocando 17,5 millones de defunciones al afio (Gomez, 2012).
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La diabetes es la segunda enfermedad crdnica mas importante de Costa Rica, ocupando el
octavo lugar de América Latina, con una incidencia del 10,5%, siendo uno de los principales
factores de riesgo de sufrir infartos y derrames cerebrales, en donde, por dia, fallece una
persona por esta enfermedad. En el mundo 387 millones de personas sufren esta condicion,
donde el 70% de los casos podrian prevenirse mediante una dieta balanceada y el ejercicio
(Rodriguez, 2014).

El cancer es otra enfermedad sumamente importante; en promedio, en Costa Rica 12
personas mueren diariamente por esta causa, debido principalmente a una mala
alimentacién, obesidad, el sedentarismo y el consumo de tabaco y alcohol. En el mundo se
diagnostican mas de 14 millones de nuevos casos de cancer al afio y 8,2 millones de
muertes se relacionan con esta enfermedad (Madrigal, 2017).

Se estima que, en Costa Rica, la poblacién mayor de 65 afios en el 2050 alcanzara entre
un 18 a un 23% de la poblacion total (Castillo et al., 2006). Mientras que, a nivel mundial,
un informe de las Naciones Unidas (2019), estima que serd una de cada seis personas.
Bajo esta premisa, la busqueda de soluciones de prevencién y tratamiento de
enfermedades crénicas, como el cancer y las cardiovasculares, que son de las mas
importantes en Costa Rica y el mundo, podrian mejorar la calidad de vida de la poblacion.
El efecto toxico de las ERO vy los radicales libres pueden ser contrarrestado por la accion
de los antioxidantes, tanto enziméaticos como no enziméticos (Islam y Shekhar, 2015). Los
antioxidantes son definidos como cualquier sustancia que previene o0 retarda
significativamente la oxidacion celular ya que reducen los agentes oxidantes, removiendo
los radicales libres (Sudhahar y Fukai, 2014). Los antioxidantes pueden ser producidos
naturalmente o ser suplementados con la alimentacion (Sudhahar y Fukai, 2014; Mehla et
al., 2017).

El dafio en las ERO es usualmente minimizado por una gran cantidad de enzimas y
mecanismos que son protectores naturalmente. La defensa enzimatica emplea enzimas
como la superéxido dismutasa (SOD), catalasas, peroxiredoxinas y glutation peroxidasa
(Schulz y Di Lisa, 2016). Sin embargo, los antioxidantes enddgenos pueden ser
insuficientes para prevenir completamente el dafio oxidativo; por esta razon, una dieta rica
en antioxidantes es muy importante para evitar enfermedades relacionadas con este
problema (Barros et al., 2016).

Existen diversas fuentes naturales de antioxidantes como hierbas, especias, cereales,
nueces, semillas aceitosas, leguminosas, vegetales, productos animales y productos

microbianos (Charles, 2012; Khan et al., 2013). Las propiedades de los antioxidantes han
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sido ampliamente estudiadas. Diferentes compuestos como vitamina E, vitamina C,
polifenoles y carotenoides han sido reportados como antioxidantes endégenos del sistema
de defensa de la planta que pueden ser fuente de antioxidantes exdgenos para el ser
humano. Las propiedades de los antioxidantes como polifenoles, especialmente
flavonoides y acidos fendlicos, pueden ser agentes reductores, donadores de hidrégenos,
eliminadores de moléculas de oxigeno singulete, eliminadores de ERO y quelantes de
metales (Barros et al., 2016; Tusevski et al., 2014).

Las bayas son una fuente potencial de antioxidantes naturales, con un gran espectro de
funciones biomédicas para el tratamiento de enfermedades relacionadas con desordenes
cardiovasculares, envejecimiento celular por estrés oxidativo, respuesta inflamatoria y
diversas enfermedades degenerativas. A pesar de que las frambuesas y las moras poseen
comparativamente bajos niveles de antocianinas, presentan una mayor capacidad
antioxidante que otras bayas debido a la presencia de elagitaninos (Charles, 2012).

Las especies del género Rubus, conocidas como moras 0 zarzamoras, constituyen una
fuente importante de compuestos de interés, especialmente metabolitos secundarios con
actividad antioxidante, cuya posible aplicaciébn esta4 dirigida a reducir riesgos de
enfermedades cardiovasculares y cancer, entre otros (Mertz et al., 2007). En América
Central, Costa Rica es uno de los mayores productores de mora, cultivando principalmente
Rubus adenotrichos. Las investigaciones realizadas hasta el momento han determinado
que la variedad “Vino” de R. adenotrichos, presenta un alto contenido de antioxidantes,
especificamente elagitaninos, incluso en mayor medida que otras frutas reconocidas por
esta caracteristica, y en comparacion con otras variedades de la misma especie (Acosta-
Montoya et al., 2010; Araya et al., 2017; Soto et al., 2019; Montero et al., 2022). Sin
embargo, los trabajos realizados hasta la fecha se han centrado en la determinacién de la
concentracion de los compuestos de interés en la fruta y el jugo, o en pruebas de su
potencial beneficio a la salud tanto in vitro como in vivo, pero no en la produccién a gran
escala por procesos biotecnoldgicos.

Actualmente, las plantas son responsables de la producciéon del 80% de los 30 000
productos naturales conocidos, incluyendo aromas, pigmentos, cosméticos, nutracéuticos,
farmacéuticos y quimicos finos. Sin embargo, la calidad y cantidad de las sustancias activas
dependen de las condiciones ambientales. La productividad comercial de estas moléculas
esta influenciada por la baja cantidad en que se producen en las plantas, el cual usualmente
es menor al 1% del peso seco y, por el alto costo que implica su produccién por medio de

la sintesis quimica (Sharma et al. 2014).
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Es por esto que, los cultivos celulares in vitro vienen a ser una alternativa para la produccion
de metabolitos secundarios. Los cultivos celulares de plantas proveen una produccion y
recuperacion del producto completamente controlada, sin riesgo de contaminacién por el
ambiente o con patdgenos humanos (Sharmay Shahzad, 2013). Por ende, el cultivo masivo
de células vegetales in vitro en biorreactor es una alternativa viable para la produccion de
fitoquimicos y compuestos de interés obtenidos de fuentes naturales como las plantas
(Chattopadhyay et al., 2002).

Adicionalmente, las fuentes naturales bioticas y abibticas que provee el planeta Tierra, son
cruciales en la economia y el sustento de la vida para la sociedad humana en el mundo, ya
que son parte importante de las cadenas de suministro e impulsa el crecimiento econémico
(Corrado y Sala, 2018). Una economia basada en estos recursos biolégicos y naturales es
conocido como bioeconomia (Corrado y Sala, 2018). En general, la bioeconomia se basa
en el uso sostenible de los recursos biolégicos haciendo uso de las tecnologias modernas,
principalmente la biotecnologia (Viaggi, 2020). La bioeconomia es un &rea de desarrollo
sumamente importante en las economias actuales, especialmente en aquellas que se
basan en economias circulares. Una economia circular es aquella que minimiza la
disposicion final de residuos y subproductos fomentado su reutilizacion y valorizacion
(Corrado y Sala, 2018).

Esta investigacion se planteé con el fin de producir los compuestos polifendlicos con
capacidad antioxidante que tienen potencial para el tratamiento de diferentes enfermedades
humanas, contribuyendo al tercer objetivo del desarrollo sostenible Salud y Bienestar
(Naciones Unidas, 2018), a través de un bioproceso, el cual posee una serie de ventajas
comparadas a la obtencion tradicional de compuestos producidos por las plantas, con el fin
de poder generar conocimiento para una futura comercializacibn a gran escala,
contribuyendo a su vez, a un sistema de generacién de rigueza basado en la bioeconomia.
El proyecto doctoral, plante6 el disefio de un proceso que permitiera obtener compuestos
con capacidad antioxidante de la mora (R. adenotrichos Schitdl.) a partir de cultivos
celulares en biorreactor, estableciendo las condiciones que influyen en la produccién y
obtencién de los metabolitos secundarios.

Para esto, se produjo callos a partir de segmentos de hoja de mora y con éstos, se
elaboraron suspensiones celulares finas. Se optimizé una metodologia de extraccion y
cuantificacion de los compuestos polifendlicos mediante diferentes solventes extractores y
tipos de material, cuantificando polifenoles totales y capacidad antioxidante mediante

pruebas bioquimicas, asi como la cuantificacion de acido galico, acido elagico y vanillina
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mediante UHPLC. Se determind la influencia del tipo de tapon del matraz Erlenmeyer, asi
como de diferentes medios de cultivo en la concentracidon de los compuestos de interés.
Posteriormente, los cultivos celulares se escalaron a un biorreactor de 2 L, en el cual se
determind la influencia del tipo de impulsor y el estrés hidrodindmico en la concentracion de
los metabolitos. Por ultimo, el extracto obtenido fue concentrado en rotavapor,

determinando el efecto del calor en la recuperacién de los compuestos de interés.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Disefiar un proceso a partir de cultivos celulares de mora (Rubus adenotrichos Schlitdl.) en
biorreactor para la obtencién de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante.

2.2. Objetivos especificos

1. Establecer la produccion de los compuestos funcionales con actividad antioxidante

en cultivos celulares de mora en matraz.
2. Desarrollar un protocolo de crecimiento de los cultivos celulares de mora en

biorreactor para la obtencién y concentracién de los compuestos funcionales con

capacidad antioxidante.
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3. Sintesis

La tesis esté dividida en tres capitulos, cada uno comprende un articulo cientifico publicado
en revistas indexadas o en proceso de publicacion. Posteriormente, se presenta una
discusion de los principales resultados presentados en los articulos cientificos, para finalizar

con las conclusiones y recomendaciones generales.

El primer capitulo es una revision de literatura, en donde se detallan los trabajos
documentados con R. adenotrichos, haciendo un andlisis sistematico de los valores de
polifenoles totales, capacidad antioxidante y cuantificacion de compuestos bioactivos como
antocianinas y elagitaninos. Este capitulo, evidencia el potencial que tiene esta especie de
mora, como posible alimento funcional, asi como la pertinencia de generar conocimiento y
desarrollo a través del uso de herramientas biotecnolégicas para producir y optimizar la
produccién de estos compuestos de interés. Ademas, es el marco tedrico que engloba los
antecedentes del trabajo de investigacion doctoral. El articulo cientifico fue aceptado en la
revista Tecnologia en Marcha, una revista indexada en Scientific Electronic Library Online
(SciELQO), Directory of Open Access Journals (DOAJ) y Web of Science Core Collection. El
articulo cientifico se publicara en diciembre del 2023, en el Volumen 37, Niumero 1. La
escogencia de la revista se da por la distribucién geografica de Rubus adenotrichos, la cual
se encuentra principalmente en México y Centro América (Segura et al., 2012), siendo la
especie mayormente sembrada en Costa Rica (Flores-Mora y Argtello-Delgado, 2005).
Esta revista se selecciond ya que al ser el articulo una revision de literatura de los articulos
referentes a esta especie, donde la mayoria de las investigaciones se desarrollaron en

Costa Rica, una revista latinoamericana podria ser de mayor impacto para el publico meta.

El segundo capitulo detalla el establecimiento de las condiciones de crecimiento celular y
produccion de los metabolitos secundarios de interés en la mora a nivel de matraces
Erlenmeyer. En el articulo se detallan las condiciones de produccion de callo y
suspensiones celulares, asi como la optimizacion de las condiciones de extraccion para los
compuestos polifendlicos estudiados. Por ultimo, hace referencia al efecto de diferentes
tipos de tapén del matraz Erlenmeyer y de medios de cultivo sobre la biomasa y la
produccion de los metabolitos secundarios de interés obtenidos de los cultivos celulares de
mora. Este capitulo engloba el cumplimiento del objetivo 1 de la tesis doctoral. El articulo
cientifico fue publicado en el idioma inglés en la revista Plant Cell, Tissue and Organ Culture

(PCTOC), indexada en Scopus y Web of Science (Schmidt-Durén et al. 2022), revista que
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se ubica en el cuartil 2 y es una de las mas importantes en cultivo de tejidos de plantas y

biotecnologia de plantas que existen a nivel mundial.

El tercer capitulo hace referencia al establecimiento de las condiciones para el crecimiento
de los cultivos de la mora en biorreactores de 2 L y la produccién de los compuestos de
interés, ademas detalla una estrategia sencilla de concentracion de los compuestos a través
de técnicas térmicas. El articulo cientifico analiza el efecto que el estrés hidrodinamico
produce en los cultivos celulares, describiendo como una condicién de estrés hidrodindmico
puede servir como una alternativa para favorecer la produccion de metabolitos secundarios
con propiedades antioxidantes. Asimismo, el articulo menciona el efecto que el calor
produce en la concentracion de los polifenoles estudiados, con el fin de generar estrategias
de concentracion de los compuestos obtenidos en biorreactor, que impacten lo menos
posible en la concentracion de los metabolitos de interés. Este articulo cientifico resume los
resultados obtenidos para cumplir con el objetivo 2 propuesto, el cual va a ser sometido a

una revista cientifica indexada.

Los tres articulos demuestran que Rubus adenotrichos Schltdl. presenta una alta
concentracion de compuestos antioxidantes, especialmente elagitaninos, los cuales pueden
ser producidos a partir de cultivos celulares de mora (Rubus adenotrichos Schitdl.) como
una alternativa viable para una futura produccion industrial y estandarizada de los

metabolitos de interés de la mora.
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4. Articulo 1

La mora tropical de altura (Rubus adenotrichos Schlitdl.) como potencial alimento

funcional: una mirada a las investigaciones realizadas.

The tropical highland blackberry (Rubus adenotrichos Schitdl.) as a potential
functional food: alook at the research carried out.
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Resumen

La mora (Rubus adenotrichos Schltdl.) ha sido catalogada como una de las frutas con alto
potencial como alimento funcional, especialmente por su concentracion de elagitaninos y
antocianinas. Por esta razon, el objetivo de este trabajo fue hacer una recopilacion de todos
los articulos cientificos realizados con esta especie, desde los trabajos agronémicos y de

cultivos de tejidos, los andlisis de los compuestos en la fruta y en el procesamiento del jugo,
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el potencial benéfico para la salud de esta fruta en pruebas realizadas tanto in vitro como
in vivo asi como la posibilidad que las herramientas biotecnoldgicas permiten para escalar
la produccién de estos compuestos, compilando en las mismas unidades de medicién, la

concentracion de los principales compuestos bioactivos de la mora.

Palabras claves
Rubus adenotrichos, mora, polifenoles, antioxidantes, capacidad de absorbancia de

radicales de oxigeno.

Abstract

Blackberry (Rubus adenotrichos Schitdl.) has been classified as a fruit with high potential as
a functional food, due to its high concentration of ellagitannins and anthocyanins. Therefore,
the aim of this study is to compile the research articles performed with these species, from
agronomical to tissue culture studies, to analysis of fruit compounds and fruit juice
processing; and the potential health benefits from this fruit in studies performed in vitro and
in vivo, as well as the possibility of using biotechnological tools for bioprocessing and
upscaling of the production of compounds of interest, compiling, in the same units of
measure, the concentration of the main bioactive blackberry compounds.

Key Words
Rubus adenotrichos, blackberry, polyphenols, antioxidants, oxygen radical absorbance

capacity.

1. Introduccion
Las moras pertenecen al género Rubus, se caracterizan por tener un crecimiento arbustivo
de tipo erecto, semierecto o rastrero [1] [2]. La planta se reproduce principalmente de forma
asexual por medio de acodos y presenta en su ciclo de cultivo en tres etapas: vegetativa,
reproductiva y de produccion [1]. Los tallos de la planta de mora generalmente poseen
espinas y tienen un sistema radical fibroso, los cuales crecen en forma de macolla [2]. Las
hojas tienen bordes dentados y presentan de tres a cinco foliolos [1] [2]. Presenta frutas
agregadas que pueden ser de color rojas o moradas oscuras, formadas por drupas
carnosas de forma redonda o elipsoidal, las cuales contienen a las semillas [1] [3]. Las flores
son hermafroditas y actinomorfas, contienen varios estambres y pistilos, crecen en

inflorescencias terminales o axiales, de color blanco, rosado o morado. Las flores tienes
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cinco pétalos y cinco sépalos y su polinizacion se realiza por insectos, especialmente abejas
(Apis mellifera L.) [1] [2].

Las frutas de la mora se consumen de manera fresca o procesada, a través de la produccion
de productos congelados, enlatados, pulpas, jugos y frutas liofilizadas [3]. La produccién de
mora a nivel mundial se ha expandido drasticamente, siendo Estados Unidos el mayor
productor mundial, mientras que, en Europa, Serbia es el principal pais que lo cultiva. En
latinoamericana se cultiva principalmente en México y América Central, donde sobresalen
Costa Rica y Guatemala, y en menor medida se encuentran Ecuador y Chile. En Asia, China
es su principal productor, mientras que Nueva Zelanda destaca en Oceania y en Africa solo
se tiene reportes de produccién por parte de Sudéfrica [3] [4] [5].

