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Resumen

Este estudio demostrd la produccidn exitosa de un pigmento azul mediante el cultivo de células
habituadas de Lavandula angustifolia Mill. en medio liquido, sin necesidad de reguladores de
crecimiento exdgenos. Las células, derivadas de callos habituados, excretaron el pigmento
directamente al medio de cultivo, lo que permitié su recuperacion mediante una simple filtracion.

Por otro lado, la inmovilizacion celular en matrices de alginato de calcio y espuma de poliuretano,
si bien mantuvo una alta viabilidad celular (>80%), no permitié la sintesis del pigmento azul. Esta
ausencia de produccidn se atribuye a la falta del inductor L-cisteina, la quelacién de iones Fe?*
por el alginato y condiciones de iluminacién subdptimas.

El pigmento purificado presenté un maximo de absorcion a 660 nm, lo que sugiere una naturaleza
fendlica compleja, posiblemente derivada de dimeros de acido cafeico o de dcido rosmarinico. La
evaluaciéon de la actividad antioxidante reveléd que, mientras el extracto crudo mostré una
inhibicion moderada (25.3%) frente al radical DPPHe, la "Fraccion Azul" purificada por
cromatografia en columna exhibié una actividad excepcional: 88.96% de inhibicién del radical
ABTS*e, equivalente a 24.41 mmol/L de Trolox (TEAC).

Este hallazgo destaca que el pigmento azul obtenido no solo es un colorante natural, sino también
un potente antioxidante bioactivo, con un alto potencial para su aplicacién como ingrediente
funcional y sostenible en las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica.

Palabras clave: Pigmento azul, Lavandula angustifolia, cultivos celulares habituados,
inmovilizacion celular, actividad antioxidante.



Abstract

This study demonstrated the successful production of a blue pigment through the cultivation of
habituated Lavandula angustifolia Mill. cells in liquid medium without the need for exogenous
growth regulators. Cells derived from habituated calli secreted the pigment directly into the
culture medium, enabling its recovery by simple filtration.

On the other hand, cell immobilization in calcium alginate beads and polyurethane foam
matrices, although maintaining high cell viability (>80%), did not support blue pigment synthesis.
This lack of production was attributed to the absence of the inducer L-cysteine, chelation of Fe?*
ions by alginate, and suboptimal lighting conditions.

The purified pigment exhibited an absorption maximum at 660 nm, suggesting a complex
phenolic nature, possibly derived from caffeic acid or rosmarinic acid dimers. Antioxidant activity
assessment revealed that while the crude extract showed moderate inhibition (25.3%) against
the DPPHe radical, the purified "Blue Fraction," obtained by column chromatography, displayed
exceptional activity: 88.96% inhibition of the ABTS*e radical, equivalent to 24.41 mmol/L Trolox
(TEAC).

This finding highlights that the obtained blue pigment is not only a natural colorant but also a
potent bioactive antioxidant, with high potential for application as a functional and sustainable
ingredient in the food, cosmetic, and pharmaceutical industries.

Keywords: Blue pigment, Lavandula angustifolia, habituated cell cultures, cell immobilization,
antioxidant activity.
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Hipotesis
El cultivo en suspensidon de células vegetales habituadas e inmovilizadas de Lavandula

angustifolia Mill. en medio liquido permitird la produccién y excrecién continua de un pigmento
azul al medio de cultivo.

Justificacion
La creciente demanda global de colorantes naturales y sostenibles, impulsada por los efectos
adversos asociados a los pigmentos sintéticos en la salud y el medio ambiente, posiciona a los

compuestos de origen vegetal como una alternativa segura, biodegradable y socialmente
aceptada para las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica.

No obstante, los pigmentos naturales de tonalidad azul son particularmente escasos y de dificil
obtencién en cantidades viables mediante los métodos de extraccién convencionales a partir de
plantas enteras. La biotecnologia vegetal emerge como una solucién innovadora ante este
desafio, al permitir la produccién controlada y continua de metabolitos secundarios mediante
cultivos de célulasin vitro, independizdndose de factores climaticos, estacionales y de la
sobreexplotacion de recursos naturales.

Dentro de este enfoque biotecnoldgico, la técnica de inmovilizacion celular en matrices como el
alginato de calcio y la espuma de poliuretano mejora la estabilidad del sistema, posibilita la
reutilizaciéon de la biomasa y facilita la liberacion de metabolitos al medio extracelular,
optimizando asi su recuperacion.

Lavandula angustifolia Mill., una especie reconocida por su riqueza en compuestos fendlicos y
terpénicos con actividad antioxidante, constituye un sistema modelo prometedor. Sin embargo,
la produccién de un pigmento azul estable a partir de sus cultivos celulares no ha sido
ampliamente reportada. Este trabajo explora de manera pionera esta posibilidad, empleando
células habituadas e inmovilizadas para aprovechar la adaptacién metabdlica de las células a las
condiciones de estrés del cultivo in vitro como estrategia para inducir la biosintesis del compuesto
de interés.

La confirmacion de una actividad antioxidante significativa mediante los ensayos con los radicales
DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y ABTS*e (acido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)) no solo validara el potencial funcional del pigmento azul obtenido, sino que reforzara
su viabilidad como un ingrediente bioactivo y sostenible para diversas aplicaciones industriales.



Objetivos

Objetivo General

Producir un pigmento azul con actividad antioxidante mediante células habituadas e

inmovilizadas de Lavandula angustifolia Mill.

Objetivos especificos

Establecer y mantener un cultivo habituado in vitro en suspensién de Lavandula
angustifolia Mill.

Evaluar la produccién de pigmento azul en un cultivo habituado in vitro en suspensién de
L. angustifolia Mill.

Inmovilizar las células habituadas en matrices de alginato de calcio y espuma de
poliuretano, evaluando la viabilidad celular.

Extraer el pigmento azul obtenido de los cultivos in vitro en suspension.

Cuantificar la actividad antioxidante del pigmento mediante los ensayos de los radicales
DPPHe Y ABTS"e.



Marco Teodrico

1.- Lavanda angustifolia Mill

Lavandula angustifolia Mill., conocida cominmente como lavanda verdadera, lavanda fina o
lavanda inglesa —y también referida en la literatura como Lavandula vera Moench. o Lavandula
officinalis Chaix—, es un arbusto aromatico y perenne originario del sur de la regién
mediterranea. Su belleza y su caracteristico color la han convertido en un icono botéanico (Figura
1) (Sierra Diego, 2022; Plantas medicinales, s.f.).

Figure 1 Lavandula angustifolia en floracion. Fuente: Badapedia (2020).

