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Phytochemicals
Production

Cultius
tradicionals

Alcaloide diterpénic
(anticancerigen)

Capacitat de recollir el
producte d’interés en qualsevol
part del méon amb un control
estricte de produccio i qualitat.

Produccio
Biotecnologica

de Fitofarmacs &%= > No es necessiten herbicides ni
en pesticides.

_ » No hi ha problemes climatics ni
Factories de ecologics.

Cel-lules > Cicles de creixement de

Vegetals setmanes en lloc d'anys com a

Phyton Biotech. fabrica per la produccié de taxol la planta intacta.
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» Seleccio de genotips
altament productius
* Micropropagacio de

plantes aromatiques i

medicinals

* Produccidéd de

compostos bioactius
cultius de
cel-lules vegetals i

en

arrels tranformades Produccié de compostos bioactius d’alt
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valor afegit. Cel-lules mare vegetals

Podophyllotoxin

per utilitzar en cosmetica

Ruscogenin

. LA NOStra recerca esta basada en: © universitatde Barcelona

Production

e Estudis genomics i

metabolics del
metabolisme
secundari

Enginvyveria
metabolica per

millorar la produccio

Withaferin A

de les plantes
transgeniques o dels
cultius cel-lulars
vegetals.

Ginsenosides  HO
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MICROPROPAGACIO

Micropropagacié
de plantes
aromatiques i
medicinals:

Varietats
[liures de
virus per
exportar Xile
(ALTALENA
SA.)

Vitis vinifera:

Altres especies vegetals: Digitalis purpurea, Lavandula dentata, Ruscus
aculeatus, Taxus baccata, Linum album, Corylus avellana.
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Factories de cél-lules vegetals: Metodologia

w0 /
. L& - ?' d

Etapes: \
Cultius cel-lulars de Centella asiatica

1. Seleccid del genotip més productiu i micropropagacid

2: Desenvolupament del call

3: Cultiu de call

4: Cultius cellulars i optimitzacié de la produccid

5: Escalat a bioreactor
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FACTORIES DE CEL-LULES VEGETALS |
CEL-LULES MARE

Centellosides ‘

Produccido de _ ‘
fitofarmacs en | Ruscogenins

cultius cel-lulars:
Podophyllotoxin ‘

Taxol ‘

-_.ll " -
Cél-lules en suspensio de Taxus immobilitzades en perles d’alginat

Altres compostos: Digoxina, alcaloides de tabac, galphimines
Cél-lules mare vegetals: Vitis vinifera i Centella asiatica per utilitzacio en
cosmetica
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Production

Biotransformacions vegetals:

Centella asiatica cell cultures

Biotransformacié del substrat a-amyrin en centellosids
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Arrels transformades a la natura
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Arrels transformades



Arrel transformada

Cel-lula vegetal

-

~ §/Gens rol ABC

opina sintasa

XXXXXXX\tata bolismg

chv Chv

\_

Opines (utilitzades pel
bacteri com a font de C i N)
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d'arrels transformades:

Production

Agrobacterium
rhizogenes

1: Obtencio d'arrels transformades
2: Aillament dels clons

3: Optimizacié de les condicions de cultiu
4: Escalat a bioreactors

Cultiu d'arrels transformades de Catharanthus roseus escalades a bioreactor
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CULTIUS D’ARRELS
TRANSFORMADES

Ajmalicina  mm)
F.’roc‘juccm de Ginsenosids ‘
fitofarmacs en

cultius d’arrels Escopolaminaﬂ

transformades
Withanolids )

PTOX, MPTOX ‘

Cultiu d'arrels transformades de
Panax ginseng en un bioreactor spray
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Enginyeria metabolica per millorar la
produccié d'escopolamina en cultius d'arrels
transformades:

ler pas: Obtencié d'arrels transformades de Datura, Duboisia &
Hyoscyamus:

Arrels transformades de Duboisia hybrid escalades en un bioreactor wave



Group of Plant .
Blolschnalogy @ b=
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Production

2on pas: Enginyeria metabalica per millorar la produccié d'escopolamina.
Sobreexpressio dels gens pmt & héh.

ornithine arginine

putrescine
transgene PMT @

N-methylputrescine

! Y
4-methylaminobutanal 'L\

Methylpirrolinium
v 35S-pmt
35S-h6h

hyoscyamine

transgene H6H
@ Arrels transformades de
scopolamine Hyoscyamus muticus
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3er pas: Biotransformacié de hiosciamina en escopolamina en cultius
d'arrels transformades de tabac.