Las investigaciones en Rubus han aumentado significativamente en los ultimos afios, ya
que ademas de su valor nutricional, presenta una alta capacidad antioxidante debido a su
contenido de polifenoles, los cuales presentan un potencial beneficio a la salud, como se
detalla en la revision de Lee et al. [6]. Rubus adenotrichos es una especie de mora que
crece en un clima tropical de altura y ha sido estudiada desde hace méas de 30 afios, aunque
mas intensamente en los Ultimos 15 afios por sus compuestos de interés, especialmente
elagitaninos y antocianinas. Es por esta razon, que el objetivo de este trabajo fue compilar,
hasta nuestro saber, los trabajos realizados en R. adenotrichos (mencionada en algunos
articulos como R. adenotrichus), detallando la concentracion de polifenoles totales,
elagitaninos, antocianinas y capacidad antioxidante obtenidos en las investigaciones. Para
esta revision, debido a su objeto de estudio, se descartaron las publicaciones realizadas

por Gonzalez y Perez [7], Rodriguez-Diaz et al. [8] y Segura et al. [9] con esta especie.

2. Investigaciones en Rubus adenotrichos

2.1 Primeras investigaciones

Desde mediados de los afios 90, se han realizado investigaciones en Costa Rica
relacionadas con el cultivo de la mora (Rubus spp.), especialmente con Rubus adenotrichos
variedad Vino espina roja, segun su denominacion local, debido a su interés comercial y
potencial uso medicinal y alimenticio que posee [1] [2]. Inicialmente los trabajos se centraron
en la caracterizacion fenotipica, disefios de siembra, distancias de siembra, fertilizacion,
podas, problemas fitosanitarios [1] [2], conservacion de germoplasma, micropropagacion,
elaboracion de productos agroindustriales [10], enraizamiento [10] [11] [12] y aclimatacion
de plantas [10] [11].
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En las investigaciones agrondmicas, Orozco et al. [13] evaluaron el efecto del sistema de
propagacion en el rendimiento de la cosecha de la mora en las variedades Vino espina roja
y Vino sin espinas. Para esto, utilizaron un sistema de propagacion vegetativa, a través de
una reproduccién asexual por acodos aéreos y un sistema de micropropagacién, a través
de plantulas obtenidas in vitro y aclimatadas en invernadero antes de ser sembradas en
campo. Los investigadores evidenciaron que los rendimientos de la variedad Vino espina
roja son de tres a cuatro veces superiores a los obtenidos por la variedad Vino sin espinas.
Ademas, en el primer afio de evaluacion, las plantas propagadas por acodos obtuvieron
cosecha, mientras que las micropropagadas no. Sin embargo, a partir del segundo afio de
evaluacién, los rendimientos de ambos tipos de reproduccién fueron similares para ambas
variedades. Las plantas in vitro generalmente requieren de un mayor tiempo para adaptarse
en campo, sin embargo, tomando en cuenta que son plantas élite libre de enfermedades,
es una alternativa viable de implementar para el agricultor.

También, Orozco y Mufioz [14] determinaron el efecto del compost y lombricompost sobre
el suelo y los rendimientos de la mora, logrando determinar que los abonos organicos
mejoraron especialmente el contenido de micronutrientes y el pH del suelo en las fincas
evaluadas, lo cual condujo a obtener un mayor rendimiento de cosecha. Ademas, se logro
determinar que los abonos utilizados, no afectaron las cadenas tréficas, ni los
microorganismos presentes en el suelo [15]. Los abonos orgénicos, ademas de su aporte
de nutrientes y de mejorar la estructura del suelo, aportan microorganismos benéficos a la
rizosfera, siendo esperable un aumento en las poblaciones microbianas. Sin embargo, este
efecto no fue posible visualizarlo en esa investigacion.

Por otro lado, Flores et al. [11] reportaron para la multiplicaciéon de la planta de mora, un
método de enraizamiento en sistemas de inmersion temporal y de aclimataciéon de las
plantulas en invernadero. La implementacion de dicha metodologia logré reducir en un 50%
el tiempo de la etapa de enraizamiento comparado a estudios previos y permitié alcanzar
mas de un 75% de supervivencia de las plantas durante su aclimatacién en invernadero.
Flores et al. [12] trabajando con la misma linea celular de mora, probé el efecto de
nanotubos de carbono como promotores del crecimiento de la planta y su efecto en el
enraizamiento. Sus resultados demostraron que los nanotubos de carbono de pared simple
funcionalizados con un grupo carboxilo, aumentan el tamafo de las plantas, promueven
una mayor cantidad de raices en un menor tiempo y presentan una mayor diferenciacion
celular en los tejidos de crecimiento, evidenciando que los nanotubos de carbono pueden

ser usados como promotores del crecimiento vegetal para la mora.
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El uso de nanotubos de carbono en las investigaciones, especialmente con cultivos de
consumo humano, genera controversia, ya que hay reportes de los efectos adversos para
la salud [16]. La investigacion realizada por [12] se limita a su uso bajo condiciones de
laboratorio, por lo que se requiere de futuras investigaciones que permitan clarificar si éstos
pueden ser encontrados en la fruta, si son retenidos por la planta en algun tejido u érgano,
0 son desechados bajo algin mecanismo, con el fin de ver si el uso de los nanotubos de
carbono puede ser una estrategia viable para usarse en la micropropagacién de las plantas
de mora.

A pesar de que las primeras investigaciones tuvieron un énfasis mas agrondmico y de
produccién in vitro. Los trabajos de Mertz et al. [17] y Acosta-Montoya et al. [18] en donde
se reportaron el contenido de polifenoles totales, elagitaninos y antocianinas presentes en
la fruta, provocd un cambio en la perspectiva de los trabajos realizados para esta planta.

2.2 Compuestos polifendlicos de la fruta
Como se menciond, en general, la mora ha sido catalogada como una fruta rica en
polifenoles con capacidad antioxidante, los cuales tienen posibles efectos benéficos para la
salud humana [6]. Por esta razon, el trabajo de Mertz et al. [17] fue el primero que reportaron
el contenido de metabolitos secundarios para la mora tropical de altura. Los autores
realizaron un estudio en frutas maduras de dos especies de mora (Rubus glaucus y Rubus
adenotrichos), cuantificando la concentracion de diferentes compuestos de interés: taninos
hidrolizables, antocianinas, acidos hidroxicinamicos y flavonoides (Tabla 1). Los autores
realizaron la extraccién de 2 g de la fruta liofilizada con 60 ml de una solucién de acetona
(70% v/v) como solvente extractor con 2% de acido férmico. El analisis fue realizado
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia con arreglo de diodos (HPLC-DAD) y
espectrofotometria de masas con trampa de iones por electropulverizacién (ES/MS IT), en
donde se determind que R. adenotrichos presenta valores de flavonoides, la antocianina
cianidina-3-glucésido y el elagitanino Lambertianin C en mayor proporcién que R. glaucus.
La metodologia descrita por [17] fue la base para la extraccién y cuantificacion de
antocianinas y elagitaninos realizadas en otras investigaciones [18] [19] [20] [21] [22] [23].
Sin embargo, no hubo un estudio sistematico para la estandarizacion de las condiciones de
extraccién y solventes a utilizar, que permita determinar estadisticamente las condiciones
de extraccion, mas adecuadas para la obtencién de los biocompuestos. Multiples factores
intervienen en la recuperacion de los compuestos bioactivos, tales como el solvente a

utilizar, la fuente del material a extraer y la metodologia de extraccion [24] [25] [26]. Por
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ejemplo, el agua, el etanol y sus mezclas, son los solventes extractores mas utilizados por
su baja toxicidad; mientras que el metanol es donde se ha obtenido la mayor recuperacién
de taninos [27]. Por lo que resulta particular que, el método de extraccion utilizado por
muchos de los articulos en esta especie, no haya contemplado una optimizacién de estas
condiciones y se limitaran a utilizar la misma metodologia de [17].

Mertz et al. [19], determinaron el contenido de polifenoles totales, carotenoides y capacidad
antioxidante de dos variedades de tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.), naranjilla
(Solanum quitoense Lam.) y mora (R. adenotrichos y R. glaucus) mediante pruebas
espectrofotométricas (Folin-Ciocalteu y ORAC) y HPLC-DAD-MS. Se logré determinar que
el contenido de polifenoles totales, asi como la concentracién de elagitaninos y antocianinas
fue mayor en la mora, que en las dos variedades de tomate de &rbol evaluadas. Los autores
probaron diferentes solventes para evaluar la capacidad antioxidante, determinando la
acetona presentaba los valores mas altos (Tabla 1). Sin embargo, los autores no evaluaron
otros solventes mas polares como el etanol o el metanol.

Debido al potencial que se observaba en la mora, Acosta-Montoya et al. [18] investigaron
el efecto del estado de madurez en el contenido polifendlico y en su capacidad antioxidante.
Los autores concluyeron que, al aumentar el estado de madurez (grado 3), aumenta la
cantidad de azucares, solidos solubles y antocianinas en la fruta, pero disminuye la
concentracion de elagitaninos, flavonoides y derivados del acido elagico. Sin embargo, en
su estado mas inmaduro (grado 1), la mora contiene una alta concentracion de elagitaninos,
como se observa en la Tabla 1. Los investigadores concluyeron que R. adenotrichos
presenta una de las mayores cantidades de elagitaninos reportados para cualquier fruta
comestible, por lo que podia tener un alto potencial comercial como alimento funcional. Sin
embargo, las concentraciones mas altas se encontraron en valores de fruta inmadura, la
cual usualmente no es consumible.

Martinez-Cruz et al. [28] determinaron en R. adenotrichos silvestre procedentes de
Veracruz, México, el contenido de compuestos potencialmente bioactivos y reportaron que
la mora silvestre contiene 1,7 veces mas cianidina-3-glucésido y una menor concentracion
de polifenoles totales que lo obtenido en moras cultivadas de Costa Rica y reportado por
[17]. Los autores sugieren que las moras silvestres también deben ser consideradas como
alimento funcional. Es importante sefialar que [28] utilizaron una metodologia de extraccion
y de cuantificacion mediante HPLC distinta a la establecida por [17], lo que limita la

comparacion directa de los resultados con los reportados en otras investigaciones previas.
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Después de los analisis directos a la fruta de mora, las investigaciones se centraron en
determinar la concentracion de los compuestos polifendlicos en diferentes variedades de
R. adenotrichos, para determinar cual poseia un mayor potencial econémico. Los trabajos
previos realizados habian utilizado la variedad Vino espina roja, una de las variedades
comerciales utilizadas en Costa Rica. Primeramente, Araya et al. [24] evalué las variedades
Dulce, Vino espina roja y Vino sin espinas, bajo tres diferentes estados de madurez, las
cuales para esta revision se catalogaron en grado 1, 2 y 3, para la comparacion con los
resultados obtenidos por [18]. Los autores evaluaron diferentes solventes de extraccion, asi
como la cantidad de extracciones necesaria para obtener la mayor cantidad de polifenoles
en las muestras. La investigacion determiné que realizando cuatro extracciones con etanol
al 95%, fue el método de extraccion adecuado para obtener la mayor cantidad de polifenoles
totales y concluyen que, sin importar la variedad evaluada, las frutas inmaduras
presentaban valores mas altos de polifenoles totales, capacidad antioxidante vy
proantocianidinas; mientras que, al aumentar el grado de madurez, aumenta la
concentracion de antocianinas, resultados similares a lo reportado por [18]. Ademas, se
evidencia que, aunque existen diferencias notables entre las variedades de mora, la
variedad Vino espina roja fue la que obtuvo las mayores concentraciones de los
compuestos de interés.

Siguiendo esta misma linea, Soto et al. [22] evaluaron el efecto del genotipo en la
concentracion de los compuestos polifendlicos en moras cultivadas en Costa Rica. Para
esto, fueron comparadas cinco variedades de R. adenotrichos (Vino espina roja, Vino
espina blanca, Vino sin espinas, Dulce y Enana), dos variedades de R. urticifolius, asi como
una variedad de R. miser y R. glaucus. Las variedades Vino sin espinas y Enana, fueron
las que tuvieron el mayor contenido de elagitaninos y antocianinas, respectivamente;
resultados que difirieren con los reportados por [24], lo anterior puede deberse a que la
metodologia de extraccién y analisis de compuestos utilizada en los estudios fue distinta.
Ademas, los autores determinaron el efecto de las condiciones medioambientales en el
contenido polifendlico de la fruta para la variedad Vino espina roja (Tabla 1), siendo la
localidad de Dota, cultivada bajo un régimen organico la que obtuvo las mayores
concentraciones de los compuestos de interés, obteniendo mas antocianinas en la época
lluviosa y mas elagitaninos en la época seca.

A partir de los reportes de [18] y [24], se puede concluir, que las frutas de mora menos
maduras tienen un alto contenido de elagitaninos, pero que conforme la fruta va madurando,

estos compuestos disminuyen y el contenido de antocianinas va en aumento. Las
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investigaciones mencionadas hasta este momento evidencian que el genotipo, el ambiente
y la metodologia de extraccidon y cuantificacion empleada provocan variaciones en la
concentracion de los compuestos de interés.

Por dultimo, Montero et al. [23] estudiaron la composicidon nutricional, contenido de
compuestos potencialmente bioactivos y capacidad antioxidante de once cultivos
comestibles ampliando lo realizado por [19], donde la mora present6 valores intermedios
en los andlisis fisico-quimicos realizados en comparacion a las otras frutas evaluadas,
exceptuando en el pH (siendo la mas &cida) y en el contenido de fibra dietética en base
hameda (obteniendo el valor mas alto). Sin embargo, siendo congruente con los resultados
obtenidos por otros investigadores, la mora presento 1,5 veces mas concentracion de
polifenoles y 2,5 veces mayor capacidad antioxidante (Tabla 1) que la segunda fruta en
importancia evaluada, determinando que a pesar de que la mora no destaca por su
contenido nutricional, si posee una de las mayores capacidades antioxidantes y contenido
polifendlico entre frutas de consumo en Costa Rica.

2.3 Compuestos polifendlicos del jugo de mora en su procesamiento

Tomando en cuenta que la mora frecuentemente se consume como bebida, existen varios
reportes documentando el efecto que ocasionan diferentes técnicas de procesamiento
industrial del jugo de la mora, sobre la concentracién de los compuestos polifendlicos. Cisse
et al. [29] determinaron el efecto de la temperatura en el contenido de antocianinas en los
jugos de mora, naranja y jamaica, estableciendo que las antocianinas sufren una
degradacion térmica. Los autores propusieron ecuaciones de primer orden, para modelar
la degradacion de las antocianinas por la temperatura, la cual puede ser utilizada como
herramienta para determinar la pérdida de este compuesto en procesos térmicos.

Luego, Gancel et al. [20] evaluaron el efecto que tiene el procesamiento y almacenamiento
de la fruta sobre el contenido de sus compuestos y su capacidad antioxidante. Para esto,
elaboraron un diagrama del procesamiento de la fruta obteniendo extractos para cada etapa
del proceso, las cuales fueron: frutas cortadas, pulpa, residuos, jugo y bebida. Ademas,
determinaron el efecto de diferentes temperaturas de almacenamiento en la concentracion
de los compuestos de interés. La fruta inicial utilizada mostro resultados similares a los
obtenidos previamente por otros autores. Sin embargo, el procesamiento de las muestras
para la elaboracién del jugo redujo significativamente la concentracion de elagitaninos y
antocianinas. En general, se observé que la bebida de mora procesada obtuvo Unicamente

un 54% de todos los compuestos polifendlicos iniciales de la mora y su capacidad
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antioxidante disminuyé a la mitad. El escaldado que se realiza antes de cortar las frutas,
fue el paso donde hubo una mayor disminucion de antocianinas y el llenado en caliente
para la elaboracion de la bebida final, fue donde hubo una mayor disminucién de
elagitaninos. Ademas, durante el almacenamiento se presentd una pérdida adicional de los
compuestos polifendlicos, la cual se ve incrementada al aumentar la temperatura.

Los resultados obtenidos por [20] y [29] evidencian que el aumento de temperatura es un
factor critico que afecta la estabilidad de los polifenoles, ya que procesos térmicos provocan
una disminucién en la concentracion de estos compuestos. Por lo que, es necesario buscar
formas alternativas de procesamiento del jugo que eviten el uso de estos métodos. Es por
ello por lo que, Acosta et al. [30] propusieron la ultrafiltracibn para la separacion y
purificacién de elagitaninos en mora como método alternativo. Frutas de mora cortadas
fueron prensadas con una prensa hidraulica y posteriormente pretratadas enzimaticamente;
el jugo obtenido fue clarificado mediante una microfiltracién y concentrado bajo evaporacion
osmotica, probando diferentes membranas y presiones de filtracion y controlando la
temperatura en cada proceso. Se encontré una combinacién de presion transmembrana
(2MPa) y membrana (GK de GE Osmonics) capaz de retener el 100% de la concentracion
de elagitaninos con el mayor flujo de antocianinas, siendo una opcion viable para separar y
purificar estos compuestos del jugo de mora.