Desde el punto de vista taxondmico, pertenece a la familia Lamiaceae, un grupo de plantas
aromaticas que incluye también al tomillo (Thymus vulgaris), romero (Rosmarinus officinalis) y
menta (Mentha spp.). Su clasificacion sistematica se presenta en la Tabla 1.

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Subdivisién Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Superorden Asteranae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Lavandula
Especie Lavanda angustifolia Mill.

Tabla 1 Clasificacién taxondmica de Lavandula angustifolia Mill.



Esta especie alcanza una altura promedio de 50 cm, aunque puede extenderse hasta 1-2 m bajo
condiciones éptimas de cultivo (Sierra Diego, 2022; Espina de Castro, 2018). Presenta tallos
lefiosos y altamente ramificados, con follaje perenne compuesto por hojas estrechas, lineales y
cubiertas por una fina pilosidad que le confiere un tacto aterciopelado y un color grisaceo (Sierra
Diego, 2022). Sus flores son pequeiias, agrupadas en espigas terminales, y exhiben un tono azul
grisaceo caracteristico. Las glandulas secretoras de aceite esencial se localizan en tricomas
glandulares distribuidos en tallos, hojas y flores (Sierra Diego, 2022).

El nombre del género Lavandula deriva del latin “lavare”, que significa “lavar”, en alusion al uso
tradicional de sus flores para perfumar el agua de los bafios en la antigua Roma (Plantas
medicinales, s.f.). El epiteto especifico angustifolia hace referencia a sus hojas estrechas, mientras
gue el sinénimo officinalis indica su reconocido uso medicinal.

1.1 Distribucion y habitat

Lavandula angustifolia es nativa del drea mediterrdnea occidental, con presencia en el norte de
Espafia, los Pirineos, el sur de Francia y otras zonas montaiosas del Mediterraneo (Sierra Diego,
2022). Prefiere climas templados y soleados, con inviernos humedos y veranos secos, y crece
6ptimamente en suelos bien drenados, ligeramente calcdreos y arenosos. Un ejemplo
emblematico de su cultivo exitoso bajo estas condiciones es la regién sur de Francia, donde se
observan extensos campos de lavanda en floraciéon (Figura 2) (Gonzdlez Puerta & Villegas
Rodriguez, 2018).

Figure 2 Campo de lavanda (Lavandula angustifolia) en plena floracién en el sur de Francia. Fuente: Giuseppe Mazza / Mdnaco
Nature Encyclopedia.

La especie se desarrolla de manera éptima a altitudes comprendidas entre 600 y 1400 m, donde
se obtiene un aceite esencial de mayor calidad, caracterizado por un alto contenido de ésteres,
principalmente acetato de linalilo (Gonzdlez Puerta & Villegas Rodriguez, 2018; Espina de Castro,
2018).



Actualmente, L. angustifolia se cultiva en diversas regiones del mundo. Francia y Bulgaria son los
principales productores, aunque también destacan Espafia, Turquia, Italia y Marruecos por su
produccidn significativa (Sierra Diego, 2022). El género Lavandula comprende aproximadamente
39 especies, entre las que sobresalenl. stoechas,L. latifoliay el hibridoLl. x
intermedia (lavandin). No obstante, L. angustifolia es la especie mas valorada por la calidad de su
aceite esencial, caracterizado por un equilibrio éptimo entre linalool y acetato de linalilo (Sierra
Diego, 2022; Espina de Castro, 2018).

1.2 Usos Tradicionales y Modernos

Histdricamente, Lavandula angustifolia ha sido utilizada por sus propiedades terapéuticas y
aromaticas. En la antigliedad, sus flores se empleaban para perfumar armarios, repeler insectos
y aromatizar bafios, gracias a su aroma fresco y duradero (Plantas medicinales, s.f.). En la medicina
tradicional, se utilizaba para tratar:

e Ansiedad, estrés e insomnio.

e Dolores de cabeza y neuralgias.

e Trastornos digestivos, como cdlicos y meteorismo.

e Infecciones, debido a sus propiedades antisépticas y antimicrobianas.

En la actualidad, su uso se ha expandido a multiples industrias:

e Aromaterapia: para reducir sintomas de ansiedad, depresidn y estrés (Sierra Diego, 2022).

e Cosmética y perfumeria: el aceite esencial es un ingrediente clave en cremas, jabones,
perfumes y desodorantes (Sierra Diego, 2022).

e Industria alimentaria: como aromatizante natural y agente conservante.

e Industria farmacéutica: por sus efectos antiinflamatorios, antioxidantes y antimicrobianos
(Sierra Diego, 2022).

Ademas, su uso estd respaldado por organismos internacionales como la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) y la Farmacopea ESCOP, que reconocen su eficacia en el tratamiento de
trastornos del suefio, nerviosismo y problemas digestivos (Plantas medicinales, s.f.).

1.3 Composicion Fitoquimica

El aceite esencial y los extractos de Lavandula angustifolia contienen una amplia diversidad de
metabolitos secundarios responsables de sus propiedades bioldgicas. Entre los mas destacados
se encuentran:

e Terpenos: Los compuestos volatiles mas abundantes son el linalool (26—-49 %) y el acetato
de linalilo (17,6-53 %). Estos monoterpenos oxigenados son responsables del aroma



caracteristico de la lavanda y poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
sedantes y antimicrobianas (Sierra Diego, 2022; Denner, 2009).

Compuestos fendlicos: Ademas de los terpenos, la planta sintetiza compuestos fenélicos
con actividad bioldgica:

o Flavonoides: como flavonas, flavonoles, flavanonas y antocianinas.
Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles que confieren el color azul grisaceo
a las flores y, ademas de su funcidon cromatica, presentan actividad antioxidante
(Sierra Diego, 2022).

o Acidos fenélicos: incluyen derivados hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, como
el acido cafeico y el 4cido rosmarinico.

o Cumarinas: presentes principalmente en tallos y hojas (Sierra Diego, 2022).

1.4 Propiedades bioldgicas

Los fitoquimicos presentes en L. angustifolia han demostrado multiples actividades bioldgicas,

entre las que destacan:

Actividad antioxidante, evaluada mediante los ensayos DPPHe y ABTS*e (Espina de Castro,
2018; Sierra Diego, 2022).

Propiedades antiinflamatorias, demostradas mediante la inhibicién del edema inducido
por carragenina (Sierra Diego, 2022).

Actividad antimicrobiana y antifungica (Sierra Diego, 2022).

Efectos neuroprotectores y ansioliticos, respaldados por estudios preclinicos y clinicos
(Sierra Diego, 2022; Plantas medicinales, s.f.).