ornithine arginine i —_—
hiosciamina

putrescine

N-methy+putrescine

Arrels
. transformades
4-methylaminobutanal tgpqc +

gen 355h6h
methylpirrolinium

Arrels transformades de tabac

hiosciamina /

P

355-h6h

escopolamina

nicotina escopolamina
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ENFOCAMENT EMPIRIC
Input Factors: » Output Factors:
My 0 .Crei

-Seleccid de linies ceI-IuIars" Creixement

‘Medi de cultiu ! ~—— -Consum Qe nutrients

-Elicitors nivell molecular? ~~~._ _ ‘Productivitat, etc

:Diseny del bioreactor »

Produccio millorada de
Modificacions = fltoférmacs
genetiques ENFOCAMENT RACIONAL
Tecniques d’enginyeria genetica i metabodlica

(Rutes del metabolisme vegetal)

Expressié genética diferencial
Factors de transcripcio
Gens clau

Estudis bioquimics:

-Activitat enzimatica
‘Experiments d’addicio
‘Passos limitants

‘Transport i emmagatzematge
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@ Universitat de Barcelona

Produccid biotecnologica de terpens: aplicacions a la industria
farmaceutica i cosmetica

Aplicacions dels cultius cel-lulars

Produccio de taxol i taxans en
cel-lules en suspensio de Taxus
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Production

Cél-lules
cancerigenes
(cancer de pit de

ratoli)
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Taxol: mecanisme d’accio

M
(mitosis)

G1
(Gap 1)

Gap 2) ,
/A EUKARYOTIC

CELL CYCLE

Cells that
. cease

O

o-tubulin . O ITaXOI
Ol —s
O
(o + B)

B-tubulin Heterodimer

e Mitosi
CAS R
<k bloquejada
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Font natural de Taxol

: 2 A.v—"/ 5
Escorca interna 5 J A e ol SRR .
(0.01%) Bosc de teixos
l (World Heritage)

4-6 arbres de Taxus sp de 60 anys
\Z

1 pacient de cancer
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Fonts alternatives de taxol:

¢ Sintesi quimica:
(Comercialment inviable)
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Fonts alternatives de taxol:

Semi-sintesi

—
-

Fenilisoserina

Baccatina llI Y

Taxol

Fulles de Taxus



Fonts alternatives de taxol: © universitarce Barcelons
Cultiu de la planta

s
R

—

(S8

Plantacié de Taxus yunannensis Dones Miao treballant a la plantacio



Fonts alternatives de taxol: © vniverstarde Bacelona

Cultiu de la planta

Extracciéd amb
dissolvents organics

taxol

Plantacions de Taxus yunannensis



Fonts alternatives de taxol: © vniversitatde Barclons

Produccio biotecnologica

Cultiu cel-lular

Phyton/Bristol Myers, Mitsui, etc.

|

Taxol
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Cultius cel-lulars: O ==

@ Universitat de Barcelona

Phytochemicals

Production *1er pas: induccio de call:

0 2 3 4 setmanes cultiu de call

linia de call

linia cel-lular
disgregacio
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Production

Alta produccio de taxol: Optimitzacio de les condicions de cultiu

MS
Bs

Auxines (AIA, NAA, 2,4-D, ....)
Cinines (kinetin, BAP, ....)

“Medis de cultiu ‘

. | -PGRs

Sacarosa
Fructosa

-Sucres
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CUItiU en dues etapes: @Universitatde Barcelona
creixement produccio de taxol
12
(U10 #—5—7
A g
©
E . /
e
precursors < 4
elicitors \z\

medi de creixement medi de produccidé
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@ Universitatde Barcelona

Millora de la produccio: Corbes de creixement

Fase estacionaria

Biomassa
25 Medi de produccio '
‘p/ —== Produccio
20
Fase exponencial /
15 \
/ Medi de creixement
10
Fase de retard /
5 lJ
0 | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 1

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Dies de cultiu
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Produccio de taxol (mg/L)

@ imeepesreet

@ Universitat de Barcelona

Produccioé de taxans en

x 74

N

T

cél-lules en suspensio

de Taxus baccata

crescudes en un cultiu

de dues etapes:

" Medi de creixement

B Medi de produccio

10

24

Produccio de baccatina Ill (mg/L)

x 14
~Na

wetadliadans

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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@ Universitat de Barcelona

Millora de la produccid: Corbes de creixement

Fase estacionaria

Biomassa |
25
Medi de produccio
‘p/ = Produccio
20 \
. / Precursors
Fase exponencial
15
/ Medi de creixement Elicitors
10
Fase de retard /
5 1J Agents
permeabilitzants
0 | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

1

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Dies de cultiu
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Produccio de taxol i baccatina Ill en cultius cel-lulars de
T. baccata. Efecte de I'addicié de jasmonat de metil (MJ)