Soto et al. [21] determinaron el efecto de pretratamientos enzimaticos y mecanicos sobre la
concentracion de los polifenoles en el jugo. Ademas, se seleccionaron los pretratamientos
continuo y discontinuo, ambos con adicién de enzima, para posteriormente pasar por un
proceso de clarificaron para determinar el efecto combinado de ambas técnicas en la
concentracion de los compuestos potencialmente bioactivos. De los cinco pretratamientos
evaluados, la prensa continua con preparacion enzimatica, fue la que obtuvo la mejor
recuperacion de elagitaninos y antocianinas. Sin embargo, este método de extraccion,
cuando el jugo se clarificé, produjo una disminucion en la concentracion de las antocianinas
y elagitaninos; contrario al método discontinuo con preparacién enzimatica, el cual la
clarificacién, no redujo la concentracion de estos compuestos.

Acosta et al. [31] determin6 el contenido de polifenoles totales del jugo de la mora bajo
nanofiltracion, luego de obtener el jugo mediante el método de extraccion y clarificacion
reportado por [21]. La nanofiltracion es una técnica que permite concentrar antocianinas y
elagitaninos de una manera mas eficiente y a menor costo, sin reducir los compuestos
potencialmente bioactivos por efectos del calor. Los autores determinaron que utilizando

una membrana NF270 a una presién transmembrana de 3MPa, se obtiene el mayor flujo
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de permeado y se retiene mas del 90% de total de solidos solubles y el 100% de las
antocianinas y elagitaninos [31]. Lo anterior, muestra que la nanofiltracibn debe ser
considerado como un método factible para favorecer la concentracién de los compuestos
de interés en los jugos de la mora.

Gonzalez et al. [32] realizaron una aproximacion metabolémica del jugo de la mora
endulzado con estevia 0 con sacarosa, sin pasteurizar o pasteurizando bajo diferentes
temperaturas de almacenamiento. Los autores reportaron que la composicion de iones del
jugo de mora varia entre los tratamientos evaluados, concluyendo que el procesamiento del
jugo cambia la composicion metabdlica del mismo. Sin embargo, los autores no identificaron
a que compuestos metabdlicos correspondian los cambios de los iones, que permitieran
aportar un mejor conocimiento de los cambios del jugo durante su procesamiento.

Por ultimo, Quirds et al. [33] evaluaron el efecto de la extraccion etandlica, la concentracion
térmica al vacio, la ultrafiltracion y el secado por aspersion en los subproductos de la mora,
el cual corresponde principalmente a semillas. Se determiné que el etanol al 57,1 % v/v con
agua es el solvente extractor 6ptimo para obtener los compuestos de interés. Ademas, la
ultrafiltracion permiti6 aumentar la concentracién de los compuestos mayoritarios de los
subproductos con una mayor pureza que la obtenida por la concentracion térmica, mientras
que el secado por aspersion disminuy6 en aproximadamente un 80-90% la concentracion
de antocianinas y elagitaninos, siendo un proceso inviable para la formulacion. Esto
confirmd que, los procesos de concentracién sin uso de calor, son mejores para la
preservacion de los elagitaninos.

Los trabajos mencionados en esta seccién, exceptuando el de [32], muestran el impacto
que tienen diferentes técnicas de procesamiento en la concentracion de los elagitaninos y
antocianinas en el jugo de mora (Tabla 1). La metodologia para la obtencién de jugo de
mora con alto contenido de elagitaninos fue patentada [34] y representa un aporte de la

factibilidad técnica para la explotacién comercial de esta bebida.

2.4 Efectos in vitro del jugo de la mora
Al comprobar que tanto la fruta de la mora, como el jugo procesado poseia los compuestos
potencialmente bioactivos, se empezaron a realizar pruebas in vitro con el fin de determinar
si estos compuestos presentaban posibles efectos benéficos para la salud. Cuevas-
Rodriguez et al. [35] determinaron la concentracién de polifenoles totales, capacidad
antioxidante y la inhibicibn de la respuesta proinflamatoria en lineas celulares de

macroéfagos utilizando diferentes extractos obtenidos de especies de mora silvestre. En
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todos los extractos evaluados, menos el rico en proantocianidinas, las muestras de R.
adenotrichos fueron las que obtuvieron los valores mas altos de polifenoles totales y
capacidad antioxidante. Ademas, en términos generales, de los extractos probados, esta
especie fue la que presentd los mayores porcentajes de inhibicion entre las enzimas
proinflamatorias evaluadas o en los compuestos que estas enzimas producen, como lo son
el oxido nitrico y la prostaglandina, denotando que una dieta rica en moras podria reducir
el estrés oxidativo.

Posteriormente, Azofeifa et al. [36] compararon la capacidad antioxidante y el efecto
protector a la peroxidacion lipidica de un jugo de mora fresco y uno microfiltrado. El jugo de
mora microfiltrado presentd menor contenido de polifenoles totales, antocianinas y
capacidad antioxidante mediante ORAC, no asi mediante DPPH. Sin embargo, al evaluar
la capacidad para proteger la peroxidacion lipidica, no hubo diferencias con ambos jugos,
tanto con el modelo de higado, como el de liposomas, demostrando que, el procesamiento
del jugo afecta la capacidad antioxidante pero no la capacidad protectora de la peroxidacion
lipidica.

Todas las células, incluidos los eritrocitos, presentan una defensa propia contra los
oxidantes extracelulares conocido como sistema Cell-MAP, es por esta razén que Gonzalez
et al. [37] evaluaron la actividad antioxidante celular de eritrocitos (ERYCA) y el aporte que
la proteccién antioxidante mediada por células (Cell-MAP) y la eliminacién directa de
radicales libres (ORAC) brindan a los eritrocitos de diferentes frutas. La prueba ERYCA
reflejé que el Cell-MAP aporta de 3 a 4 veces mas proteccion antioxidante a los glébulos
rojos que la eliminacién directa de radicales libres, determinando el posible aporte del
consumo de frutas en la capacidad antioxidante de las células. Ademas, en términos
generales, la capacidad antioxidante global de los eritrocitos fue mas alta en las bayas
tropicales de Costa Rica (ardndano y mora) que en las demas frutas evaluadas.

Luego, Azofeifa et al. [38] determinaron la actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro
de la mora mediante ORAC, la concentracién inhibidora media maxima (ICso) del jugo que
se requiere para neutralizar al radical libre DPPH, la actividad de eliminacién de 6xido nitrico
(NO) mediante ICsg, la inhibicion de la produccion del anién superéxido y de la interleucina-
6 (IL-6), la inhibicion de la peroxidacién lipidica en liposomas e higado y un ensayo
antiinflamatorio a una linea celular de macréfagos murinos. Se determiné que el jugo de
mora presenta un ICso de NO 12 veces menor y un ICso de DPPH similar al del &cido elagico,
con una capacidad antioxidante ocho veces mayor comparado con el mismo estandar.

Ademas, al aumentar la dosis del extracto, se incremento la capacidad de inhibicién de la
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peroxidacion lipidica, tanto en liposomas como en homogenizados de higado. Asimismo, el
extracto tuvo la capacidad de inhibir la produccion del anion superoxido, del 6xido nitrico y
del IL-6. Estos resultados evidenciaron que los extractos de mora disminuyen el estrés
oxidativo de las células, protegiendo contra diferentes radicales libres y tienen potencial
para disminuir procesos inflamatorios.

Calvo-Castro et al. [39] utilizaron lineas celulares epidérmicas humanas de queratinocitos
y fibroblastos para evaluar el efecto del jugo de mora como protector contra los rayos
ultravioleta B (UVB), el principal agente responsable del cancer de piel. A las lineas
celulares se les agreg6 una dilucién de jugo de mora ultrafiltrado 2 h antes y 24 h después
de ser irradiadas con rayos UVB. Los resultados mostraron que existe un efecto
fotoquimioprotector a las lineas celulares. Ademas, se determind que existe un aumento en
la apoptosis de las células irradiadas, el cual es uno de los primeros mecanismos de
defensa de las células de la piel para contrarrestar los efectos de agentes cancerigenos.
La pasteurizacién es un método térmico muy utilizado para reducir la concentracion de
patégenos en liquidos el cual podria tener un efecto negativo en la concentracion de los
compuestos de interés como se evidencio en los estudios relacionados al procesamiento
del jugo. Debido a esto, Azofeifa et al. [40] determinaron si este proceso podria afectar la
inhibicion de la peroxidacion lipidica, el ERYCA vy la capacidad antioxidante del jugo de
mora. Los autores probaron el control con un jugo pasteurizado a 75 °C y otro a 92° C. Los
resultados que obtuvieron determinaron que la pasteurizacion no afect6 el contenido de
polifenoles totales ni elagitaninos, ni los valores de capacidad antioxidante, ERYCA e
inhibicién de la peroxidacion lipidica en liposomas e higado. Sin embargo, si tuvo efectos
negativos en la concentracion de antocianinas, similar a lo obtenido por [29], en el ICs del
DPPH y en el ICs del NO. No obstante, en términos generales, se puede concluir que la
pasteurizaciébn mantuvo las propiedades biol6gicas de los compuestos bioactivos de la
mora.

Azofeifa et al. [41] realizaron pruebas para determinar la actividad antioxidante de un jugo
microfiltrado de mora en un proceso de digestidon in vitro. Los resultados obtenidos
demostraron que la digestion inicial con pepsina aumenté los valores de antocianinas y
elagitaninos, sin embargo, el proceso de dialisis demostré una reduccién significativa en la
concentracion, disminuyendo en mas de un 50% en la muestra que se desecha al colony
en la muestra que representa la solucién absorbida por el cuerpo. Sin embargo, los valores
obtenidos de ICso de DPPH y NO, asi como la capacidad antioxidante mostraron resultados

similares entre si en la inhibicién de la peroxidacion lipidica en liposomas e higado y en el
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ERYCA. Los resultados obtenidos demuestran que, a pesar de que hay una disminucién en
los compuestos bioactivos de la mora luego de ser tratadas por las enzimas
gastrointestinales, éstos presentar un efecto antioxidante similar en cada etapa.

Por ultimo, Madrigal-Gamboa et al. [42] determinaron el impacto del procesamiento del jugo
de la mora (fruta, pulpa, jugo microfiltrado y jugo diafiltrado) en el efecto citotoxico de los
polifenoles bajo diferentes lineas celulares de cancer. En términos generales, el contenido
de polifenoles totales, elagitaninos y antocianinas disminuyeron en cada paso del proceso.
Asimismao, la fruta sin procesar fue la que obtuvo los mayores efectos citotdxicos contra las
diferentes lineas celulares exceptuando la de piel. Ademas, las lineas celulares de colon,
estbmago e higado presentaron un aumento significativo en la apoptosis celular
comparadas al control, sugiriendo un potencial uso terapéutico y corroborando los
resultados obtenidos por [39].

Los valores obtenidos en polifenoles totales, elagitaninos, antocianinas y capacidad
antioxidante por [38], [40] y [41] son muy superiores al resto de las publicaciones
mencionadas en la Tabla 1, obteniendo, por ejemplo, valores 30 veces menores en ICso de
DPPH (2,5-6,5 pug/ml) o 15 veces mayores en ORAC (4000-8000 pumol ET/g). Esto es debido
a que los autores no cuantifican el peso himedo o seco del jugo de mora, sino lo hacen de
un extracto purificado rico en polifenoles obtenido a través de una cromatografia de
afinidad, razén por la cual, estos resultados no pueden ser comparados con la del resto de
las investigaciones y fueron excluidos de la Tabla 1. Ademas, los resultados obtenidos en
esta seccién evidencian que, a pesar de que el procesamiento del jugo de mora afecta la
concentracion de los compuestos de interés, en términos generales, no afecta su efecto

antioxidante en diferentes pruebas in vitro.

2.5 Efectos in vivo del jugo de la mora

Las pruebas in vitro mostraron gue los compuestos polifendlicos presentan un uso potencial
como agentes antioxidantes benéficos para la salud, por lo que el siguiente paso a seguir
es evaluar su efecto a través de pruebas in vivo. La urolitina es un compuesto producido
por las bacterias intestinales al degradar alimentos que contengan elagitaninos y acido
elagico, los cuales se les atribuye un efecto benéfico al disminuir el envejecimiento celular
y contrarrestar enfermedades como la obesidad, diabetes, problemas cardiovasculares o
cancer, entre muchas otras [43].

Debido a esto, Garcia-Mufioz et al. [44] analizaron muestras de orina de 26 individuos con

el fin de encontrar urolitina. La investigacion determino que existen tres grupos de individuos
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diferentes de acuerdo con la concentracion de urolitinas en la orina. El primero no presento
concentraciones de urolitina A ni B, el segundo grupo presento altas concentraciones de
urolitina A y el dltimo grupo presenté niveles elevados de urolitina B, lo que permite generar
evidencia sobre la variabilidad interindividuo en la digestion de frutas con componentes
benéficos para la salud. Ademas, que existe una interaccién con la comida y la microbiota
de cada individuo, lo que permite una absorcion diferencial de los elagitaninos y su
conversion a urolitinas.

El estrés oxidativo y el desbalance en las especies reactivas de oxigeno juegan un papel
importante en la aparicion de enfermedades como la diabetes, hiperglicemia y resistencia
a la insulina, asi como en problemas cardiovasculares y complicaciones renales. El estudio
de Azofeifa et al. [45] analiz el efecto que tiene la bebida de mora en ratones Sprague-
Dawley que fueron inducidos a diabetes. Los ratones diabéticos tuvieron una pérdida de
peso mientras que el grupo control, mas bien aumento de peso. Sin embargo, las ratas
diabéticas que fueron alimentadas con jugo de mora, especialmente las que contenia un
25% v/v jugo de mora:agua, mostraron una reduccion de un 50% en la concentracion de
glucosa en sangre, asi como una reduccion en diferentes indicadores: 30% en el colesterol,
20% en la peroxidacion lipidica en el higado y de un 45% en los triacilglicéridos. Los
resultados obtenidos por los investigadores demostraron que beber jugo de mora mejora el
control de la glucemia y reduce la concentracién de lipidos en la sangre, sugiriendo que
puede ser utilizado como una alternativa alimenticia para el control de la diabetes.
Madrigal et al. [46] determinaron el poder antioxidante y las caracteristicas fisicoquimicas
de formulaciones dermo-cosmeéticas a partir de extractos de mora. Los autores realizaron
diferentes metodologias de extraccién y utilizaron diferentes solventes organicos, de
acuerdo con la prueba que querian desarrollar, obteniendo tanto las fases acuosas como
las fases organicas. Los resultados obtenidos determinaron que las formulaciones a base
de mora son bacteriostaticos, hidratantes de la piel, nutritivas y evitan el envejecimiento y
las arrugas en la piel. El producto formulado, posee propiedades astringentes que le
permiten ayudar a cicatrizar pequefias heridas superficiales de la piel y su pH acido es
beneficioso para mantener el manto acido cutaneo y favorecer la flora normal de la piel.
Quesada-Mortua et al. [47] evaluaron a trece individuos sin historial médico de
enfermedades cardiovasculares, hepaticas, renales o gastrointestinales en dos grupos
diferentes. Primeramente, ambos grupos tuvieron una dieta baja en antioxidantes durante
tres dias, luego, al cuarto dia y hasta el dia 11, la dieta se cambi6 a un consumo promedio

de 4000 kcal/dia, alta en carbohidratos y grasas. El primer grupo en cada comida consumia

34



250 ml de jugo microfiltrado de mora, mientras que el grupo 2 bebia agua. Al finalizar este
periodo, cada individuo retomaba su vida cotidiana por 16 dias, y posteriormente se repetia
la metodologia, pero intercambiando los grupos. En promedio, el grupo que tomd mora
obtuvo valores menores a los expresados inicialmente, en la concentracién de colesterol,
triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
de glucosa en sangre. Los resultados obtenidos sugieren que la bebida de mora tiene un
efecto antioxidante el cual puede tener beneficios cardiovasculares.

Los resultados obtenidos por [44] sugieren que, en una muestra reducida de 26 individuos,
la respuesta de un alimento nutraceutico como la mora, depende mucho de la flora intestinal
del individuo, por lo que, los resultados obtenidos por [47], aunque son prometedores,
deben ampliarse a un nimero mayor de individuos, con el fin de evaluar esa variabilidad
interindividuo que podria provocar efectos benéficos a algunas personas, pero a otras no,
con el fin de llegar a conclusiones mas robustas y confiables.