2.- Cultivo in vitro de tejidos vegetales

El cultivo in vitro de tejidos vegetales consiste en el crecimiento y desarrollo de células, tejidos u
6rganos de una planta bajo condiciones controladas, en recipientes estériles y en presencia de un
medio de cultivo adecuado (Figura 3). Este medio proporciona los nutrientes esenciales,
vitaminas, sales minerales y reguladores del crecimiento necesarios para la supervivencia,
proliferacion y diferenciacién del explante. Uno de los requisitos fundamentales de esta técnica
es que los tejidos o explantes iniciales estén libres de contaminacidn microbiana, ya que cualquier
presencia de microorganismos puede comprometer el éxito del cultivo (Denner, 2009; Murashige,
1973).

Figure 3 Cultivo in vitro de tejidos vegetales. Fuente: Shutterstock

El éxito del cultivo depende de una serie de variables criticas, entre las que destacan: la
composicion del medio de cultivo, la temperatura (generalmente entre 22 y 25 °C), el régimen de
iluminacién (fotoperiodo e intensidad luminica), la humedad relativa y la concentracién y tipo de
reguladores de crecimiento (como auxinas y citoquininas). Estas condiciones influyen
directamente en la respuesta morfogénica y fisioldgica de los tejidos cultivados, determinando
procesos como la callogénesis, la organogénesis o la embriogénesis somatica (Denner, 2009;
Murashige & Skoog, 1962).

Esta técnica se fundamenta en el principio de la totipotencia celular, postulado por Schleiden y
Schwann en 1838, el cual establece que cada célula vegetal posee el potencial genético completo
para desarrollarse en un organismo completo bajo estimulos adecuados (Denner, 2009).

El cultivo in vitro es una estrategia biotecnoldgica con multiples aplicaciones, entre las que
destacan: la multiplicacion masiva de plantas de interés comercial, el mejoramiento genético, la
conservacion in vitro de germoplasma valioso y el estudio de procesos fisioldgicos, metabdlicos y
moleculares en condiciones controladas (Arias et al., s.f.).



2.1 Micropropagacion

La micropropagacion es la técnica mas ampliamente utilizada dentro del cultivo in vitro. Consiste
en la multiplicacion masiva y rdpida de plantas a partir de pequefios explantes —como apices
caulinares, yemas axilares o segmentos nodales— bajo condiciones asépticas y controladas
(George et al., 2008). Esta técnica permite obtener un gran nimero de plantas en un periodo
relativamente corto, garantizando la uniformidad fenotipica y la identidad genética (clones
somaticos) del genotipo original (Murashige, 1973).

Una de las ventajas mas significativas es la obtencién de plantas libres de patdgenos,
especialmente virus, hongos y bacterias. Esto se logra mediante el uso de explantes derivados de
meristemos, que naturalmente presentan baja carga microbiana, combinado con tratamientos
desinfectantes rigurosos y condiciones estériles durante todo el proceso (Denner, 2009).

2.2 Cultivo de Células Vegetales

Los cultivos celulares vegetales son sistemas con un gran potencial comercial y cientifico para la
produccidon a gran escala de metabolitos secundarios (alcaloides, flavonoides, terpenoides),
muchos de los cuales se encuentran en bajas concentraciones en la planta silvestre (Arias et al.,
s.f.; Moscatiello et al.,, 2013). Estos sistemas se basan en el crecimiento de células no
diferenciadas. Se dividen en dos tipos principales (Denner, 2009; Universidad de Medellin, 2018):

e Cultivos de callo: Células que proliferan en una masa compacta sobre un medio sdlido.
Permiten el mantenimiento estable a largo plazo.

e Cultivos en suspension celular: Células o agregados celulares dispersos en medio liquido
con agitacidn constante.

El establecimiento del cultivo requiere la transferencia periddica de explantes a medios que
promuevan la desorganizacién celular (callogénesis) y la proliferaciéon de células indiferenciadas
(George et al., 2008).

2.3 Cultivo en Suspension

El cultivo en suspensidon celular ha demostrado ser una alternativa viable y rentable para la
produccion de metabolitos secundarios, ofreciendo mayor confiabilidad que la recoleccion
silvestre, cuya disponibilidad es afectada por factores estacionales y ambientales (Arias et al., s.f.).
En este sistema, la agitacidon constante asegura una aireacidon adecuada y una distribucién
uniforme de nutrientes y oxigeno, favoreciendo el crecimiento celular (Meins, 1989).

Aunque las suspensiones celulares finas son mas fragiles, presentan una alta capacidad
proliferativa. Permiten alcanzar mayores tasas de crecimiento y concentraciones celulares en



comparacién con los cultivos de drganos (raices o brotes), lo que los hace ideales para la
produccidn industrial y el escalamiento en biorreactores.

2.4 Células Vegetales Habituadas

La habituacién es el fendmeno por el cual las lineas celulares in vitro adquieren la capacidad de
proliferar en ausencia de reguladores de crecimiento exdégenos (auxinas o citoquininas), un
estado denominado autotrofia hormonal (Wu et al., 2021). Este proceso sugiere una produccién
enddgena de las hormonas requeridas para la division celular y estd relacionado con cambios en
el estado fisioldgico y metabdlico (Meins, 1989).

Aunque los mecanismos subyacentes son complejos y han mostrado resultados inconsistentes
entre estudios (Geier et al., 2011), la habituacidn es una estrategia biotecnoldgica prometedora.
Las células habituadas suelen exhibir mayor estabilidad fisiolégica, tolerancia al estrés y una
biosintesis mas eficiente de compuestos bioactivos, lo que las convierte en un sistema idéneo
para la produccidon sostenible de pigmentos y antioxidantes (Wu et al., 2021).

2.5 Viabilidad Celular

La viabilidad celular es un pardmetro fundamental para evaluar la salud de las células y la
funcionalidad del sistema de produccién (Dixon, 2012). Una célula viable mantiene la integridad
de su membrana plasmatica y la actividad metabdlica.

Uno de los métodos mas precisos es la combinacion de colorantes de Diacetato de Fluoresceina
(FDA) y Fenosafranina (Widholm, 1972). El método se basa en lo siguiente:

e FDA:Es hidrolizado por esterasas intracelulares (solo presentes en células
metabdlicamente activas) liberando fluoresceina. Este compuesto polar queda atrapado,
emitiendo una fluorescencia verde brillante bajo luz UV/azul, indicando viabilidad (Li et
al., 2020).

e Fenosafranina: Es un colorante que tifie de rojo las células con la membrana dafada (no
viables), actuando como contraste.

Este ensayo exige un manejo cuidadoso y preparacion in situ de la solucidon de FDA debido a su
inestabilidad (Li et al., 2020).