Taxol (mg/L) x 3.2 Baccatina Il (mg/L)
25 | - 25
20 | 20 x 7.0
15 | 15 ; —
10 | 10 ;
5 51/
0 0
| [ ] v | [ I \Y
Linies cel-lulars Linies cel-lulars
T _ M control LIMJ
f medi de

produccio
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Produccio de taxol i baccatina Ill en cultius cel-lulars
de T. baccata en un bioreactor airlift

Optimitzacio de les condicions de cultiu :
Capacitat: 20

Volum de treball : 18

Densitat de ’inocul: 10%

Aireacio i agitacio: Difusor circular
Temperatura i pH : 25°CiS.5-6

l

Produccio a gran escala de
metabolits secundaris d’alt valor

Escalat del cultiu

Col-laboracioé amb el Prof. Alfermann
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
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Production

Produccio de taxol i baccatina lll en cultius cel-lulars
de 1. media en un bioreactor d’agitacié mecanica

»s Production de taxol

mgL-"

mgL-"

/ 24 . Petita escala
(flascons erlenmeyer)
15
Bioreactor d’agitacio
mecanica
5 | | r
24 Days
Medi de produccio
P To ina lll Py
N roduccio de baccatina Addicio de MJ
9
rd
40
20 — Bioreactor
d’agitacio
L N B B X

mecanica ‘
4 8 12 16 20 24 Days
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Production

Immobilitzacio de cultius cel-lulars en perles d’alginat.

Petita escala:
perles d’alginat al 2%

medi de creixement medi de produccio , ——
Flascons en agitacio

Immobilitzaci6 —=p T Produccio de metabolits vegetals valuosos
« Alta concentracio cel-lular

 Millor contacte cel-lula - cel-lula
* Millors condicions per la diferenciacio cel-lular
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Produccio de taxol en cel-lules @ ,,.crsiade parceions
o jmmobilitzades de Taxus baccata en un

bioreactor d’agitacio mecanica

g A

x' ”’-"

Bioreactor d’agitacié mecanica

(mg\L)

Taxol

48

40

32

24

16

,\’" | perles d’alginat al 2%

5 vegades meés gran

0 8 12 16 24 Dies

O Ceél-lules en suspensié
B Cél-lules immobilitzades
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p rOd u CCi é d e taXOI @ Universitat de Barceloné

S::es,,:':‘.;';“ Enfocaments empirics per la ®
Phytochemicals

Presscin medi de
Tproduccié

¢ + jasmonat de metil

50

45

40

35 Taxus baccata
30

25 Taxus media

20

-
N
S
£
S
S
—

15

10

'

medi de
creixement |

Cultiu en dues etapes
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@ Universitat de Barcelona

Enfocament empiric i racional per la produccio de Taxol

?
medi de produccio

® . ,
+ jasmonat de mefil

Modificacio genetica

50

45

40

\

Taxus
baccata

35

\

30

\

Taxus
media

25

20

Control

15

Taxans i Taxol mg/L

|

10

medi de
creixement

Cultiu en dues etapes

\

’
<2

-

\

Gen rol C

Gen ts
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@ Universitat de Barcelona

Produccid biotecnologica de terpens: aplicacions a la industria
farmaceutica i cosmetica

Aplicacions dels cultius d’arrels

Produccio de ginsenosids en cultius
d’arrels transformades de Panax
ginseng
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@ Universitat de Barcelona

Estructures dels glndsenosms
B

20(S)-pr0top5&axadlol 20(S)-pr6t0panaxé1tri’dl

Rb1: glc(~2-1)g glc(6-1)glacH olC. glc(2-1)rha
Rb2: gle(2-1)gl ¢. gle 6-1Mr&i) H.gle(2-1)glc

Re: gle(2-1)gle. glc(6 : Hogle ,,glc Tonics
Rd: gle(2-Igle. gle, Antprato

Anti-estres
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Phytochemicals

Peeion Protocol

Cultiu d’arrels
transformades

precursors
elicitors
p-sitosterol

Optimitzacio del
creixement i la

A.rhizogenes |
c 1y “‘*"“

Obtencio d’arrels Optimitzacio def cultius
transformades en bioreactor
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Phytochemicals

AL transformades
Medi solid

8 |
Morfologia tipica hairy root
(HR-M)
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Confirmacio de la
naturalesa transformada
de cada tipus d’arrel

T-M HR-M A C-M control

Medi solid

B 534 pb (10IC)

PCR - - ol 350 pb (aux)



Group of Plant "
Biotechnology @ frmemparemem
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Estudi del creixement en medi solid (setmana 4)