2.6 Produccién de compuestos fendlicos mediante técnicas biotecnoldgicas
Para aprovechar los compuestos bioactivos de la mora, estos se pueden obtener a través
de la fruta o el jugo, sin embargo, también es posible hacer uso de herramientas
biotecnol6gicas para obtenerlos, tomando en cuenta que la producciéon de mora en campo
depende de las condiciones medioambientales y el grado de madurez de la fruta [18] [22]
[24]. Por esta razon, Martinez-Cruz et al. [48] escarificaron semillas de mora y las pusieron
bajo dos medios de cultivo diferente para favorecer la germinacién, asimismo hojas de este
cultivo fueron sometidas a la formacion de callo con diferentes medios de cultivo. Los
autores reportaron los mayores indices de germinacion al remover la cubierta de la semilla,
en un medio de cultivo sin reguladores de crecimiento, y obtuvieron un callo friable de color
morado, tanto en un medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con acido
naftalenacético y kinetina, como en un medio Woody Plant médium (WPM) suplementado
con polivinilpirrolidona, acido ascérbico y 2,4-diclorofenoxiacético. El callo es definido como
un aglomerado de células indiferenciadas que sirve como base para los cultivos de células
en suspension en cultivos en matraces o en biorreactores. Sin embargo, los autores no
cuantificaron el contenido de los compuestos polifendlicos en los callos, por lo que
generaron una estrategia de produccion de células desconociendo si tenian potencial para
la produccion de los compuestos de interés.

Schmidt-Duran et al. [49] indujeron callo a partir de segmentos de hoja de plantas de mora

y establecieron suspensiones celulares finas con fines de produccién de los compuestos
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potencialmente bioactivos de manera in vitro. Los autores determinaron las cinéticas de
crecimiento en callo y las células en suspension de mora, obteniendo una concentracién de
0,0256 mg EAG/g de peso fresco a una concentracion de 1,0 x 10° células/ml de un extracto
del cultivo celular.

Posteriormente, Schmidt-Duran et al. [50] optimizaron las condiciones de crecimiento en
matraz para la obtencion de los compuestos de interés. Los autores determinaron que el
metanol con células liofilizadas era el método de extraccibn donde obtenian la mayor
concentracion de los compuestos de interés. Ademas, evidenciaron gue utilizando una tapa
de gasa en el erlenmeyer conteniendo el medio de cultivo Gamborg suplementado con 1
mg/l de acido indolbutirico, 5 mg/l de 6-bencilaminopurina, 20 mg/l de L-glutamina y 200
mg/l de caseina hidrolizada incrementan considerablemente la produccién de los
metabolitos secundarios analizados en las células en suspension, obteniendo 0,313 mg
EAG/g de polifenoles totales; 3,647 pmol ET/g de capacidad antioxidante mediante DPPH,;
0,135 mg EAE/g de acido elagico y 2,389 mg equivalente de vanillina/g; considerando que
los resultados obtenidos por los autores estan expresados por gramo de peso seco de
células en suspension.

Las investigaciones realizadas por [49] y [50] determinaron que el uso de herramientas
biotecnoldgicas para la produccion de células vegetales en cultivos liquidos en suspension
también es una posibilidad para obtener los compuestos de interés reportados en la fruta y
el jugo de la mora, brindando la posibilidad de estandarizar y optimizar las condiciones de
crecimiento para la obtencion de estos compuestos a través de cultivos celulares con miras

a su produccién en biorreactores.

3. Perspectivas futuras
De acuerdo con las investigaciones realizadas en R. adenotrichos, es necesario profundizar
en el conocimiento de como las condiciones medioambientales (relacion
genotipo:ambiente) intervienen en la produccién de los compuestos de interés, que permita
generar estrategias a nivel agronémico que favorezcan la concentracion de los compuestos
polifendlicos en el cultivo, dando un valor agregado a la comercializacion de la fruta o la
venta de productos agroindustriales, como alimento funcional. Adicionalmente, las
investigaciones con cultivos celulares in vitro y su posible escalamiento en biorreactores,
tema poco estudiado hasta el momento en este cultivo, abre la posibilidad de contar con
condiciones controladas que permitan aumentar la concentracion de los compuestos de

interés y puedan ser usados posteriormente a nivel macrobiético o como un aditivo
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alimenticio. Por ultimo, es necesario seguir realizando investigaciones in vivo, que permitan
ampliar el conocimiento de los posibles efectos benéficos que consumir mora podria tener

para mejorar la calidad de vida de las personas.

4. Conclusiones
Esta revisién logré determinar que R. adenotrichos presenta una serie de compuestos
potencialmente bioactivos, especialmente elagitaninos y antocianinas en la fruta, las cuales
presentan una alta capacidad antioxidante comparado a otras frutas, no obstante, el
procesamiento de la fruta para la elaboracion de jugo disminuye considerablemente la
concentracion de estos compuestos. A pesar de esto, el efecto antioxidante in vitro del jugo
no se ve afectado, ya que se ha logrado demaostrar que tiene potencial antioxidante al inhibir
diferentes radicales libres y un posible efecto benéfico al inhibir la peroxidacién lipidica,
ayudar en procesos antiinflamatorios y tener un efecto fotoquimioprotector y apopt6tico en
lineas celulares cancerigenas. Ademas, in vivo, el jugo de mora puede tener efectos
cardiovasculares benéficos, ademas de que, al ser digerido, puede producir urolitinas,
moléculas muy estudiadas por sus posibles efectos beneficiosos para la salud. Por ultimo,
a nivel biotecnoldgico, hay un gran potencial de poder utilizar cultivos celulares de mora en
biorreactores, que permitan generar un bioproceso para la produccion de estos compuestos

a gran escala y de una manera comercial.
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Tabla 1. Polifenoles totales, capacidad antioxidante, antocianinas y elagitaninos
reportados por gramo de peso seco obtenidos a partir de Rubus adenotrichos Schlitdl. de

las diferentes investigaciones.

Cita Polifenoles totales Capacidad antioxidante Compuestos polifendlicos

Investigaciones que utilizaron la fruta de la mora

Técnica HPLC-DAD

Técnica Folin-Ciocalteu Elagitaninos
[17] 10,18 mg/g
63 mg EAG/g
Antocianinas
7,20 mg/g
Técnica ORAC
Extracto crudo:
106,86 umol ET/g
) o Extracto de acetona:
Técnica Folin-Ciocalteu
[19]* 243,43 umol ET/g
Extracto de acetona lavado:
63 mg EAG/g
249,14 umol ET/g
Extracto de XAD-7:
220,57 umol ET/g
Extracto de hexano:
0,69 umol ET/g
Técnica HPLC-DAD
Elagitaninos
) o ) Grado 1: 22,0 mg EAE/g
Técnica Folin-Ciocalteu Técnica ORAC
Grado 2: 20,0 mg EAE/g
[18] Grado 3: 14,6 mg EAE/g

Grado 1: 33,7 mg EAG/g
Grado 2: 29,0 mg EAG/g
Grado 3: 35,0 mg EAG/g

Grado 1: 222 ymol ET/g
Grado 2: 269 umol ET/g
Grado 3: 432 umol ET/g

Antocianinas
Grado 1: 1,14 mg EC3G/g
Grado 2: 3,49 mg EC3G/g
Grado 3: 8,96 mg EC3G/g




Método diferencial de pH

Antocianinas
Grado 1: 0,5 mg EC3G/g
Grado 2: 1,8 mg EC3G/g
Grado 3: 5,2 mg EC3G/g

Técnica Folin-Ciocalteu

Técnica IC50 DPPH

Técnica HPLC

Antocianinas
11,5 mgEC3G/g

(28]
29,23 mg EAG/g 148 pg/ml Técnica Método diferencial de pH
Antocianinas
12,3 mg/g
Técnica Método diferencial de pH
Técnica Folin-Ciocalteu Técnica ORAC
Antocianinas
Dulce Dulce
Grado 1: 83 mg EAG/g Grado 1: 1781 pmol ET/g Dulce
Grado 2: 20,3 mg EAG/g Grado 2: 866 umol ET/g Grado 1: 0,71 mg /g
Grado 3: 13,5 mg EAG/g Grado 3: 551 umol ET/g Grado 2: 2,02 mg /g
Grado 3: 9,0 mg /g
(24] Sin espinas Sin espinas
Grado 1: 93,0 mg EAG/g Grado 1: 2131 ymol ET/g Sin espinas
Grado 2: 25,3 mg EAG/g Grado 2: 1230 umol ET/g Grado 1: 0,92 mg/g
Grado 3: 17,6 mg EAG/g Grado 3: 767 umol ET/g Grado 2: 2,37 mg/g
Grado 3: 11,3 mg/g
Espina roja Espina roja
Grado 1: 104,0 mg EAG/g Grado 1: 2805 umol ET/g Espina roja
Grado 2: 31,0 mg EAG/g Grado 2: 1543 pmol ET/g Grado 1: 1,38 mg/g
Grado 3: 20,0 mg EAG/g Grado 3: 994 umol ET/g Grado 2: 3,30 mg/g
Grado 3: 15,40 mg/g
Técnica HPLC-DAD
[22]

Elagitaninos
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Vino espina roja: 32,0 mg EAE/g
Vino espina blanca: 27,0 mg
EAE/g
Vino sin espinas: 47,0 mg EAE/g
Dulce: 23,0 mg EAE/g
Enana: 15,3 mg EAE/g

Antocianinas
Vino espina roja: 10,1 mg EC3G/g
Vino espina blanca: 10,3 mg
EC3G/g
Vino sin espinas: 7,5 mg EC3G/g
Dulce: 4,7 mg EC3G/g
Enana: 12,0 mg EC3G/g

Técnica Folin-Ciocalteu Técnica ORAC
[23]*
32,02 mg EAG/g 369,64 umol ET/g
Cita Polifenoles totales Capacidad antioxidante Compuestos polifendlicos
Investigaciones que utilizaron el jugo de la mora
Técnica Método diferencial de pH
’ ntocianinas
[29]?3 A iani
Filtrado: 16,48 mg EC3G/g
Pulpa: 14,40 mg EC3G/g
Técnica Folin-Ciocalteu Técnica ORAC )
Técnica HPLC-DAD
Frutas congeladas: 31,41 mg  Frutas congeladas: 306,81 pumol o
Elagitaninos
EAG/g ET/g
. ] Frutas congeladas: 9,86 mg
Pulpa tamizada: 44,22 mg Pulpa tamizada: 471,96 umol EAE/
EAG/g ET/g ) g
[20]* ) ) Pulpa tamizada: 14,89 mg EAE/g
Residuos gruesos: 11,37 mg Residuos gruesos: 131,18 pmol )
Residuos gruesos: 2,12 mg EAE/
EAG/g ET/g
Pulpa pasteurizada: 50,30 mg Pulpa pasteurizada: 533,33 .g
Pulpa pasteurizada: 18,66 mg
EAG/g pumol ET/g
] ] ] ] EAE/g
Residuos finos: 41,34 mg Residuos finos: 403,96 umol ) i
Residuos finos: 13,58 mg EAE/g
EAG/g ET/g
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Pulpa congelada: 50,97 mg
EAG/g
Jugo descongelado: 54,06 mg
EAG/g
Bebida a base de fruta: 5,29
mg EAG/g
Producto final: 4,90 mg EAG/g

Pulpa congelada: 607,53 pmol
ET/g
Jugo descongelado: 578,12
pmol ET/g
Bebida a base de fruta: 54,90
pmol ET/g
Producto final: 46,84 umol ET/g

Técnica DPPH

Frutas congeladas: 223,04 umol
ET/g
Pulpa tamizada: 282,24 umol
ET/g
Residuos gruesos: 71,10 pmol
ET/g
Pulpa pasteurizada: 416,16
pmol ET/g
Residuos finos: 412,38 pumol
ET/g
Pulpa congelada: 330,11 pumol
ET/g
Jugo descongelado: 398,44
pmol ET/g
Bebida a base de fruta: 42,16
pmol ET/g
Producto final: 33,67 umol ET/g

Pulpa congelada: 18,62 mg
EAE/g
Jugo descongelado: 19,45 mg
EAE/g
Bebida a base de fruta: 1,34 mg
EAE/g
Producto final: 0,91 mg EAE/g

Antocianinas
Frutas congeladas: 7,23 mg
EC3G/g
Pulpa tamizada: 8,70 mg EC3G/g
Residuos gruesos: 0,85 mg
EC3G/g
Pulpa pasteurizada: 9,60 mg
EC3G/g
Residuos finos: 5,05 mg EC3G/g
Pulpa congelada: 10,61 mg
EC3G/g
Jugo descongelado: 10,94 mg
EC3G/g
Bebida a base de fruta: 1,13 mg
EC3G/g
Producto final: 0,98 mg EC3G/g

[30F

Técnica ORAC

238,89 umol ET/g

Técnica HPLC-DAD

Elagitaninos
3,39 mg EAE/g

Antocianinas
2,44 mg EC3G/g

[21]

Técnica HPLC-DAD
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Elagitaninos
Extraccion: 18,87 mg EAE/g
Clarificacion: 15,46 mg EAE/g
Finalizador de frutas: 15,89 mg
EAE/g
Prensado discontinuo: 4,37 mg
EAE/g
Enzima con prensado
discontinuo: 7,99 mg EAE/g 4
Enzima con prensado discontinuo
y clarificado: 6,85 mg EAE/g
Prensado continuo: 16,71 mg
EAE/g
Enzima con prensado continuo:
18,09 mg EAE/g 4
Enzima con prensado continuo y

clarificado: 9,99 mg EAE/g

Antocianinas
Extraccién: 7,62 mg EC3G/g
Clarificacion: 10,36 mg EC3G/g
Finalizador de frutas: 11,02 mg
EC3G/g
Prensado discontinuo: 7,03 mg
EC3G/g
Enzima con prensado
discontinuo: 12,24 mg EC3G/g 4
Enzima con prensado discontinuo
y clarificado: 14,02 mg EC3G/g
Prensado continuo: 10,97 mg
EC3G/g
Enzima con prensado continuo:
13,51 mg EC3G/g 4
Enzima con prensado continuo y

clarificado: 12,75 mg EC3G/g

[31]? Técnica HPLC-DAD
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Elagitaninos
3,39 mg EAE/g

Antocianinas
2,44 mg EC3G /g

Técnica HPLC-DAD

Elagitaninos
Fruta: 7,75 mg EAE/g
Extraccién: 55,47 mg EAE/g
Concentracion térmica al vacio:
54,21 mg EAE/g
Retenido de la Ultrafiltracion:
78,27 mg EAE/g
Permeado de la ultrafiltracion:
22,70 mg EAE/g
Polvo del extracto: 5,94 mg

Técnica Folin-Ciocalteu

Fruta: 32,06 mg EAG/g
Extraccién: 289,92 mg EAG/g
Concentracion térmica al
vacio: 274,35 mg EAG/g
Retenido de la Ultrafiltracion:

EAE/g
337,11 mg EAG/g Polvo del concentrado: 7,24 mg
[33] Permeado de la ultrafiltracion: EAE/g

111,63 mg EAG/g
Polvo del extracto: 29,57 mg
EAG/g
Polvo del concentrado: 41,86
mg EAG/g
Polvo del retenido ultrafiltrado:
30,88 mg EAG/g

Polvo del retenido ultrafiltrado:

5,40 mg EAE/g

Antocianinas
Fruta: 2,83 mg EC3G/g
Extraccién: 8,08 mg EC3G/g
Concentracion térmica al vacio:
7,80 mg EC3G/g
Retenido de la Ultrafiltracion: 6,87
mg EC3G/g
Permeado de la ultrafiltracion:
5,45 mg EC3G/g
Polvo del extracto: 0,85 mg
EC3G/g
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Polvo del concentrado: 1,24 mg
EC3G/g
Polvo del retenido ultrafiltrado:
0,71 mg EC3G/g

Cita Polifenoles totales Capacidad antioxidante Compuestos polifendlicos
Investigaciones que realizaron pruebas in vitro de la mora
Técnica Folin-Ciocalteu Técnica ORAC
Extracto crudo: 22,35 mg Extracto crudo: 316,95 umol
EAG/g TE/g
Extracto rico en polifenoles: Extracto rico en polifenoles:
[35]4 115 mg EAG/g 3286,25 umol TE/g
Extracto rico en antocianinas: Extracto rico en antocianinas:
277,95 mg EAG/g 4596,05 umol TE/g
Extracto rico en Extracto rico en
proantocianidinas: 546,7 mg proantocianidinas: 4063,75 umol
EAG/g TE/g
Técnica IC50 DPPH
o o Jugo fresco: 101,2 pg/ml Técnica HPLC-DAD
Técnica Folin-Ciocalteu o
Jugo microfiltrado: 94,08 pg/ml
Antocianinas
[36] Jugo fresco: 45,0 mg EAG/g o
o Técnica ORAC Jugo fresco: 11,5 mg EC3G/g
Jugo microfiltrado: 24,9 mg o
Jugo microfiltrado: 5,6 mg
EAG/g
Jugo fresco: 547 umol ET/g EC3G/g
Jugo microfiltrado: 417 pmol
ET/g
Técnica ORAC
371
127,74 umol ET/g
Técnica HPLC-DAD
(3] Elagitaninos

Microfiltrado: 12,61 mg EAE/g
Ultrafiltrado: 21,93 mg EAE/g
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Antocianinas
Microfiltrado: 5,04 mg EC3G/g
Ultrafiltrado: 8,77 mg EC3G/g

Técnica Folin-Ciocalteu

Fruta: 37,2 mg EAG/g
Pulpa: 29,0 mg EAG/g

Técnica HPLC-DAD

Elagitaninos
Fruta: 7,4 mg EAE/g
Pulpa: 3,0 mg EAE/g
Jugo microfiltrado: 0,4 mg EAE/g
Jugo diafiltrado: 0,6 mg EAE/g

Antocianinas
Fruta: 11,8 mg EC3G/g
Pulpa: 11,4 mg EC3G/g
Jugo microfiltrado: 8,2 mg
EC3G/g
Jugo diafiltrado: 8,2 mg EC3G/g

Capacidad antioxidante

Compuestos polifendlicos

Investigaciones que realizaron pruebas in vivo de la mora

Técnica UPLC-DAD/ESI-Q-
TOF/MS

Elagitaninos
4,77 mg EAE/g

Técnica ORAC

398,53 umol ET/g

Técnica ORAC

311 umol ET/g

Técnica Método diferencial de pH

Antocianinas
10,51 mg/g

[42] .
Jugo microfiltrado: 28,9 mg
EAG/g
Jugo diafiltrado: 22,9 mg
EAG/g
Cita Polifenoles totales
[44]23
Técnica Folin-Ciocalteu
[45]1,3,5
34,03 mg EAG/g
Técnica Folin-Ciocalteu
[46]
20,85 mg EAG/g
Técnica Folin-Ciocalteu
[47]1,3,5

63,09 mg EAG/g

Técnica ORAC

325,56 umol ET/g

Técnica HPLC-DAD

Elagitaninos
15,93 mg EAE/g
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Antocianinas
12,84 mg EC3G/g

ET, equivalentes de Trolox, EAG, equivalente de acido galico, EAE, equivalentes de acido elagico, EC3G,
equivalentes de cianidina-3-glucésido.