3.- Inmovilizacion de células vegetales

Las técnicas de inmovilizacion celular, definidas como la restricciéon del movimiento de células
vivas mediante medios fisicos o artificiales que impiden su libre desplazamiento en el medio
liquido (Su, 1999; Lindsey & Yeoman, 1985), han encontrado una amplia aplicacidn en sistemas
vegetales. Sus usos abarcan desde la producciéon de metabolitos secundarios hasta la generacion
de semillas sintéticas.

El método mds comun y eficaz es el atrapamiento o encapsulaciéon de las células dentro de una
matriz polimérica tridimensional, como geles o soportes sélidos (Su, 1999). Esta técnica permite
mantener la viabilidad celular y sus funciones metabdlicas mientras restringe su movilidad.

3.1. Ventajas de la Inmovilizacion Celular

La implementacién de sistemas de inmovilizacién conlleva multiples ventajas operativas vy
fisiolégicas:

e Reutilizacién y Estabilidad: Las células inmovilizadas pueden emplearse en procesos de
flujo continuo a largo plazo, garantizando una eficiente retencion de biomasa
(Ramachandra Rao & Ravishankar, 2002).

e Control Proliferativo: El confinamiento fisico limita la divisiéon celular, una condicién
deseable dado que la biosintesis de metabolitos secundarios a menudo se desacopla del
crecimiento celular y se favorece bajo condiciones de estrés o restriccién proliferativa (Su,
1999).

e Reduccion de Problemas Operacionales: Disminuye inconvenientes comunes en los
cultivos en suspensién, como la agregacién celular, la flotacién y el crecimiento adherido
a las paredes del biorreactor (Ramachandra Rao & Ravishankar, 2002).

3.2. Requisitos para una Inmovilizacion Efectiva

Para que la inmovilizacién sea efectiva en la produccién de metabolitos, se requiere que (Payne
etal., 1991):

a) El producto no esté estrictamente ligado al crecimiento celular.

b) El crecimiento celular se controle para evitar la ruptura de la matriz.

c) Las células mantengan una viabilidad prolongada y su capacidad biosintética.

d) El producto se libere eficientemente al medio de cultivo para facilitar su recuperacion.



3.3. Matrices de Inmovilizacion

La selecciéon de la matriz es crucial para el éxito del proceso. Entre las mds utilizadas se
encuentran:

Alginato de Calcio: Es la matriz mas empleada debido a su facilidad de manejo,
biocompatibilidad, baja toxicidad y capacidad para formar geles suaves por gelificacion
idnica en presencia de iones Ca?* (Ramachandra Rao & Ravishankar, 2002). El proceso se
basa en la gelificacidon idnica del alginato —un polisacarido extraido de algas pardas—, lo
gue permite encapsular células en esferas semipermeables bajo condiciones suaves.

Espuma de Poliuretano: Se ha explorado como un soporte alternativo, poroso y
biocompatible, que permite una buena aireacion, retencidon de biomasa y liberacién de
metabolitos, siendo Util en biorreactores de lecho fijo o de flujo continuo (Lindsey et al.,
1983; Su, 1999).

Otros Polimeros: También se han utilizado agar, agarosa, gelatina, carragenina vy
poliacrilamida, aunque con menor frecuencia debido a limitaciones como alta toxicidad,
rigidez excesiva o inestabilidad mecanica.



4 - Pigmentos Naturales

El color es un atributo fundamental en la naturaleza y un elemento de gran impacto en la estética,
cultura y tecnologia humanas. Técnicamente, los colorantes se clasifican en pigmentos, que son
sustancias de baja solubilidad que se dispersan en el medio, y tintes, que son solubles y se fijan
al sustrato mediante enlaces fisicos o quimicos (Mollet & Grubenmann, 2001).

A pesar del dominio histérico de los pigmentos sintéticos por su bajo costo y alta estabilidad, la
tendencia global hacia productos sostenibles, biodegradables y no toxicos ha reactivado el interés
por los pigmentos naturales (Bechtold & Mussak, 2009). Estos compuestos, derivados de plantas,
microorganismos o insectos, no solo aportan color, sino también propiedades bioactivas como
actividad antioxidante, antiinflamatoria y fotoprotectora. Esta funcionalidad dual los convierte en
candidatos ideales para alimentos funcionales, cosméticos naturales y productos farmacéuticos.

4.1. Produccién de Pigmentos Naturales en Sistemas de Cultivo Celular Vegetal

La biotecnologia vegetal ofrece una solucion sostenible y avanzada a los desafios de la extraccidn
tradicional, como la dependencia climatica, la variabilidad y las bajas concentraciones. La
produccién de pigmentos mediante cultivos celulares in vitro permite:

e Control y Estandarizacién: Un control preciso sobre las condiciones de crecimiento
(medio, pH, luz), garantizando una calidad de producto consistente (Deroles, 2006).

e Sostenibilidad y Escalabilidad: La produccidn es independiente de factores geograficos y
estacionales. Ademas, el sistema es escalable mediante biorreactores, lo que reduce la
presidn sobre los recursos naturales (Marchev & Georgiev, 2020; Vrancheva et al., 2021).

Un ejemplo emblemdtico de éxito industrial es la produccién de shikonina a partir
de Lithospermum erythrorhizon (Fujita, 1985).

4.2. Pigmento Azul Producido por Células Vegetales de Cultivos de Lavanda

El pigmento azul generado por células de Lavandula spp. es de particular interés debido a su
rareza quimica y potencial industrial. Su biosintesis se ha logrado principalmente en cultivos de
callo, donde puede ser incrementada mediante |la optimizacion del medio, la adicién de elicitores
y condiciones de estrés fisiolégico (Banthorpe, Bilyard, & Watson, 1985).

Un hallazgo crucial es que el color azul no es intrinseco de una molécula, sino el resultado de la
quelacién de precursores fendlicos incoloros o de color diferente con iones férricos (Fe?* o Fe3*),
como se ilustra esquematicamente en la Figura 4-A (Banthorpe et al., 1985; Arnaldos et al., 2006).



Factores como la luz, la concentracién de sacarosa, la disponibilidad de aminoacidos y la
presencia de reguladores de crecimiento especificos (como la combinacién de cinetina y 2,4-D)
influyen drasticamente en la acumulacion de estos precursores y, por ende, en la formacion del
pigmento final (Tsuro & Inoue, 1996).

La produccién es a menudo transitoria y fuertemente dependiente de la sefializacion hormonal.
Tsuro & Inoue (1996) demostraron que al eliminar los reguladores de crecimiento en subcultivos
sucesivos, la produccion disminuye progresivamente hasta desaparecer, lo que indica un
fendmeno inducido y no una mutacidn estable. Esta naturaleza efimera subraya la necesidad de
desarrollar estrategias de estabilizacién, como la habituacién o la inmovilizacién, para mantener
la productividad a largo plazo.