Pes sec (G) (4 setmanes)

1 | l

Control

Aspecte de les arrels de morfologia
callosa al final del periode de cultiu
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Contingut en ginsenosids ©®
en medi solid

@ Universitat de Barcelona

Tro Trg Total Tro!/ Trg
mg/g PS ginsenosids
Control 0.95 +0.37 2.60 +0.45 3.55 0.36
T-M 0.93 +0.35 2.80 +0.08 0.33
HR-M 0.86 +0.54 1.42 +0.35 2.30 0.60
C-M 0.67 +0.92 1.32+0.79 2.00 0.93
Rizoma 2.78 +0.15 2.09 +0.11 4.87 1.33

0.8
0,20
lo. 18

Q.12

10,04

J.-

10,00

8
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o MEDI LiQUID
Transferencia de les

arrels del medi
solid al liquid

0.5 g d’'inocul

5 linies d’arrels
- control
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Estudi del creixement en medi liquid (6 setmanes)

setmanes




Group of Plant

wo’ Comparacio medis Q-
Phytochericals S 6 I id / I iq u i d @ Universitat de Barcelona

| Produccio de
= Solid med. i
m Liquid med. 199.6% blOmassa

212.7%
(g/L)

Control - - - "w solid mediu1n:136r5°/
Liq' diumn- 2/
31%S o7 7
Produccio de
ginsenosids
(mg/g PS)
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Quitosan

e elicitors Jasmonat de metil
VOSO,

mg ginsendsidos/| de cultivo

Acid mevalonic

. precursors | Farnesol bbb Tt
Esquale

nsendsidos/| de cultive
-

mg g

B-sitosterol

T-M HR-M C-M



Rizoma de P. Ginseng
(4 anys)

Comparacio rizoma / © niversitatde Barcelona
arrels transformades

4.87 mg ginsenosids/g PS

X2

8.07 mg ginsenosids/
g PS

HR-M + 200 uM jasmonat de metil



Escalat a bioreactor =

@ Universitat de Barcelona

Phytochemicals
Production

Cultiu en bioreactor

Seleccio de la linia d'arrel pel cultiu: T136 (HR-M)
+ Cultiu en medi liquid optimitzat
+ Seleccio del disseny de bioreactor
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SeIeCCi() del disseny de @UniversitatdeBarcelona
bioreactor

Phytochemicals

Production

Bioreactor spray
(Hokama, 1990/ Whitney, 1990)

Bioreactor airlift

modificat
(Roig et al., 1998)

'Bioreactor wave
(Singh, 1999)
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Produccio de
biomassa

Airlift Spray reactor Wave reactor

Produccio de
ginsenosids
(mg/g PS)

mg ginsendsidos/ g P.S.

Airlift mod.  Spray reactor Wave reactor

28 dies de cultiu sense canvi de medi
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Bioreactors

Productivitat del cultiu
(mg/l/dia)

Airlift mod. Spray reactor  Wave reactor

28 dies de cultiu sense canvi de medi

bioreactor wave
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B Phytochemicals

Process \ Spray Spray (15) Wave Wave (15)
I ———————————

Inoculum FW (g)  10%0,1 10+0,1 5+ 0,05 5% 0,05

Final FW (g) 43*3,8 46,7 = 4,2 316 *3,2 344+28
Biomass prod. 58,3 63,2 68,9

Produccioé de biomassa
(g PF)

Produccio de
ginsenosids

(mg/g PS)

v
a
(=]
N
172
o
9
72
Q
S
Q
[72]
£
(>)]
[+)]
£

Spray Spray (15) Wave Wave (15)

28 dies de cultiu amb canvi de medi al dia 15
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Productivitat del cultiu (mg/l/dia)

o
2
=

3

o

(V)
L)
S

W

(]
9

0
‘O

<

Q

v
£

(o))

(=)}

£

Spray Spray (15) Wave Wave (15)

28 dies de cultiu amb canvi de medi al dia 15

@ Universitat de Barcelona
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Resultats finals 9@==
@ Universitat de Barcelona

Production

Biotechnology
Phytochemicals
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PF final: 121.18 g

Produccioé de biomassa: 121.20 g/l
Produccio: 37.0 mg gin./I de cultiu
Productivitat: 0.7 mg/l/dia

PF final: 142.45 g

bioreactor spray Produccié de biomassa: 284.91 g/l

Produccio: 142.1 mg gin./I de cultiu ) et
Productivitat: 2.6 mg/l/dia Y,

bioreactor wave

Productivitat: 1.9 mg/l/dia

56 dies de cultiu amb canvi de medi cada 15 dies
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