1 Los datos reportados se expresaron sobre gramo de peso seco a través de la humedad de la muestra
reportada en el articulo.

2 Los datos reportados se expresaron sobre gramo de peso seco a través de la humedad reportada por
[21] o [39] dependiendo del tipo de jugo utilizado en el articulo.

3 Los datos reportados se transformaron sobre gramo de peso fresco a través de la densidad del jugo,

1
x(mi/pp)

es la fraccién masica de cada componente de la bebida y pi es la densidad de cada componente. La

determinada en 1017,63 kg/m3. La densidad del jugo se obtuvo mediante la formula p = donde mi;

fraccion masica de cada componente se determind con el promedio de los valores reportados de proteinas,
grasas, carbohidratos, fibra, cenizas y agua por [18], [22] y [23] en base hiumeda. La densidad de cada
componente se calculé con las formulas de Choi y Okos [51] a 20 °C (temperatura ambiente).

4 Los datos reportados se determinaron mediante el promedio de los resultados obtenidos en el articulo.

5 Los datos reportados se determinaron con base en el 100% v/v de jugo de mora.
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Abstract

Tropical highland blackberries (Rubus adenotrichos Schltdl. cv. Vino) fruits have shown high antioxidant content, includ-
ing some of the highest known dietary concentrations of ellagitannins, and greater polyphenol accumulation in leaves
and stems relative to the fruits. This study aimed to generate a methodology to obtain and quantify antioxidant phenolic
compounds from leaf-derived blackberry calli and cellular suspensions. Friable calli and disaggregate cell suspensions
were successfully obtained from leaf segments. The effects of three different flask-capping assemblies and six different
culture media on blackberry cell culture kinetics was evaluated, as well as total polyphenol concentration, antioxidant
capacity, and vanillin and ellagic acid content. The highest yields in terms of biomass (cell viability and fresh weight)
were obtained when using homemade cotton plugs for closing the cell suspension flasks, while the Gamborg culture
medium supplemented with 20 mg/L of L-glutamine, 200 mg/L of hydrolyzed casein, 5 mg/L of BA and 1 mg/L of IBA
promoted a greater accumulation of total polyphenols, a greater antioxidant capacity and presented the highest concentra-
tion of vanillin and ellagic acid equivalents. These results correspond to the first bioactive compound quantification and
optimization of the tropical highland blackberry cells culture growth conditions, and even though they results are lower
than those reported by previous research studies using the fruit or their juice, they are comparable to the ones obtained
from cell cultures of other berries.

Key message
This study allowed the establishment of blackberry calli and cell cultures with relatively high phenolic content and anti-

oxidant activity.
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Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC)

NAA 1-Naphthaleneacetic acid

e Coefficient of determination

ROS Reactive oxygen species

rpm Revolutions per minute

TE Trolox equivalents

Trolox 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-car-
boxylic acid

UHPLC-DAD  Ultra High Performance Liquid Chro-
matographic-Diode Array Detection

Introduction

Free radicals are atoms or molecules that contain unpaired
electrons and therefore, are highly reactive (Islam and Shek-
har 2015). Free radicals, especially reactive oxygen species
(ROS), are necessary as physiological regulators of intra-
cellular signaling pathways, where they function as mes-
senger molecules in proliferation, differentiation, apoptosis,
and several other biological processes (Carvajal 2019).
However, in large quantities, free radicals can induce tis-
sue dysfunction due to direct cell damage under different
mechanisms, such as lipid peroxidation, DNA oxidation,
metalloproteinase and calpainase matrix activation, osmotic
cellular lysis, and the opening of permeable transition pores
in the mitochondria (Schulz and Di Lisa 2016).

The toxic effect of free radicals can be countered by the
neutralizing action of antioxidant compounds (Islam and
Shekhar 2015), which may prevent or significantly delay
cell oxidation (Sudhahar and Fukai 2014) by reducing or
removing ROS and other reactive species (Mehla et al.
2017). In humans, exogenous antioxidants obtained though
food intake are considered to aid in preventing oxidative
stress (Sudhahar and Fukai 2014), a condition that occurs
when the formation of free radicals exceeds the organism’s
ability to neutralize and eliminate them (Mandelker 2011).

The plant species from the Rubus genus, known as black-
berries, constitute an important source of antioxidant sec-
ondary metabolites with known benefits for human health
(Mertz et al. 2007). In Central America, Costa Rica is one
of the main blackberry crop producers, growing mainly
Rubus glaucus and Rubus adenotrichos species. The variety
known as “Vino™ (R. adenotrichos Schltdl.) presents high
antioxidant content (Acosta-Montoya et al. 2010; Mertz
et al. 2009), including one of the highest contents of ella-
gitannins reported in fruits (Gonzélez et al. 2012). Previ-
ous studies have shown the potential of this blackberry as
a chemoprotective agent against genotoxic damages from
solar radiation on skin (Calvo-Castro et al. 2013); as well as
antioxidant and inflammatory effects in vitro (Azofeifa et al.
2013); hypoglycemic and hypolipidemic effects on diabetic
rats (Azofeifa et al. 2016); and cytotoxic activity against
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cancerous stomach, colon, liver, and skin cells (Madrigal-
Gamboa et al. 2021). However, research performed so far
use and quantify these compounds directly from fruit or its
juice, and there are no previous investigations at cell culture
level; except for the study performed by Schmidt-Duran et
al. (2016) in which blackberry calli and cell suspensions
was established.

The production of plant secondary metabolites is fre-
quently low, less than 1% fresh weight (FW), and it
depends on the physiology and the development stage of the
plant, usually accumulating in specialized cells or organs
(Smetanska 2008). In vitro plant cell cultures are an alter-
native study tool for producing secondary metabolites with
optimized production and recovery systems in controlled
conditions (Kumar 2015). Cell suspensions are established
from undifferentiated and friable calli, which are transferred
to flasks with liquid culture medium, in an orbital or rotating
shaker (Bhojwani and Dantu 2013). Hence, the aim of this
study was optimized tropical highland blackberry (Rubus
adenotrichos Schltdl.) cell suspensions from leaf-derived
calli as a study model to produce antioxidant phenolic
compounds.

Materials and methods

Polyphenol extraction from leaf-derived blackberry
calli

Phenolic compounds from fresh or freeze-dried leaf-derived
blackberry (R. adenotrichos cv. Vino) calli (Schmidt et al.
2016) were extracted with ethanol (EtOH) or methanol
(MetOH) at 0%, 50%, 75% and 100% v/v in water. Fresh
calli samples (1 g FW, 0.05 DW) or freeze-dried samples
(5 gFW, 0.2 g DW) were mixed with the extraction solvent
(1:10ratio) in an ultrasonicator (QSonica®) at 100 microns
of amplitude during 1 min in an ice bath, centrifuged (5 min,
7500 rpm), and the pooled supernatant from three consecu-
tive extractions was collected and evaporated in a vacuum
evaporator (25 °C, R-300, BUCHI). The samples were
resuspended in 6 mL MetOH and placed at -80 °C until total
polyphenol content and antioxidant capacity analysis were
performed.

Total polyphenol content in blackberry calli

Total polyphenol content was determined using the Folin-
Ciocalteu method described by Gonzalez et al. (2012).
Samples (50 pL) were incubated with the Folin reagent
(250 pL) at room temperature during 2 min, and then incu-
bated with sodium carbonate (75 g/L, 200 uL) at 50 °C for
15 min. Then, the samples were cooled using an ice bath,
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and the absorbance at 620 nm was determined (FLUOstar
OPTIMA, BMG LabTech) and compared against a calibra-
tion curve (¥=0.0109x+0.01, 72=0.9984) of gallic acid
(10 to 70 mg/L). Data is shown as gallic acid equivalents
(GAE).

Determination of the antioxidant capacity in
blackberry calli

Antioxidant capacity was determined with the free radical
DPPH method described by Gancel et al. (2011). Samples
(1.15 mL) were mixed with 1.85 mL DPPH and incu-
bated in the dark for 30 min. Absorbance was quantified
at 517 nm (Evolution 201, Thermo Scientific) and com-
pared against a Trolox (10 to 70 pmol/L) calibration curve
(¥=0.0051x+0.011, *=0.9592). Data is shown as Trolox
equivalents (TE).

Cell suspensions

Blackberry (R. adenotrichos cv. Vino) cell suspensions were
obtained from previously stablished calli as described by
Schmidt-Duran et al. (2016). Then, 4 g (FW) of leaf-derived
calli were cultured in 125 mL Erlenmeyer flasks with 30
mL of MS (Murashige and Skoog, 1962) culture medium
without growth regulators, and incubated for 15 days in the
dark at 75 rpm and 20+2 °C. After this, the cell cultures
were transferred to 250 mL flasks with 50 mL media for 15
days under the same growth conditions. Disaggregate cell
suspensions were allowed to sediment for 15 min, and 25
mL supernatant with 25 mL fresh media were kept in new
250 mL flasks for 14 days.

Plugging effect on cell culture growth and phenolic
compounds accumulation

Disaggregate cell suspensions (25 mL sample with 25 mL
MS media without supplements) were incubated for 4 days
in the dark (75 rpm, 20+ 2 °C) in 500 mL Erlenmeyer flasks
capped with aluminum foil (100 cm? squares), cotton plugs
(3 g of cotton wrapped in 100 cm? gauze) or silicone sponge
plugs (SIGMA) (n= 10 each treatment) (Orozco-Sanchez et
al. 2011). Fresh weight was calculated from total cell suspen-
sions collected after vacuum filtering (Whatman® #2 paper
filter) the media, and dry weight was recorded after drying
the biomass for 24 h at 80 °C. Cell viability was determined
by Evans blue staining (Capataz-Tafur et al. 2010).

Ellagic acid and vanillin content in the samples was
determined using an UHPLC-DAD Shimadzu Nexera XTS
(SCL-40, DGU-405, LC-10D XR, SIL-40 C XR, CTO-
40 S, SPD-M40) system with a XR-ODS (100x3 mm,
2.2 um particle size) silica column kept at 35 °C. Mobile
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phase A (deionized water with 1% formic acid) and a
mobile phase B (methanol) were delivered in a gradi-
ent method (2 min 5% B, 6 min 2-50% B, 3 min 50% B,
1 min 50-95% B, 2 min 95% B) with a flow rate of 0.1 mL/
min and 20 pL sample injection modifying the methodol-
ogy described by Pearrieta et al. (2007). The eluting was
monitored through a photodiode array detector at 271 nm
and the samples were quantified against external analytical
standard curves for vanillin (y=114595%, 2=0.9994) and
ellagic acid (y=131079x, *=0.9997). The data is shown as
the mean+SD and the results were analyzed through a one-
way ANOVA, using Minitab® statistical program.

Culture medium effect on cell culture growth and
phenolic compounds accumulation

Six different culture media were evaluated (Table 1). Cell
suspensions were grown in each medium (n=3) for 30 days,
followed by centrifugation (5000 rpm). Polyphenols were
extracted from the cell pellet, using the conditions previ-
ously detailed. FW, DW, total polyphenols, antioxidant
capacity and vanillin and ellagic acid concentrations were
determined as described in the sections above. The data
is shown as the mean+ SD and the results were analyzed
through a one-way ANOVA, using Minitab® statistical
program.

BA, 6-benzyladenine; 2,4-D, 2.4-dichlorophenoxy-
acetic acid; IBA, indole-3-butyric acid; KN, kinetin; MS,
Murashige and Skoog (1962) basal medium; %> MS, MS cul-
ture medium with 50% macro- and micro-nutrients, 100%
vitamins and organic compounds; NAA, 1-naphthaleneace-
tic acid.

Results and discussion

Tropical highland blackberry (R. adenotrichos cv.
Vino) cell suspensions

Through this study, it was possible to satisfactorily use the
methodology described by Schmidt-Duran et al. (2016)
to generate friable calli and to establish cell suspensions
(Fig. 1). Given that polyphenol recovery depends on mul-
tiple factors, including the extraction method, the choice of
solvent, and the source material (Araya et al. 2017; Pilar-
Rojas et al. 2014; Makkar 2003), different combinations
of ethanol and methanol in water were used to determine
the concentration of total polyphenols and the antioxidant
capacity in the biomass (Vijayalaxmi et al. 2014), starting
from calli (Table 2). The freeze-dried calli samples showed
significantly higher recovery of total polyphenols (» <0.05)
and higher antioxidant capacity (p<0.05) relative to the
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fresh calli samples in all extracting treatments. In addition,
within the freeze-dried samples, recovery with 100% meth-
anol and 100% ethanol yielded higher total polyphenol con-
centrations, while 100% methanol, 50% ethanol and control
(water) resulted in higher values of antioxidant capacity.
Therefore, the freeze-dried material extracted with 100%
methanol was selected as the best method for recovering
antioxidant polyphenols for this study.

DW, dry weight; EtOH, ethanol; FW, fresh weight;
GAE, gallic acid equivalents; MetOH, methanol; TE, Tro-
lox equivalents. Different letters within columns show
significant differences (Tukey test, a=0.05) within total
polyphenol content or antioxidant capacity regarding each
extracting solvent and type of sample.

Oxygen availability is a crucial factor in the metabolic
growth of aerobic organisms, and yet, there is few informa-
tion available regarding the oxygen mass transfer in agitated
flasks, using different types of closing caps (Nikakhtari and
Hill 2006). Hence, we evaluated the effect of three different
types of flask closures on cell growth. Foil capping resulted
in the lowest (p <0.05) cell proliferation, but only in terms
of cell viability and FW; however, there was no significant
difference between closure systems regarding dry weight,
growth index and vanillin and ellagic acid content in the cell
suspensions (Table 3). Thus, considering its low cost and
easy preparation, the cotton plug was selected as an optimal
closing cap for allowing cell growth and polyphenol accu-
mulation in blackberry cell suspensions.

DW, dry weight; FW, fresh weight. Different letters repre-
sent significant differences between treatments (Tukey test,
a=0.05). DW growth index was determined as (X¢X;)/X;,
where X, is the final biomass and X;, is initial biomass.