4.3. Encapsulacion de Células de Lavanda para la Produccién de Pigmentos

La inmovilizacién de células de lavanda se ha estudiado con diversos materiales como una
estrategia para mejorar la estabilidad y productividad del pigmento azul. Nakajima (1986) utilizo
una resina fotosensible (PVA-SbQ) para inmovilizar células de L. vera, observando que, aunque se
produjo el pigmento azul, una fraccién quedod retenida en la matriz. En contraste, los geles de
alginato de calcio han demostrado una difusién mas eficiente del producto (Nakajima et al.,
1987).

Las condiciones de cultivo modulan drasticamente el color del pigmento. Estudios con alginato
han revelado que en oscuridad predominan compuestos marrones, identificados posteriormente
como derivados de naftopirano, mientras que la luz combinada con Fe3* induce la conversion de
este precursor a la forma azul estable (Nakajima et al., 1990; Arnaldos et al.,, 2006). La
optimizaciéon del medio, especificamente las concentraciones de fosfato e iones de hierro,
impacta directamente en la productividad final (Trejo-Tapia et al., 2003).

La investigacién sobre la produccidén de este pigmento en sistemas in vitro es extensa, como
sintetiza la Tabla 2. Los hallazgos clave, extraidos de la tabla, incluyen:

¢ La L-cisteina es un inductor recurrente y crucial para la biosintesis del pigmento.

e Elion ferroso (Fe?*) es un componente esencial para la formacion del complejo azul,
actuando como centro de quelacion.

¢ Las condiciones de iluminacién son determinantes, regulando la conversién del precursor
a la forma azul final.

e Lalimitacién de nitrégeno y el tipo de fuente de carbono (p. ej., glucosa) pueden influir
significativamente en el rendimiento.



Tabla 2 Cuadro comparativo: Produccidn de pigmento azul en cultivos in vitro de Lavandula spp

) ) Precursor / L
Autor ) Tipo de Color del A max Inductores / Localizacio
N , Especie . . Compuesto .
(Afio, Pais) cultivo pigmento (nm) ) . Condiciones n
identificado
Watanabe Células en o
.. No L-Cisteina (1 Secretado al
(1985, L. vera suspension Azul 460 ] ]
] o caracterizado mM), luz medio
Japén) liquida
. , . Secretado al
Amarillo Esteres Fe?* (induce )
Banthorp L medio
L. ) (precursor) endlicos del color azul),
e (1985, o Cultivo de . i ] (precursor
. angustifoli , Azul - acido cafeico oscuridad .
Reino callos ) amarillo -
. a (complejo ((z,E)- vy (E,E)- (+), sacarosa, )
Unido) o ] complejo
con Fe?*) isdbmeros) asparagina
azul)
. , o Liberacién al
Nakajima Células L-Cisteina .
) - No medio
(1986, L. vera inmovilizada Azul 640 ] (0.2-0.3 )
] caracterizado dependiente
Japon) s (PVA-SbQ) mM), luz
del gel
Nakajima Azul (luz), 600— Compuesto Luz (induce Secretado al
(1990, L. vera Células Marrén 700 (pH nafto[2,3- azul), Fe?* medio (ambos
s Z .
Japén) inmovilizada (oscuridad) 5.6) b]pirano (conversién colores)




Precursor /

Autor . Tipo de Color del A max Inductores / Localizacié
~ ) Especie . . Compuesto o
(Ao, Pais) cultivo pigmento (nm) ) o Condiciones n
identificado
s (alginato / (precursor marréon -
PVA-SbQ) marron) azul),
oscuridad
(mantiene
color
marron)
. Cultivo de FeSO,
Lopez- .
callos . (esencial
Arnaldos L. x ) Acido Secretado al
. ) (derivados Azul 572 . para color .
(1995, intermedia rosmarinico medio
. de flory azul),
Espafia) ] ]
hoja) oscuridad
PO43_ (+)I
Fe2+
. No .
Trejo- Azul (con ) (esencial),
] L. . caracterizado ]
Tapia . Células en Fe?*), bajo NOs, Secretado al
spica (= L. .. . 600 (forma .
(2003, o suspension Amarillo o sacarosa (30 medio
. latifolia) ] amarilla sin
México) (sin Fe?*) Fe?*) g/L), L-
e
cisteina (0.5

mM)




Precursor
Autor . Tipo de Color del A max / Inductores / Localizacié
~ ) Especie . . Compuesto o
(Ao, Pais) cultivo pigmento (nm) ) o Condiciones n
identificado
Compuestos
. Hormonas
) amarillos o
Oommen Cultivo de . (IAA/kinetin
L. 590 (pH putativos o
(2009, o callosy ) a 6ptimas), Intracelulary
angustifoli . Azul alcalino (probable 5
Nueva suspension . Fe?* extracelular
a ) derivado de ]
Zelanda) celular ] (presencia
naftopiranona o
) implicita)

Nota: Adaptado de multiples fuentes. La tabla consolida los hallazgos mas relevantes sobre la produccién del pigmento azul en
diferentes sistemas de cultivo de Lavandula.

En conjunto, la Tabla 2 evidencia que la encapsulacién no solo protege y estabiliza las células productoras, sino que, combinada con el
control preciso de factores abidticos (luz, composiciéon del medio, iones metélicos), permite modular la producciéon y el perfil de
pigmentos obtenidos. Esto convierte a los sistemas de células inmovilizadas en una herramienta prometedora para la produccion in
vitro de colorantes naturales con aplicaciones sostenibles y de alto valor afiadido.




4.4, Estructuras Moleculares del Pigmento Azul de Lavanda

La naturaleza quimica del pigmento azul es compleja y parece ser especie-dependiente. La
evidencia sugiere que diferentes precursores fendlicos biosintetizados por las células de lavanda
pueden generar el mismo tipo de pigmento azul mediante el mecanismo comun de quelacién con
hierro.

Los estudios pioneros de Banthorpe et al. (1985) identificaron en L. angustifolia que los
precursores son los (Z,E)- y (E,E)-ésteres endlicos del acido cafeico, compuestos amarillos que
forman un complejo intensamente azul al quelarse con Fe?*.

Posteriormente, trabajos con L. vera revelaron una ruta alternativa. Sonomoto et al. (1990)
aislaron de células inmovilizadas un precursor marréon identificado como un derivado de
nafto[2,3-b]pirano, cuya estructura se representa en la Figura 4-B. Este compuesto, que se
acumula en oscuridad, sufre una conversién fotoquimica mediada por Fe3* para transformarse en
la forma azul, lo que subraya la influencia del entorno en la coloracién final.

Ademas, en L. x intermedia, Lépez-Arnaldos et al. (1995) confirmaron que el acido rosmarinico —
un éster del acido cafeico y el acido dihidroxifenil lactico— también forma un complejo 1:1 con
Fe?*, produciendo un pigmento azul con un maximo de absorcion a 572 nm.

En conjunto, estas investigaciones pintan un panorama en el que la lavanda posee la capacidad
de producir distintos metabolitos fendlicos que, al interaccionar con iones de hierro en el medio
de cultivo, convergen en la formacién del caracteristico y valioso pigmento azul.
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Figure 4 Estructuras propuestas de los precursores fendlicos del pigmento azul en Lavandula spp. (A) Ester endlico del 4cido
cafeico [(Z,E)-isdbmero] seglin Banthorpe et al. (1985).



5.- Técnicas de separacion del pigmento.

5.1. Cromatografia

La cromatografia comprende un conjunto de técnicas fundamentales para la separacion,
identificacion y cuantificacién de compuestos en mezclas complejas, como los extractos de
pigmentos naturales. Su principio se basa en la distribucidn diferencial de los componentes entre
una fase estacionaria y una fase movil (Santos, 2015).

5.1.1. Cromatografia en Capa Fina (TLC)

La Cromatografia en Capa Fina (TLC) es una técnica analitica rapida, versatil y de bajo costo,
ampliamente utilizada para la separacién, identificacién y evaluacion de la pureza de pigmentos
en extractos complejos (Quiroga, s.f.). Su principio de separacidn se basa principalmente en la
adsorcion.

La fase estacionaria consiste en una capa delgada de un adsorbente (como gel de silice 60) sobre
un soporte inerte, mientras que la fase movil es un disolvente o mezcla organica que asciende
por capilaridad. Los compuestos se separan segun su polaridad: los mds polares interactian
fuertemente con la fase estacionaria y migran menos, mientras que los apolares avanzan mas
rdpidamente con la fase moévil (Flores, 2017).

Los parametros clave para la interpretacion son el Rf (Relacién de frente)y el Rx (Relacion
respecto a un estandar), que permiten comparar y identificar compuestos bajo condiciones
controladas (Quiroga, s.f.). La reproducibilidad de estos valores depende criticamente de factores
como la saturacidn de la cdmara, la pureza de los disolventes y la cantidad de muestra aplicada.

El TLC preparativo, que utiliza capas mas gruesas de adsorbente, permite el aislamiento de
pequeiias cantidades de compuestos puros para su posterior caracterizacién (Harborne, 1998;
Flores, 2017).

5.1.2. Cromatografia en Columna

La cromatografia en columna es una técnica de purificacidén preparativa esencial. Se realiza en un
tubo de vidrio relleno con la fase estacionaria, donde la muestra se adsorbe en la parte superior
y es eluida progresivamente con disolventes de polaridad creciente (Flores, 2017).

Los compuestos menos polares se eluyen primero, mientras que los mds polares requieren
disolventes mas fuertes. En el caso de pigmentos, la formacion de bandas coloreadas visibles
facilita el monitoreo del proceso. Las fracciones recolectadas se analizan mediante TLC para
verificar su pureza. Esta técnica fue fundamental en el presente trabajo para aislar el pigmento
azul y obtener fracciones puras para su caracterizaciéon (Harborne, 1998; Flores, 2017).



5.1.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

La Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) es una técnica analitica avanzada que utiliza
columnas empacadas con particulas muy finas (<10 um) y sistemas de bombeo de alta presion,
lo que proporciona una separacién de alta resolucion, rapidez y reproducibilidad, superando
ampliamente a la cromatografia en columna convencional (Skoog et al., 2017).

A diferencia de las técnicas gravitacionales, la HPLC permite un control preciso de los pardmetros
de separacion, como la composicién de la fase mévil (isocratica o en gradiente), el flujo y la
temperatura de la columna (Sanchez & Fernandez, 2020). Esto la convierte en una herramienta
fundamental para el andlisis cuali y cuantitativo de mezclas complejas, como los extractos
vegetales.

La eleccion de la fase estacionaria es crucial. Para la separacién de metabolitos secundarios como
los pigmentos, las columnas de fase reversa (C18) son las mas utilizadas, donde la separacién se
basa en la hidrofobicidad de los analitos (Skoog et al., 2017). La deteccidn se realiza comUnmente
con detectores de arreglo de diodos (DAD), que permiten obtener espectros de absorcién en linea
para una identificacion preliminar, o acoplada a espectrometros de masas (HPLC-MS) para una
caracterizacidn estructural inequivoca (Miller, 2019).

Por su precisidn y sensibilidad, la HPLC es la técnica de referencia para la cuantificaciéon de
compuestos especificos en una matriz compleja y para evaluar la pureza de fracciones aisladas
(Sanchez & Fernandez, 2020).

5.2. Espectrofotometria UV-Visible

La espectrofotometria Ultravioleta-Visible (UV-Vis) es un método analitico sensible y no
destructivo para la identificacién cualitativa y cuantificacién de compuestos que absorben
radiacién entre 190 y 800 nm (Botello Pozos, s.f.).

El color que percibimos de una sustancia es el complementario de la longitud de onda que
absorbe. Un compuesto que absorbe en la regién del azul (440-470 nm) se vera anaranjado,
relacién que se resume en la Tabla 3.



Longitud de onda

Color absorbido

Color complementario

400-420

Violeta

Amarillo-verde

420-240 Azul-violeta Amairillo
440-470 Azul Anaranjado
470-500 Verde-azul Rojo
500-520 Verde Purpura
520-550 Amarillo-verde Violeta
550-580 Amarillo Azul-violeta
580-620 Anaranjado Azul
620-680 Rojo Verde-azul
680-800 Purpura Verde

Tabla 3 Relacion entre la longitud de onda absorbida, el color absorbido y el color complementario observado

El espectro de absorcién, que representa la absorbancia en funcién de la longitud de onda, actua
como una "huella dactilar" del compuesto. Pardmetros como la posicién del maximo de absorciéon
(A<sub>max</sub>), la intensidad y la forma de las bandas son caracteristicos y permiten su

identificacion (Botello Pozos, s.f.).

Para la cuantificacion, se aplica la Ley de Beer-Lambert (A =€ - b - C), que establece una relacién
lineal entre la absorbancia (A) y la concentracién (C). Mediante una curva de calibracién con
estandares de concentracion conocida, es posible determinar con precisidn la concentracién de

la muestra problema (Botello Pozos, s.f.).

Fuente: Adaptado de Botello Pozos (s.f.).




6. Pruebas antioxidantes

La evaluacion de la actividad antioxidante es fundamental para validar el potencial bioactivo de
compuestos naturales como el pigmento azul de lavanda. Las metodologias se basan en la
capacidad del antioxidante para neutralizar radicales libres mediante mecanismos de
transferencia de electrones (ET) o de dtomos de hidrégeno (HAT).