Six different culture media were compared for establish-
ing cell suspensions with optimum polyphenol production.
When testing different culture media, the most important
factors to consider are the source and concentration of
carbon, nitrogen and growth regulators. Plant cell growth
and the production of secondary metabolites with phenolic
structure are also influenced by the ratio of NH,":NO;™ in
the medium (Sahraroo et al. 2016). In this regard, relative
to the MS-based media, the Gamborg medium (Gamborg et
al. 1968) (T4) presents a lower concentration of NH,* and
a higher rate of NO;™ and has been frequently used for pro-
moting the production of phenolic secondary metabolites in
cell suspensions (Rani and Vimolmangkang 2022). Thus, as
expected, the highest yield of total polyphenols and antioxi-
dant activity in this study were obtained in cell suspensions
grown in Gamborg medium (Table 4). Moreover, vanillin
and ellagic acid acid concentrations were at least 11.5 and
2.8 times higher respectively in the Gamborg-grown cell
suspensions than in the other media.

mar (2017)

2 MS

T6
30.0
1.0
3.0
5.7
Khanpour-Ardestani et al. Deepthi and Satheeshku-

T5
MS
30.0
0.5
2.0
5.7
(2015)

Gamborg

30.0
1.0
5.0
20.0
200.0

5

T4
Sivanandhan et al. (2012) Sahraroo et al. (2016)

T3
MS
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Karwasara and Dixit

200.0
(2013)

T1-Control
Schmidt-Duran et al.
(2016) modified

MS
30.0
15
5:7

Table 1 Cell culture media tested for growing blackberry (Rubus adenotrichos Schltdl. cv. Vino) cell suspensions

L-Glutamine(mg/L)
Hydrolyzed casein

(mg/L)
pH

Treatment
Culture media
Sucrose (g/L)
2,4-D (mg/L)
NAA (mg/L)
IBA (mg/L)

BA (mg/L)
Picloram (mg/L)
KN (mg/L)
Reference
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Fig.1 Tropical highland

blackberry (Rubus adenotrichos |
Schltdl. ev. Vino) leaf-derived a
callogenesis induction (a), friable

callus (b) and cell suspensions (c)

Tableg Total P°l}'th°15 and Extracting solvent Polyphenols (mg GAE/g DW) DPPH (umol TE/g DW)

antioxidant capacity (mean + SD) Fresh Freeze-dried Fresh Freeze-dried

S —— o 0% MetOH 0024+0.020b  0098+0170b  8410£0.686bcd  60.843+1.702ab

adenotrichos Schltdl. cv. Vino) ~ “7°7 - BEEmERUS BT e B SR e

obtained from fresh and freeze.  50% MetOH 0.128+0.095b  0.136+0.181b  9.124+0.195abc  58.930+0.345 ab

dried calli by different extraction ~ 75% MetOH 0.174+0.104 b 0.654+0.364ab  2.687+1.763 ¢ 58.539+0.552 ab

treatments 100% MetOH 0.074+0.038 b 1.510+£0.269 a 5.056+1.454de 61.539+3.384 ab
0% EtOH 0.011+0.007b 0.206+0.182b 9.241+0.831 abe 64.452+2.718 a
50% EtOH 0.106+£0.055b 0.432+0.668 ab 4.133+1.521e 63.496+2.225a
75% EtOH 0.119+0.100 b 0.686+350 ab 4.600+2.412 de 59.061+0.726 ab
100% EtOH 0.058+0.013 b 1.008+1.096ab  6.114+1.286 cde 58.278+0.726 ab

Table 3 Effect of three flask closing types (#=10) on biomass and percentage cell viability (mean+ SD) from blackberry (Rubus adenotrichos

Schitdl. ev. Vino) cell suspensions

Flask closure FW FW growth DW DW growth Viability (%) Vanillin Ellagic acid
(gL) index' (gL) index (mg/g DW) (mg/g DW)
Aluminum foil 117.39+17.29b 0.607 a 9.99+1.15a 1.014 a 42.82+431b 0.613+0.214 a 0.381+0.015a
Cotton plug 143.58+25.27 a 0.557a 10.52+0.61a 0.947 a 45.75+2.08a 0.230+0.086 a 0.355+0.007 a
Silicone sponge 145.19+17.02 a 0.575a 10.60+0.38 a 0.963 a 47.39+224a 0.500+0.324 a 0.261+0.159 a

However, there was no significant difference (p>0.05) in
antioxidant activity in cell suspensions grown in the Gam-
borg medium (T4) respective to the T2 medium, even though
T2 yielded very little polyphenol content (Table 4). In this
regard, both T2 (200 mg/L) and T4 (20 mg/L) were the only
media that contained L-Glutamine. Glutamine is an amino
acid that can be used as an energy source to enhance nitrogen
assimilation, while hydrolyzed casein is a source of organic
nitrogen, calcium, phosphate, microelements, vitamins and
amino acids (Reyes-Diaz et al. 2018). Such nitrogen supple-
mentation could have influenced cell metabolism, allowing
the cells to produce a higher concentration of phenolic com-
pounds relative to the other media. Moreover, given that the
T2 medium was also supplemented with glutamine, but it
did not contain hydrolyzed casein, this could also suggest
that both the source and the nitrogen concentration were rel-
evant for influencing phenolic secondary metabolites in this
species. Further studies will be required for determining the
effect of nitrogen supplementation in phenolic compounds
production from blackberry (R. adenotrichos) cell suspen-
sions. Of note, total polyphenols were below the limit of
detection in T2, and it had the second to lowest vanillin and
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gallic acid concentrations (125.7 and 9 times lower than T4,
respectively). Given that the DPPH method for quantifying
antioxidant activity can also react to amino acids and con-
sidering the high glutamine content in T2 (10 times higher
than in T4), this could also suggest that the relatively high
antioxidant activity observed in T2 was either an artifact or
an interference in the DPPH method.

Also relevant, the 2 MS medium (T6) had the largest
biomass production (up to 13.7 times higher FW relative
to the other media); however, it showed one of the low-
est yields in polyphenol content and antioxidant activity
(Table 4). Therefore, no significant correlation could be
observed between biomass, polyphenol content and antioxi-
dant activity in relation to the culture media; nonetheless,
it is clear that the Gamborg medium yielded over an order
of magnitude more polyphenols with relevant antioxidant
activity than the other treatments.

DW, dry weight; FW, fresh weight; GAE, gallic acid
equivalents; TE, Trolox equivalents. Different letters show
significant differences between treatments (Tukey test,
a=0.05).
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Table 4 Effect of six different culture media (7= 3) on biomass, polyphenol production, and antioxidant capacity (mean+ SD) from blackberry

(Rubus adenotrichos Schltdl. cv. Vino) cell suspensions

Culture media FW (g/L) DW (g/L) Polyphenols (mg  DPPH (umol TE/g Vanillin (mg/g Ellagic acid
GAE/g DW) DW) DW) (mg/g DW)
T1 12.293+14.593 b 1.953+1.214 a 0.021+0.032 b 1.670+0.056 b 0.053+0.046 b 0.048+0.045 ab
T2 9.173+£2.394 b 1.247+0.508 a ND 3.297+0443 a 0.019+£0.023 b 0.015+£0.015b
T3 19.853+20.903 b 2.280+2.188 a 0.095+0.107ab  1.997+0.518 b 0.031+0.012b 0.021+0.005 ab
T4 19.213+4.210b 1.307+0.329 a 0.313+0.218 a 3.637+0.325a 2.389+0.584 a 0.135+0.070 a
) 19.380+2.090 b 7.200+10.583a  0.016+0.021 b 0.570+0.055 ¢ 0.208+0.040 b 0.002+0.000 b
T6 125.747+19.821 a 8.633+0.976 a 0.019+0.018 b 0.700+0.181 ¢ 0.009+0.001 b 0.005+0.004 b

Tropical highland blackberries (Rubus adenotrichos
Schltdl. cv. Vino) have previously shown high antioxidant
content with bioactive potential. Acosta-Montoya et al.
(2010) reported that the highest ellagic acid concentrations
were found in blackberry fruits at immature stages (up to
35.0 mg GAE/g DW relative to 0.3 mg GAE/g DW in ripe
fruits). Meanwhile, Calvo-Castro et al. (2013) reported up
to 2545.37 mg GAE/L in concentrated blackberry juice,
and Araya et al. (2017) obtained up to 25.3 mg GAE/g
DW in their analysis of total polyphenols of three different
blackberry (Rubus adenotrichos) varieties grown in Costa
Rica. Moreover, preliminary studies from our laboratory
(Schmidt-Duran et al. 2016) reported a concentration of
0.0256 mg GAE/g FW from a blackberry cell suspension
(0.512 mg GAE/g DW).

In this study, recovery of total polyphenols from black-
berry cell suspensions grown in T4 medium was compara-
ble to those obtained by Schmidt-Duran et al. (2016) from
blackberry calli (0.0256 mg GAE/g FW; 0.512 mg GAE/g
DW), but considerable lower than the results reported by
Calvo-Castro et al. (2013) and Araya et al. (2017). However,
it is important to highlight that those studies were performed
from ultra-concentrated juice and fresh fruit (respectively),
and not from cell suspensions, as it is the focus of the cur-
rent research. In contrast, the cell suspensions grown in T4
had ten times higher total polyphenol concentrations, two
times higher catechin content (relative to vanillin), and ten
times lower ellagic acid than those reported by Krauze-
Baranowska et al. (2014) from Rubus idaeus sprouts using
HPLC (0.72 mg/g DW gallic acid, 1.29 mg/g DW catechin,
11.52 mg/g DW ellagic acid). Nonetheless, differences
between reports may also be subject to different extrac-
tion and analytical methods, as well as the source material
(genetics, plant tissue, ripeness, culture system, and growth
conditions).

Conclusions
Methanol at 100% from freeze-dried samples was the best

extraction methods for recovering polyphenols from in vitro
cultured blackberry (Rubus adenotrichos Schitdl.) calli.
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Additionally, the type of flask closure used in the blackberry
cell suspension cultures led to changes in biomass produc-
tion and cell viability concentrations, but not in polyphenol
concentration. Finally, the Gamborg medium supplemented
with auxins, cytokinin and organic sources of nitrogen,
led to a considerable increase in the concentration of total
polyphenols, antioxidant capacity, and vanillin and ellagic
acid concentrations. Considering that several authors have
confirmed that blackberry (Rubus adenotrichos) contains a
large quantity of ellagitannins and high antioxidant capac-
ity (Acosta-Montoya et al. 2010; Gonzalez et al. 2012) with
beneficial effects in vitro and in vivo (Calvo-Castro et al.
2013; Azofeifa et al. 2013, 2016; Madrigal-Gamboa et al.
2021), the implementation and optimization of biotechno-
logical techniques such as blackberry calli and cell suspen-
sions to produce those compounds is a relevant strategy for
enhancing the concentration of metabolites in cell suspen-
sion systems, aiming towards their eventual production at a
bioreactor scale.
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6. Articulo 3

Cultivo de células y produccién de compuestos polifenélico de Rubus adenotrichos
Schltdl. en un biorreactor de tanque agitado

Plant cell culture and production of polyphenolic compounds of Rubus adenotrichos
Schltdl. in a stirred tank bioreactor
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Resumen

Rubus adenotrichos Schiltdl tiene un alto contenido de compuestos polifendlicos con propiedades
antioxidantes; sin embargo, la obtencion de éstos a partir de los frutos presenta limitaciones. Los
cultivos celulares en biorreactores de tanque agitado (STR) son una alternativa para la obtencion
de metabolitos secundarios de plantas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una
propela marina y de una turbina Rushton en el cultivo células de R. adenotrichos y la produccion
de acido galico, vanillina y acido elégico, utilizando un STR. Se observé que la propela marina
favorece el crecimiento del cultivo, pero no la acumulaciéon de los compuestos polifendlicos.
Mientras que con la turbina Rushton, el crecimiento del cultivo fue limitado, pero se favorecio la
produccion de los metabolitos de interés. El efecto de la disminucién en el crecimiento del cultivo
y del aumento en el contenido de los metabolitos especializados, puede asociarse con tamafios
de eddys menores producidos por la turbina Rushton, lo que provoca la activacion de
mecanismos letales y subletales en las células vegetales por causa del estrés hidrodinamico.

Adicionalmente, se comprobd que existe una degradacion térmica diferencial para cada uno de
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los compuestos que fueron sometidos a procesos de concentracion a diferentes temperaturas y
tiempos de exposicion.

Palabras claves
Mora, Rubus adenotrichos, biorreactor de tanque agitado, impulsor, polifenoles, estrés

hidrodinamico.

Abstract

Rubus adenotrichos Schitdl. has a high content of polyphenolic compounds with antioxidant
properties; however, there are several limitations from obtaining polyphenols from the plant. Cell
cultures on stirred tank reactors (STR) are an alternative for obtaining plant secondary
metabolites. The aim of this research was to evaluate the effect of a marine propeller and a
Rushton turbine in the cell culture of R. adenotrichos and the production of gallic acid, vanillin and
ellagic acid, using a STR. It was observed that the marine propeller favored the growth of the cell
culture, but no the accumulation of the polyphenolic compounds. While with the Rushton turbine,
the growth of the cell culture was limited but the production of the metabolites of interest was
favored. The resulting decrease in the growth of plant cell culture and the increase in the content
of specialized metabolites can be associated with smaller sized eddies produced by the Rushton
turbine, which generate hydrodynamic stress to the cells, and consequently activates lethal and
sublethal mechanisms in plant cells. Additionally, it was found that there is a differential thermal
degradation for each of the compounds that were subjected to concentration processes at

different temperatures and exposure times.

Key words

Blackberry, Rubus adenotrichos, stirred tank reactor, impeller, polyphenols, hydrodynamic stress.

Introduccion

Las plantas producen mas de 30 000 tipos de metabolitos especializados, incluidos productos
farmacéuticos, aromas, pigmentos, cosméticos, nutracéuticos y otros (Sharmay Sahzad, 2013).
Sin embargo, la produccién de estos compuestos es inferior al 1% del peso fresco y depende de
la fisiologia de la planta, estado de desarrollo y de las condiciones medioambientales (Ebrahimi

y Mokhtari, 2017; Smetanska 2008). Debido a lo anterior, el cultivo de células vegetales es
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considerado como una alternativa biotecnoldgica para la produccion de compuestos naturales
provenientes de plantas (Li et al. 2016; Sharma y Sahzad, 2013; Karuppusamy, 2009).

Los cultivos de células vegetales presentan ventajas con relacién a la obtencién de plantas
crecidas en campo, incluyendo la seguridad de contaminacion, la produccion estandarizada, la
rapidez y la trazabilidad de los metabolitos (Amini et al. 2022). Sin embargo, presentan
desventajas como la baja acumulacién de los metabolitos en las células bajo condiciones in vitro
(Amini et al. 2022), la tasa de crecimiento lento de las células y las diferencias entre los
metabolomas del tejido original en toda la planta con las células y tejidos cultivados in vitro
(Ebrahimi y Mokhtari, 2017).

Los biorreactores utilizados para crecer microorganismos se han adaptado para el crecimiento
de cultivos celulares de plantas y la produccién a gran escala de metabolitos secundarios. La
transferencia de los cultivos desde los matraces Erlenmeyers a un biorreactor es un paso critico
y esencial para la comercializacién de productos basado en cultivos celulares. Los biorreactores
permiten tener un monitoreo y control de parametros criticos para el crecimiento de las células,
como lo es el pH, la concentracién de oxigeno disuelto, la temperatura, la agitaciéon y el diéxido
de carbono, siendo posible determinar las condiciones més favorables para el crecimiento celular
y la produccién de compuestos (Ahmadi-Sakha et al. 2016; Chen et al. 2007), logrando que los
cultivos celulares en biorreactor presenten homogeneidad, rendimientos reproducibles y
permitan aumentar el volumen de trabajo (Sharma y Sahzad, 2013).

Uno de los biorreactores mas utilizados es el biorreactor de tanque agitado (STR) (Amini et al.
2022; Sharma y Sahzad, 2013). Este biorreactor ofrece muchas ventajas al cultivo de células
vegetales, ya que permite agregados celulares mas pequefios, mejora la homogenizacion de
medio y puede evitar la formacién de espuma (Amini et al. 2022). Sin embargo, durante el cultivo
celular en biorreactor, la acumulacion de compuestos bioactivos se ve afectada por varios
factores, como la eficiencia de la transferencia de oxigeno, las fuerzas de corte, las fuerzas
hidrodinamicas y el entorno fisicoquimico (Li et al. 2016).

La agitacion en STR se realiza por un impulsor que mezcla el medio de cultivo (Ruffoni et al.
2010) el cual puede generar diferentes grados de estrés hidrodinamico en las células (Amini et
al. 2022). El estrés hidrodinamico produce dafios letales o subletales en las células vegetales
dependiendo de la intensidad y de la duracion del estrés, afectando la concentracion de los
metabolitos especializados de interés (Busto et al. 2008).

La mora es una fruta con un alto contenido de compuestos polifendlicos que incluyen a los

flavonoides, acidos fendlicos, taninos, lignanos y estilbenos (Cheng et al. 2017). La mora tropical
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de altura (Rubus adenotrichos Schitdl.) presenta un alto contenido de elagitaninos (Acosta-
Montoya et al. 2010; Araya et al. 2017; Soto et al. 2019; Montero et al. 2022). Los metabolitos
especializados de R. adenotrichos podrian tener un uso farmacéutico, alimentario y nutraceutico
con un alto potencial benéfico para la salud (Azofeifa et al. 2011; Azofeifa et al. 2013; Calvo-
Castro et al. 2013; Garcia-Mufioz et al. 2014; Azofeifa et al. 2016, Quesada-MorUa et al. 2020;
Madrigal-Gamboa et al. 2021), sin embargo, ha habido pocos reportes de la produccién de los
compuestos de interés en la mora (R. adenotrichos) mediante cultivos celulares en biorreactor.
Nuestro grupo de investigaciéon previamente report6 el establecimiento de cultivos de células de
R. adenotrichos en matraces agitados, los cuales produjeron compuestos fenélicos con actividad
antioxidante (Schmidt-Durén et al. 2022), por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar, en un
biorreactor STR, el efecto de una propela marina y de una turbina Rushton, para el cultivo células
de R. adenotrichos y la produccién de compuestos polifendlicos, asi como el efecto de la
concentracion térmica en la obtencion de los metabolitos especializados producidos en

biorreactor.
Metodologia

Establecimiento de cultivos en suspension de R. adenotrichos

Se sigui6 la metodologia descrita por Schmidt et al. (2016) a partir de plantas en vivero de R.
adenotrichos pretratadas con agroquimicos. Se colectaron hojas que fueron usadas para inducir
callos. Las hojas se lavaron con agua y jabon. Luego, se realiz6 una doble desinfeccion con
NaOCIl al 1.0% i.a por 8 min y al 0.5% i.a por 10 min. Las hojas se colocaron en una solucion de
acido ascorbico (1.0 g L) por 10 min y posteriormente la cara abaxial del segmento foliar se
puso en un medio de cultivo Murashige and Skoog (1962) conteniendo acido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) (1.5 mg L1). Después de 60 dias, los callos formados fueron
propagados utilizando el mismo medio de cultivo.

Para el establecimiento de los cultivos en suspension, se sembraron callos friables (4.0 g de peso
fresco) en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 30 mL de medio de cultivo Gamborg (1968)
suplementado con acido indol-3-butirico (IBA) (1.0 mg L), 6-bencil aminopurina (BA) (5.0 mg L
1), L-glutamina (20 mg L) y caseina hidrolizada (200 mg L?). Los cultivos se incubaron en una
agitacion rotatoria a 75 rpm, a una temperatura de 20 £ 2 °C en oscuridad, durante 15 dias. Los
cultivos fueron transferidos después de 15 dias a matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo

50 mL del medio Gamborg descrito anteriormente. Los agregados mas grandes fueron
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decantados para obtener las suspensiones celulares finas de acuerdo con la metodologia
descrita por Schmidt et al. (2022).

Cinética de crecimiento de cultivos celulares de R. adenotrichos en biorreactor

Se realizaron las cinéticas de crecimiento de los cultivos de R. adenotrichos en un biorreactor
STR empleando una turbina Rushton de seis paletas con una relacién de 0.354 al didmetro del
tanque y una propela marina de cuatro paletas, con una relacion de 0.331 al diametro del tanque.
Se utilizé un biorreactor de 2 L (Applikon®) con un volumen de trabajo de 1 L. El biorreactor se
inoculd con cultivos celulares de R. adenotrichos al 20% v/v. El STR se aire6 con un difusor de
seis orificios empleando 0.25 vvm, la agitacion se fijé a 150 rpm, con un pH inicial de 5.7. Cada
2-3 dias se tomé una muestra de 50 mL del biorreactor, para determinar el crecimiento celular
mediante peso fresco (PF) y peso seco (PS). Se realizaron dos repeticiones por tratamiento.
Los datos fueron procesados para realizar una comparacion de los parametros cinéticos del
cultivo con ambos impulsores: crecimiento maximo (BM), indice de crecimiento (Gl), velocidad
de crecimiento (u), concentracion maxima de los metabolitos especializados (Pmax), contenido de
los metabolitos especializados por unidad de biomasa (Y,x), productividad volumétrica de los
metabolitos especializados (Qp) y velocidad especifica de formacion de los metabolitos
especializados (qp) (Vasquez-Marquez et al., 2019). Adicionalmente, se calculd la longitud de un
remolino (eddy) (I) mediante el modelo de Kolgomorov (1941), utilizando la ecuacion:

(u/p)3 a

donde u es la viscosidad dinamica del liquido, p es la densidad del liquido y Pm es la potencia
aplicada al sistema por unidad de masa del fluido. El calculo de la potencia que entra al sistema
se determind mediante la formula de potencia en un sistema no gaseado (P,), utilizando la

ecuacion:
P, = N, p* N3«Di°

donde Np es el numero de potencia, N es la velocidad de agitacion y Di es el diametro del
impulsor. Posteriormente, se relaciono la potencia no gaseada con la potencia gaseada utilizando

la ecuacién propuesta por Hughmark (1980):
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F -(Y4) N2 D4 -(Y/s)
= 0,10 (_9) % [ ——L

NV gw;va/3
donde Py es la potencia gaseada, Fq es el caudal volumétrico de gas, V es el volumen del liquido,
D es el diametro del impulsor, g es la aceleracion gravitacional y Wi es el ancho de la paleta del

impulsor.

Determinacién de polifenoles mediante HPLC

Siguiendo la metodologia de Schmidt-Durdn et al. (2022) se realiz6 la determinacién del
contenido de &cido galico (AG), vanillina (VA), y acido elagico (AE). Una muestra de 25 mL del
cultivo crecido en el biorreactor, de cada punto de la cinética, fue liofilizada. Se realiz6 la
extraccion utilizando metanol al 100% vv! en agua (1:10 peso seco:solvente) en un
ultrasonicador (Qsonica®) a 100 micrones de amplitud por 1 min en bafio de hielo, centrifugando
a 7500 rpm durante 5 min y recolectando el sobrenadante obtenido. Se realizaron tres
extracciones con cada una de las muestras. La solucién obtenida se evapor6 hasta sequedad en
un rotavapor al vacio a 35° C (Buchi®). Las muestras se resuspendieron en 2 mL de metanol al
100% y se almacenaron a -80 °C hasta su andlisis.

El contenido de acido galico, vanillina y acido elagico fue determinado utilizando un UHPLC-DAD
Shimadzu Nexera XTS (SCL-40, DGU-405, LC-10D XR, SIL-40 C XR, CTO- 40 S, SPD-M40)
con una columna de silica XR-ODS (100 x 3 mm, 2.2 ym tamano de particula) a 35 °C y una
inyeccion de muestra de 20 L. La fase movil A consistidé en agua desionizada con 1% de acido
férmico y la fase mévil B fue metanol. El gradiente utilizado fue: 2 min 5% B, 6 min 2-50% B, 3
min 50% B, 1 min 50-95% By 2 min 95% B; con un flujo de 0.1 mL min’. Se analiz6 la elucién a
271 nm y las muestras fueron cuantificadas mediante curvas estandar de acido galico (y =
134531695.24x; r? = 0.9835), vanillina (y = 170165775x; r?2 = 0.9998) y acido elagico (y =
30277302.48x; r> = 0.9989). El andlisis se realizé por duplicado.

Concentracion térmica de los polifenoles

La biomasa sobrante de las fermentaciones fue recolectada y extraida siguiendo la metodologia
anteriormente mencionada, pero utilizando como solvente extractor una solucién al 96% vv* de
etanol en agua. El extracto obtenido fue cuantificado mediante UHPLC en la concentracion de

acido galico, vanillina y acido elagico. Posteriormente, se realizé una concentracion térmica, para

Tecnologico LJNA @J)

UNIVERSIDAD

deCostaRica  Naciona.  UNED 66

TEC




esto, 50 mL del extracto fue evaporado en un rotavapor (Buchi®) hasta sequedad y se
resuspendié la muestra en 1 mL de etanol al 96% vv. Se utilizaron cuatro temperaturas de
evaporacion: 35, 45, 55 y 65 °C y se determiné el tiempo que tardé cada muestra en llegar a
sequedad, siendo este el tratamiento a evaluar (Cuadro 1). Luego cada muestra se resuspendio
en 2 mL de metanol y se analiz6 mediante UHPLC. Cada tratamiento se realizé por triplicado. Se
realizé un Andlisis de Varianza y una prueba de Tukey para cada metabolito evaluado utilizando

el programa estadistico Minitab®.

Cuadro 1. Tratamientos empleados para concentrar los metabolitos obtenidos de los cultivos

celulares en biorreactor de R. adenotrichos.

Condicion
Tratamiento Temperatura Tiempo
°C) (min)
Control - -
1 35 51,24 + 2,56
2 45 18,44 + 0,62
3 55 10,84 + 0,34
4 65 7,93 +0,13

Resultados y discusion

Siguiendo la metodologia reportada previamente (Schmidt-Duran et al. 2016; Schmidt-Duran et
al. 2022) se obtuvieron callos y cultivos celulares finos de R. adenotrichos, que fueron utilizadas
para la preparacion de los in6culos requeridos para el STR.

En ensayos previos (datos no publicados), se habia observado que las células de R. adenotrichos
en matraz presentaban baja viabilidad al aumentar la velocidad de agitacion, por lo que se decidié
establecer una agitacién constante (150 rpm) capaz de mantener suspendidas a las células
dentro del STR.

Los resultados del crecimiento de los cultivos de R. adenotrichos en el STR con la propela marina
y la turbina Rushton se muestran en la Figura 1. Con la propela marina, el cultivo crecié a una
velocidad de crecimiento 0.124 dias™, alcanzando un crecimiento de 2.32 ges L™ (33.02 gee L)
a los 14 dias de cultivo. Mientras que con la turbina Rushton, el cultivo creci6 a una velocidad de

crecimiento de 0.101 dias™ alcanzando una biomasa de 1.68 ges L™ (24.56 grr L) en 14 dias de
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crecimiento. El crecimiento del cultivo de R. adenotrichos en el STR fue de un 70% mayor para
la propela marina, y de un 26% mayor para la turbina Rushton que lo reportado previamente para
los cultivos en matraces Erlenmeyer (Schmidt-Durén et al. 2022).

Verna et al. (2013) mencionan que los cultivos de células de plantas crecen mejor con una turbina
Rushton en cultivos de tanque agitado debido a que proporcionan un flujo radial en la dispersion
de células, con suficiente transferencia de masa de oxigeno y un esfuerzo cortante minimo, como
se observo en el crecimiento de células de Catharanthus roseus (L). Sin embargo, Zhong et al.
(1994) determiné que la velocidad en la punta del impulsor y el tamafio del impulsor afectan la
biomasa, viabilidad celular y la produccion de antocianina en Perilla frutescens. Asimismo, Arias
et al. (2021) determin6 que diferentes velocidades de agitacion provocan respuestas
diferenciales en el indice de crecimiento y el rendimiento de la biomasa sobre el sustrato de
Thevetia peruviana.

El estudio de los impulsores que pueden ser utilizados para el cultivo de células vegetales, cobra
importancia para cada especie que se desea cultivar en STR, debido a que existen diferencias
entre las células de las especies vegetales (Trejo-Tapia y Rodriguez-Monroy, 2007). La agitacién
y el impulsor afectan el mezclado del biorreactor, que interviene en los requerimientos de
transferencia de masa; pero también se relaciona con el dafio potencial que pueden tener las
fuerzas hidrodinamicas en el crecimiento del cultivo (Georgiev et al., 2013), generando diferentes
tasas de crecimiento en los cultivos vegetales, como se observo en los resultados obtenidos por
Arias et al. (2021), Verna et al. (2013) y Zhong et al. (1994).

Esto ocurre ya que las células de plantas son mas grandes y sensibles a la agitacion que
microorganismos como las bacterias (Georgiev et al., 2013) siendo mas afectadas por las
condiciones de estrés hidrodinamico que se presentan en los STR. La sensibilidad de este tipo
de células se le atribuye a que presentan una pared rigida de celulosa y muchas veces contienen
vacuolas que pueden alcanzar hasta el 95% del volumen de la célula (Zhong et al. 1994). En
este trabajo para el cultivo de células de R. adenotrichos, observamos que la propela marina,
gue presenta un patrén de flujo axial, favorece mas la velocidad de crecimiento y el crecimiento

de las células, que la turbina Rushton, la cual presenta un patron de flujo radial.
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Figura 1. Cinética de crecimiento celular (peso fresco en circulos rellenos y peso seco en
triangulos rellenos) de cultivos de R. adenotrichos y de produccion de 4cido galico (circulos sin
relleno), vanillina (cuadrados sin relleno), acido elagico (triangulos sin relleno) y el total de los
metabolitos especializados (asteriscos) en un biorreactor de tanque agitado con una propela

marina y una turbina Rushton. n= 2.

Por otro lado, los resultados de produccion de los metabolitos de interés de los cultivos de R.
adenotrichos determinaron que el uso de la turbina Rushton produjo un 69% mas acido galico y
casi un 300% mas de vanillina que la propela marina (Figura 1). El rendimiento, la productividad
y la velocidad de formacién de producto también fueron superiores para la turbina Rushton
(Cuadro 2). Con respecto a la concentracion de acido elagico, la propela marina generé valores
de produccion mayores a la turbina Rushton; sin embargo, el pico de produccion de los

metabolitos para la propela marina se dio a los 12 dias (Figura 1), observando después un
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descenso en la concentracion de estos, a pesar del aumento de la biomasa. No obstante, con la
turbina Rushton, se obtuvo un aumento gradual de la concentracion de los metabolitos hasta el
dia 14, en el cual no se pudo observar el pico de produccién méaximo, siendo posible que este se
alcance en dias posteriores a los evaluados en el estudio.

El contenido de vanillina obtenido en los cultivos de R. adenotrichos en el STR con la turbina
Rushton, fueron 5 veces mayores a los obtenidos en matraz Erlenmeyer; sin embargo, no se
observd un aumento en la concentracién de acido elagico y acido galico en el STR, comparado

a los resultados obtenidos previamente (Schmidt-Duran et al. 2022).

Cuadro 2. Parametros cinéticos del crecimiento celular y produccion de algunos compuestos

especializados de R. adenotrichos en tanque agitado bajo dos impulsores distintos. n= 2.

Impulsor

Parametros : :
Propela marina Turbina Rushton

Peso seco méaximo

BM (g L) 2.32 1.68
Indice de érleumlento 4.658 3.097
Velocidad d(? cr?mmlento 0.124 0.101
M (dias™)
Contenido maximo de 3CIdO galico 0216 0.364
PmaxAG (mg L )
Rendimiento de acido gallco_lsobre biomasa 0137 0.286
Yopacix (Mg gps™)
Productividad volumétrica del &cido galico
Quac (Mg L dial) 0.018 0.026
Productividad especmc_:il d,e|_1aCIdO galico 0.009 0.015
gpac (Mg ges™ dia™)
Contenido maximo d_el: vanillina 0141 0557
PmaxVA (mg L )
Rendimiento de vanillina sj?bre biomasa 0.089 0.439
Ypvax (Mg grs™)
Productividad volumétrica de vanillina
Qova (Mg L diat) 0.012 0.040
Productividad especifica de vanillina 0.006 0.024

gpva (Mg ges™ dia™)
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Contenido maximo de acido elagico
Pmaxae (Mg L?)
Rendimiento del 4cido elagico sobre la
biomasa 0.108 0.096
Ypaeix (Mg gps™?)
Productividad volumétrica del &cido elagico
Qpae (Mg Lt dia?)

Productividad especifica del acido elagico
Opae (Mg grs™ dia™)

0.171 0.122

0.014 0.009

0.007 0.005

El estrés hidrodinamico puede provocar dafios letales, lo que genera apoptosis y la lisis celular;
o dafios subletales, que incluyen alteraciones metabdlicas en las células. Los dafios subletales
activan mecanismos de respuesta al estrés en las células vegetales, como lo es la defensa al
estrés oxidativo, lo que genera la produccién de diversos metabolitos (Trujillo-Roldan y Valdez-
Cruz, 2006).

Para comparar el efecto de la turbina Rushton, contra el impulsor de propela marina en la
producciéon de biomasa y de acumulacién de metabolitos de interés en cultivos celulares de R.
adenotrichos, se calcularon los valores de la longitud de escala de un remolino (eddy), de acuerdo
con la teoria de la turbulencia isotrépica de Kolgomoroff (1941). De acuerdo con la teoria, la
agitacion de un impulsor en un biorreactor de tanque agitado provoca que se genere remolinos
de diferentes tamaiios en el fluido (Busto et al. 2013; Busto et al. 2008; Landau y Lifshitz 1987).
Cuando el tamafio del remolino es mayor al de una célula, ésta no deberia verse afecta por el
estrés hidrodinamico; sin embargo, cuando la longitud del remolino se acerca al tamafio de la
célula, esta puede empezar a sufrir problemas por la agitaciéon (Busto et al. 2008).

De acuerdo con las dimensiones del biorreactor y las caracteristicas del medio de cultivo (Cuadro
3), se determind que el eddy del cultivo celular utilizando la turbina Rushton fue de 1=0.087 mm,
mientras que con el impulsor de propela marina fue de 1= 0.187 mm, teniendo una diferencia de
un orden de magnitud. Una célula vegetal tiene un tamafio aproximado entre 0.04 a 0.1 mm y
presenta una tendencia a formar agregados de mayor tamafio (Trujillo-Roldan y Valdez-Cruz,
2006; Zhong et al. 1994), por lo que los tamafios de eddy calculados con la turbina Rushton se
ubican dentro del tamafio de una célula vegetal, haciendo que esta sea afectada por el estrés
hidrodinamico generado por el impulsor.

Esto puede explicar la disminucién en la concentracion de la biomasa (Figura 1), tanto para el

peso seco como para el peso fresco, debido a los efectos letales. Sin embargo, este mismo
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fenébmeno, puede provocar un aumento en la concentracion de metabolitos secundarios, cuando
se activa los mecanismos de defensa producto de los efectos subletales.