6.1. Actividad Antioxidante por el Método DPPHe

El método del radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe) es una técnica ampliamente
utilizada para evaluar la capacidad antioxidante de extractos vegetales y compuestos puros. Se
fundamenta en la reduccion del radical DPPHe (color purpura intenso) a su forma no radical
(hidrazina, incolora o amarilla) mediante la donacién de un dtomo de hidrégeno o un electrén
por parte del antioxidante (Malterud, Farbrot, & Huse, 1993).

La disminucién de la coloracién se cuantifica espectrofotométricamente a 515-517 nm, longitud
de onda de mdaxima absorcidn del DPPHe. La eficacia se expresa como porcentaje de inhibicién o
como Concentracidn Efectiva 50% (CEso), que corresponde a la concentracidn necesaria para
reducir en un 50% el radical inicial (Malterud et al., 1993).

El porcentaje de inhibicidn se calcula mediante:

Acontrol — Amuestra

% Inhibicion = ( ) * 100

Acontrol

Donde A _control es la absorbancia del DPPHe sin muestra y A_muestra es la absorbancia en
presencia del antioxidante.

Si bien esta técnica es valorada por su simplicidad, rapidez y bajo costo, presenta limitaciones
como la necesidad de emplear disolventes organicos (metanol o etanol) y la estandarizacién
rigurosa del tiempo de reaccién (generalmente 30-60 minutos en oscuridad) debido a la lenta
cinética de reaccién de algunos compuestos (Hamed, Kalita, Bartolo, & Jayanty, 2019).

6.2. Actividad Antioxidante por el Método ABTS"e

El método del radical catidonico ABTS*e (acido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico))
evalla la capacidad antioxidante total de muestras tanto hidrofilicas como lipofilicas. El radical
catidnico azulado-verdoso ABTS*e se genera por oxidacion del ABTS con persulfato de potasio
(K2S,0g) y presenta suA_max a 734 nm (Hamed et al., 2019).



Las ventajas clave del método ABTS*e incluyen:
e Versatilidad del medio: Aplicable en medios acuosos y organicos
e Mayor reactividad: Puede ser neutralizado por diversos mecanismos antioxidantes

e Baja interferencia cromatica: La medicién a 734 nm reduce interferencias de compuestos
coloreados (Hamed et al., 2019)

La actividad se expresa comunmente como Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC) o
como CEso, comparando la capacidad de la muestra con el Trolox, andlogo hidrosoluble de la
vitamina E.

6.3. Actividad Antioxidante de Lavandula spp.
6.3.1. Ensayo DPPHe en Lavanda

Estudios con Lavandula angustifolia han demostrado una alta capacidad de inhibicién,
alcanzando hasta 86.3% en extractos de flores, superior a la observada en hojas (77.5%) o
capullos (85.9%). Esta actividad se atribuye principalmente a los monoterpenos mayoritarios,
linalool y acetato de linalilo, y muestra una clara dependencia de la concentracidon (Nurzyrska-
Wierdak & Zawislak, 2016; Da Silva et al., 2015).

6.3.2. Ensayo ABTS*e en Lavanda

El método ABTS*e frecuentemente reporta mayor eficacia en Lavandula que el DPPHe. Se han
obtenido inhibiciones de 99.48% en aceite esencial de flores secas de L. angustifolia, confirmando
gue las flores presentan la mayor actividad antioxidante, con los menores valores de CEso (Caprari
et al., 2021; Smigielski, Prusinowska, & Smigielska, 2018).

6.3.3. Factores que Influyen en la Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante en lavanda estd influenciada por:
o Parte de la planta: Las flores muestran mayor actividad que hojas o tallos
o Estado de la planta: El secado puede concentrar o estabilizar compuestos antioxidantes

¢ Composicidn quimica: La actividad correlaciona con la concentraciéon de monoterpenos y
fenoles totales

e Meétodo de extraccion: Técnicas como hidrodestilacion vs. CO, supercritico afectan
significativamente el perfil y actividad del extracto (Danh et al., 2012)



MATERIALES Y METODOS

1. Material Bioldgico

El material biolégico utilizado consistié en plantas de Lavandula angustifolia Mill.,
obtenidas a partir de lineas micropropagadas y mantenidas en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco.

1.1. Micropropagacion in vitro de Lavandula angustifolia

La micropropagacion de L. angustifolia se realizé mediante subcultivos sucesivos cada
30 dias. Los explantes se transfirieron a frascos de vidrio estériles de 120 mL que
contenian 20 mL de medio de cultivo base Murashige y Skoog (MS) (Murashige & Skoog,
1962), como se muestra en la Figura 5.

1.1.1. Preparacion del Medio de Cultivo

El medio de cultivo MS se preparé a partir de soluciones stock concentradas (10X para
sales inorganicas y 100X para componentes organicos y vitaminas), las cuales se
almacenaron a 4 °C y -20 °C, respectivamente, hasta su uso. El medio se suplemento
con sacarosa al 3% (p/v) como fuente de carbono y se solidifico con GelRite® al 2% (p/v).
Previo a la esterilizacion, el pH se ajusto a 5.7 utilizando NaOH 1 N. La esterilizacion se
llevé a cabo en autoclave a 120 °C y 15 Ib/in? de presién durante 20 minutos.

1.1.2. Condiciones de Cultivo

Los cultivos se mantuvieron en una camara de crecimiento bajo condiciones
controladas: temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo continuo (24 h) de luz LED blanca
con una intensidad luminica de 80 pmol-m™-s™", y una humedad relativa entre 60% y
70%.

La composicion completa y detallada del medio de cultivo MS se presenta en la Tabla 4.



Tabla 4 Composicidn del medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962)

COMPONENTES INORGANICOS

CaCl,2H,0
KNO;
NH,NO,
KH,PO,
FeS0,7H,0
Na,EDTA2H,0
MnS0,4H,0

KI
ZnS0, 7H,0
H3BO;
MgS0,7H,0
CoCl,6H,0
CuS0,5H,0
Na,Mo00,2H,0

COMPONENTES ORGANICOS
Glicina

Mioinositol

Tiamina-HCI

Piridoxina-HCI

Acido Nicotinico

CONCENTRACION FINAL (g/L)
0.440
1.9
1.65
0.17
27.86
37.25
16.88
0.830
8.6
6.2
0.370
0.025
0.025
0.250

CONCENTRACION FINAL (mg/L)
2

100

0.100

0.500

0.500
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Figure 5 Diagrama esquematico del proceso de micropropagacion in
vitro de Lavandula angustifolia: 1) Plantas in vitro; 2) Obtencidon de
explantes; 3) Incubacién en cdmara de crecimiento; 4) Transferencia
periddica a nuevo medio MS




1.2. Obtencion de Callos Habituados

La induccién de callos se realizé a partir de explantes foliares provenientes de los cultivos de
micropropagacion descritos en la Seccién 1.1.