Vasquez-Marquez et al. (2019) obtuvieron diferentes concentraciones de polifenoles, de acuerdo
con la velocidad de agitacion que probaron, denotando que la agitacion afecta diferencialmente
a cada polifenol que estudiaron. Asimismo, Busto et al. (2013) y Trejo-Tapia et al. (2007)
concluyeron que, al aumentar el estrés hidrodinamico, obtuvieron mayor concentracion de
antraquinonas y alcaloides monoterpénicos en cultivos celulares de Rubia tinctorum y Uncaria
tomentosa, respectivamente.

El cultivo de diferentes células en suspensién en sistemas agitados presenta una variabilidad en
el grado de sensibilidad al estrés por la agitacion, afectando la viabilidad celular, la lisis celular y
la produccién de metabolitos (Zhong et al. 1994) como se ha visto en otras investigaciones. En
el estudio particular de R. adenotrichos, el aumento del estrés hidrodinAmico provocado por el
impulsor produjo un aumento en la concentracion del 4cido galico y vanillina, no asi del acido

elagico, pero al mismo tiempo, disminuy6 la biomasa obtenida del cultivo celular.

Cuadro 3. Determinacion de la longitud de escala eddy de un remolino en un biorreactor tipo

tanque agitado con una propela marina y una turbina Rushton.

Variable Propela marina Turbina Rushton
Densidad p (kg m3) 1005.84 1005.84
Viscosidad p (kg m* s1)” 0.00105 0.00105
Numero de Potencia Np 0.35 6
Diametro del Tanque D (m) 0.14 0.14
Ancho de la paleta W (m) 0.015 0.012
Longitud del Eddy | (mm) 0.187 0.087

* Se determin6é mediante la medicion del peso de 100 ml de medio en una balanza analitica. n= 3.

** Similar a la del agua.

Luego de la obtencion de los compuestos de interés, se evalu6 el efecto de un método térmico
de concentracion de compuestos, como es la evaporacion por rotaevaporador. Asi como se
reportd en otras investigaciones, en este trabajo, la concentracion de acido gélico, acido elagico
y vanillina se vieron afectadas por el método de concentracion térmica (Figura 2). Para el caso
del acido gélico, es posible obtener este metabolito utilizando incluso una temperatura de 45 °C

(tratamiento 2), sin que sea vea afectado la concentracidon del compuesto recuperado
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comparandolo con el control. Para la vanillina, esto es posible solo con el tratamiento 1, el cual
no mostro diferencias significativas con el control. No obstante, el &cido elagico si sufri6 una
disminucion significativa respecto al control por el tratamiento térmico, en un rango de un 33-41%
para los tratamientos 1, 2 y 3. En todos los casos, el tratamiento 4 (65 °C por un periodo de 7.93
min) produjo una variacion significativa en la concentracion de todos los compuestos evaluados
comparados al control, disminuyendo en un 8% para el acido galico, un 85% para la vanillina y
de un 84% para el acido elagico.

El aumento de la temperatura produce la degradacion de compuestos metabdlicos antioxidantes
(Ling et al. 2022). En el caso de la mora (R. adenotrichos) se ha reportado una degradacion
térmica tanto de antocianinas (Cisse et al. 2009), como de elagitaninos (Gancel et al. 2011) en
el jugo; mismo fendbmeno que se logré observar con los metabolitos obtenidos a partir de cultivos
celulares de R. adenotrichos. Sin embargo, se ha visto que la disminucion en el contenido de los
elagitaninos no ha provocado una disminucién del efecto benéfico en pruebas in vitro (Azofeifa
et al. 2015).
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51,24 min), tratamiento 2 (45 °C durante 18,44 min), tratamiento 3 (55 °C durante 10,84 min) y
tratamiento 4 (65 °C durante 7,93 min). Letras diferentes indican diferencias significativas entre

los tratamientos para cada compuesto evaluado (a=0,05). n= 3.

Conclusiones

El cultivo celular de R. adenotrichos en STR utilizando una turbina Rushton gener6 un
crecimiento celular de la mitad al obtenido con la propela marina; sin embargo, este impulsor
obtuvo un contenido de acido galico y vanillina de dos a tres veces mayor que el observado con
la propela marina. El efecto de la disminucion en el crecimiento del cultivo y del aumento en el
contenido de los metabolitos especializados, puede asociarse con tamafios de eddies menores
obtenidos con la turbina Rushton, lo que genera estrés hidrodinamico en los cultivos de R.
adenotrichos, favoreciendo la activacion de los mecanismos de defensa en las células, siendo
uno de ellos, la produccién de compuestos polifendlicos que eviten el estrés oxidativo. Por ltimo,
la concentracion térmica degradé diferencialmente a cada compuesto, siendo el 4cido galico el
compuesto menos afectado por la temperatura y el acido elagico el que se degrad6 en una mayor
proporcion. La condicién que mejor preservo los metabolitos especializados fue una temperatura

de 35°C con un tiempo de 51,24 min.
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7. Discusion global.

Los compuestos polifenélicos son compuestos bioactivos encontrados en plantas que presentan
funciones de bioestimulacion del crecimiento o de defensa. Estos compuestos también son
conocidos como antioxidantes naturales, los cuales presentan propiedades antiinflamatorias,
anticancerigenas, antimicrobianas, antialérgicas, antivirales, antitrombdéticas, hepatoprotectivas,
como aditivos de alimentos y en la sefializacion de moléculas, entre otras (Maniglia et al. 2021).
La mora (R. adenotrichos) ha sido estudiada debido a su alto contenido de polifenoles con
capacidad antioxidante, especialmente elagitaninos, los cuales presentan un beneficio potencial
en diferentes pruebas realizadas a nivel in vitro e in vivo (Acosta-Montoya et al. 2010; Azofeifa et
al. 2016, Quesada-Morua et al. 2020). Lo anterior pudo comprobarse a través del articulo 1 de
esta tesis “La mora tropical de altura (Rubus adenotrichos Schltdl.) como potencial alimento
funcional: una mirada a las investigaciones realizadas”, donde se evidencié la alta concentracion
de elagitaninos con capacidad antioxidante que posee la fruta, asi como su contenido de
antocianinas.

A pesar de esto, las investigaciones realizadas con este cultivo se han centrado en analizar los
metabolitos de interés en la fruta, el impacto en la concentracion de los compuestos en el
procesamiento del jugo, y la actividad biolégica de éste. Sin embargo, no habia conocimientos
en la produccion de estos compuestos a través de herramientas biotecnolégicas. Inicialmente,
Schmidt-Duran et al. (2016) plantearon la metodologia para la produccién de callos a partir de
segmentos foliares de hojas e implementaron suspensiones celulares finas. Sin embargo, en su
investigacion no se optimizaron las condiciones de crecimiento en matraz ni la sintesis y
cuantificaciéon de los polifenoles de interés.

Se han usado varias estrategias para la acumulacion de biomasa y la sintesis de metabolitos
secundarios, tales como el aislamiento de lineas altamente productoras, optimizacion del medio
y condiciones de cultivo, elicitacion, alimentacion con nutrientes o precursores, permeabilizacion,
inmovilizacion y métodos de biotransformacion. La acumulacion de biomasa y la sintesis de
metabolitos en cultivos celulares es un proceso de dos etapas: un cultivo inicial de células para
el crecimiento, multiplicacion y acumulacion de biomasa y, la sintesis de los metabolitos a partir
de la biomasa (Murthy et al. 2014).

Ante esto, era necesario generar una metodologia estandarizada de obtencion de los
compuestos de interés y la optimizacion del medio de cultivo en matraz Erlenmeyer. Por esta

razén, se realizo una evaluacion de diferentes medios de cultivos, reguladores de crecimiento y
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componentes nutricionales, asi como del requerimiento de oxigeno que las células necesitaban
para la acumulacion de la biomasa, cuyos resultados se sintetizan en el articulo 2 “Cell
suspension cultures for the production of antioxidant phenolic compounds: experiments with
tropical highland blackberry (Rubus adenotrichos Schitdl. cv. Vino)”.

Asimismo, ante la diversidad de polifenoles con capacidad antioxidante de interés, se decidid
cuantificar la presencia y produccién de tres compuestos de interés presentes en los sistemas
de cultivo in vitro de la mora: el acido galico, un tipo de &cido hidroxibenzoico que presenta
propiedades antioxidantes y es precursor de los elagitaninos (Cruz et al., 2019; Lipinka et al.,
2014), la vanillina, el polifenol saborizante mas importante que existe (Zeb, 2021) la cual se ha
reportado presente en la mora (Arturo-Perdomo et al., 2021), y el acido elagico, un polifenol con
propiedades antioxidantes presente en una serie de frutas como las bayas.

El 4cido elagico existe principalmente en forma de elagitaninos. Los elagitaninos unen el 4cido
elagico a un poliol central, como la glucosa, principalmente a través de un enlace éster (Huang
et al. 2007). Ademas, el acido elagico y los elagitaninos son transformados en urolitinas cuando
son consumidos y entran en contacto con la microbiota intestinal (D"Amico et al. 2021). Las
urolitinas son compuestos metabdlicos altamente biodisponibles con alta actividad biolégica
(Shahraki y Ebrahimi, 2019). Los resultados del analisis con el UHPLC presentados en los
articulos 2 y 3, muestran que dichos compuestos estan presentes en los sistemas de cultivo in
vitro de la mora.

Por ultimo, se presento el establecimiento de las condiciones para el cultivo de las células de
mora en un STR, considerando que esta es una alternativa viable para la produccion de
metabolitos secundarios de interés, en donde se pueden controlar varios parametros de
importancia, como lo son: suministro de nutrientes, control de temperatura y condiciones
hidrodinamicas (Amini et al. 2022).

La agitacion es un factor importante que debe controlarse desde los cultivos celulares en matraz
hasta en biorreactores a gran escala, ya que la mezcla de cultivos promueve un mejor
crecimiento, al mejorar la transferencia de nutrientes desde las fases liquidas y gaseosas a las
células. Adicionalmente, las células vegetales son consideradas como un sistema sensible al
corte por las tensiones hidrodinamicas presentes en los biorreactores, esto se atribuye a su
tamario celular, a su crecimiento en forma de agregados, a la presencia de una pared celular
rigida y a la existencia de vacuolas (Trejo Tapia y Rodriguez-Monroy, 2007).

Las condiciones hidrodinamicas que acompafan una mezcla adecuada de los caldos en el

biorreactor pueden reducir el tamafio medio de los agregados y ocasionar dafios letales en los
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cultivos. Las células vegetales, por lo tanto, a menudo se cultivan en biorreactores de tanque
agitado a velocidades de agitacion muy bajas (Murthy et al. 2014) o utilizando diferentes tipos de
impulsor, ya que estos presentan diferencias en el estrés hidrodinAmico que provocan a los
cultivos celulares de plantas. Existen en la literatura varias especies vegetales que se han crecido
en biorreactores de tipo tanque agitado, como, por ejemplo: Buddleja cordata (Vazquez-Marquez
et al. 2019), Sphaeralcea angustifolia (Pérez-Hernandez et al. 2019), Bursera linanoe (Pavon-
Reyes et al. 2017) y Uncaria tomentosa (Trejo-Tapia et al. 2005).

Busto et al. (2008) y Trejo-Tapia et al. (2007) han reportado que el cultivo in vitro células
vegetales en los biorreactores, al ser expuestos a condiciones de estrés hidrodinamico, pueden
sufrir una condicién de elicitacion abiotica que produce un aumento en la produccion de los
metabolitos secundarios. En este sentido los resultados presentados en esta tesis en el articulo
3 “Determinacion de la concentracion de compuestos polifendélicos de cultivos celulares de mora
(Rubus adenotrichos Schltdl.) crecidos en biorreactores de tanque agitado bajo diferentes
impulsores”, son consistentes con los reportado en la literatura para otras especies. En donde se
demostré que el impulsor Rushton en un STR, favorece un aumento en la produccion de los
compuestos polifendlicos de la mora, debido a una condicién de estrés hidrodinamico.

El proyecto doctoral permitié generar una estrategia inicial de produccién de un cultivo de células
de R. adenotrichos en STR, con el fin de producir compuestos polifenélicos con capacidad
antioxidante con potencial beneficio a la salud, mediante herramientas biotecnolégicas, las
cuales pueden ser escalables y comercializables, contribuyendo a generar una economia basada

en recursos bioldgicos.
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8. Conclusiones

Mediante la revisidon sistematica de los antecedentes de la mora, se documento el potencial que
posee esta fruta, por su alto contenido de elagitaninos. Estos compuestos presentan efectos
antioxidantes, antiinflamatorios, anticancerigenos y beneficiosos para la salud. Asimismo, se
encontré que el desarrollo de procesos biotecnoldgicos basados en el cultivo de células de mora
in vitro es un enfoque poco estudiado, el cual podria llevar a obtener multiples beneficios en la
obtencion de los metabolitos y su produccién a gran escala.

Se logr6 optimizar las condiciones de crecimiento de los cultivos de células de mora en matraz.
El medio Gamborg, suplementado con 6-benciladenina, &cido indol-3-butirico y fuentes de
nitrégeno organicas como la L-glutamina y la caseina hidrolizada, asi como el empleo de un
tapon de algoddn en el Erlenmeyer, favorecié la produccién de acido elagico y vanillina. Ademas,
se estandariz6 la metodologia de obtencion de los compuestos potencialmente bioactivos, tanto
en la extracciéon de éstos, como en los andlisis de polifenoles totales, capacidad antioxidante y
compuestos especificos en el UHPLC.

Se determind que el estrés hidrodinAmico de un biorreactor STR, con un impulsor turbina
Rushton es un factor que promueve la concentracion de acido gélico y vanillina, posiblemente al
activar el metabolismo de defensa contra el estrés oxidativo de las células de mora. También,
fue posible evidenciar la degradacién térmica que sufren los metabolitos por un método de
concentracion como es el uso del rotavapor, permitiendo determinar un tratamiento que preserve
en mayor medida los compuestos bioactivos producidos.

Con todo lo anterior, se demostré que es posible producir compuestos bioactivos con capacidad

antioxidante a partir de cultivos celulares de mora (Rubus adenotrichos Schitdl.) en biorreactor.
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9. Recomendaciones

Durante la tesis doctoral, se evidencié que es muy importante comprobar la contaminacién de
los cultivos celulares especialmente por microorganismos endofitos, ya que estos pueden bajar
los rendimientos y las productividades de los ensayos realizados. Es necesario realizar pruebas
de inocuidad y asepsia de los callos y suspensiones celulares antes de cada prueba de
laboratorio que se realice.

Los cultivos celulares lograron evidenciar concentraciones de los compuestos de interés; sin
embargo, estos fueron inferiores a lo reportado para la fruta. Es posible generar estrategias de
mejoramiento genético a las rutas metabdlicas de produccion de los compuestos estudiados,
como puede ser el silenciamiento de genes o la mejora de promotores, con el fin de favorecer
una mayor produccion de los metabolitos.

La concentracion de biomasa, tanto en peso fresco como peso seco, fue inferior a lo reportado
para cultivos celulares en otras especies, lo que abre toda una posibilidad de optimizacién de las
condiciones de crecimiento para la acumulacion de biomasa y la sintesis de los compuestos de
interés. Por ejemplo, en matraz, se hace necesario investigar mas en componentes puntuales
del medio de cultivo, especialmente en relacién con los reguladores de crecimiento y las fuentes
de nitrégeno orgéanicas.

El estrés hidrodinamico que sufren las células evidencié un aumento en la concentracion de
metabolitos relacionados con el estrés oxidativo, funcionando como un agente elicitor fisico. Sin
embargo, existen otros elicitores fisicos y quimicos que se han utilizado en cultivos celulares de
diferentes especies, que han provocado un aumento en la concentracion de otros metabolitos
secundarios. Usar otros elicitores en los cultivos celulares puede ser una alternativa de aumento
de rendimientos y productividades con las células de mora.

Aunque el STR es uno de los biorreactores méas utilizados en cultivos liquidos, los cultivos
celulares de plantas también se han crecido en otros fermentadores, como los airlift o las
columnas de burbujeo. Estos sistemas no presentan efectos relacionados con el estrés
hidrodindmico, pero pueden provocar aumentos significativos de la biomasa. Se podria
implementar un sistema en dos etapas, en el cual el primer biorreactor se centre en la generacion
de biomasay el segundo fermentador tenga como objetivo generar el estrés hidrodinamico a las
células, lo cual podria provocar un aumento en las productividades de los metabolitos de interés.
La producciéon de un compuesto de interés en un biorreactor es un método viable para

estandarizar y escalar metabolitos de interés a niveles comercializables, sin embargo, todavia
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existen pocos casos de éxito, ya que las concentraciones obtenidas, como en el caso de esta
tesis doctoral, son todavia inferiores a las producidas por el cultivo. Esto provoca que sea
necesario seguir generando investigacion relacionada con los cultivos de interés, que permita

optimizar el bioproceso a niveles que puedan ser industrializados y comercializables.
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