El proceso de callogénesis y habituacién se llevé a cabo mediante subcultivos sucesivos en medio
MS sélido desprovisto de reguladores de crecimiento exdgenos. Esta condicién fue fundamental
para seleccionar lineas celulares con capacidad de proliferacion auténoma (habituacién
hormonal), favoreciendo la proliferacion de tejido no diferenciado, como se muestra en la Figura
6.

Una vez establecida una masa callosa consistente, el tejido fue transferido de manera periddica
(cada 4-5 semanas) a frascos de vidrio estériles de 120 mL que contenian 20 mL de medio de
mantenimiento. Este medio de mantenimiento consisti6 en medio MS sdlido con la misma
composicion base, aditivos y condiciones de esterilizacién descritas en la Seccion 1.1.1,
manteniendo la ausencia de reguladores de crecimiento para preservar el fenotipo habituado.

El mantenimiento continuo de la linea celular en estas condiciones asegurd la estabilidad del
fenotipo habituado para su uso en los experimentos posteriores de cultivo en medio liquido e
inmovilizacion.
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Figure 6 Diagrama esquematico del proceso de obtencién de callos de
Lavandula angustifolia: 1) Callos derivados de tejidos vegetales; 2)
Transferencia a medio MS sin reguladores de crecimiento; 3) Incubacién
en cadmara de crecimiento; 4) Subcultivo periddico




1.3. Establecimiento de la Suspension de Células Habituadas

Las suspensiones celulares habituadas se establecieron a partir de callos previamente habituados
de Lavandula angustifolia Mill., cedidos por la Dra. Martha Alicia Rodriguez Mendiola del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco.

El proceso de iniciacidn se llevé a cabo bajo condiciones asépticas en una cabina de flujo laminar.
Para ello, se transfirio asépticamente una masa de callo desde el medio sélido de mantenimiento
a matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 50 mL de medio MS liquido estéril, sin la adicion
de reguladores de crecimiento exdgenos.

Los cultivos se incubaron en una camara de crecimiento a 25 t 1 °C, bajo un fotoperiodo de luz
LED blanca continua (80 umol-m™%:s7") y en una agitadora orbital (marca Lab-Line Instruments) a
100 rpm. El proceso de establecimiento se ilustra en la Figura 7.

Para inducir y mantener el fenotipo habituado, se realizaron subcultivos cada siete dias durante
un periodo de aclimatacion minimo de seis semanas. En cada transferencia, se inoculé
aproximadamente 1 g de biomasa celular fresca (peso humedo) en 50 mL de medio MS liquido
fresco. Durante este periodo, se observd una progresiva adaptacion al medio liquido,
caracterizada por un aumento en la formacién de agregados celulares dispersos y una reduccién
en la adherencia a las paredes del matraz.

1.4. Estimacion de la Viabilidad Celular

La viabilidad celular se evalué periédicamente mediante la técnica de tincién vital con Diacetato
de Fluoresceina (FDA), siguiendo el protocolo establecido por Widholm (1972).

Se prepard una solucion stock de FDA a una concentracion de 5 mg/mL en acetona, la cual se
almacend a 4 °C protegida de la luz. Inmediatamente antes del analisis, se prepard una solucién
de trabajo diluyendo 0.1 mL de la solucién stock en 5 mL de agua destilada estéril.

Para el ensayo, una alicuota de la suspension celular se mezclé con un volumen equivalente de la
solucién de trabajo de FDA en un portaobjetos. La preparacion se observé de inmediato bajo un
microscopio compuesto equipado con un filtro de fluorescencia. Las células se consideraron
viables cuando exhibieron una fluorescencia verde brillante y homogénea, la cual se mantuvo
estable durante un periodo de observacién de al menos 15 minutos. Este resultado indica la
integridad de la membrana plasmatica y la actividad metabdlica de esterasas intracelulares,
enzimas que hidrolizan el FDA no fluorescente en fluoresceina, el compuesto fluorescente.



Figure 7 Diagrama esquematico del establecimiento de la
suspension celular de Lavandula angustifolia. 1) Transferencia de
callo de medio sdlido a medio liquido; 2) Incubacion con agitacién
orbital; 3) Subcultivo periddico



2.-Inmovilizaciéon celular

Con el objetivo de mejorar la estabilidad y potencial productividad de las células
vegetales, se implementd la técnica de inmovilizacion utilizando células habituadas
de Lavandula angustifolia Mill. Se evaluaron dos sistemas distintos: la adhesion a
espuma de poliuretano (Seccién 2.1) y la encapsulacién en alginato de sodio (Seccion
2.2).

2.1. Inmovilizacion Celular en Soporte de Poliuretano

2.1.1. Preparacion y Esterilizacion del Soporte

Se utilizé espuma de poliuretano comercial como soporte para la inmovilizacién por
adhesion. A partir de esta, se cortaron cubos de aproximadamente 1 cm?®. Estos cubos
se sometieron a un lavado exhaustivo con agua destilada para eliminar posibles residuos
o impurezas. Posteriormente, se esterilizaron en autoclave a 120 °C y 15 Ib/in? de presién
durante 20 minutos.

2.1.2. Protocolo de Inmovilizacion y Cultivo

Los cubos estériles de poliuretano se transfirieron de manera aséptica en una cabina de
flujo laminar a matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 50 mL de medio MS liquido
estéril sin reguladores de crecimiento exdgenos. La inmovilizacidén se indujo mediante la
adicion de una suspensién celular habituada al sistema, permitiendo que las células se
adhirieran fisicamente a la matriz porosa del soporte.

Los cultivos inmovilizados se incubaron bajo las mismas condiciones establecidas para
los cultivos en suspension: una temperatura de 25 + 1 °C, iluminacién LED continua (80
umol-m™2-s7") y agitacion orbital constante a 100 rpm en una agitadora marca Lab-Line
Instruments.

La viabilidad celular y la adhesion al soporte se monitorearon periddicamente mediante
la tincién con Diacetato de Fluoresceina (FDA), siguiendo el protocolo descrito en la
Seccion 1.4. La observacion bajo microscopio de fluorescencia confirmé la presencia de
células viables (fluorescencia verde) adheridas a la estructura de la espuma, como se
ilustra en la Figura 8.



Figure 8 Diagrama encapsulacion poliuretano. 1) Cubos de espuma; 2) Lavado
con agua destilada; 3) Esterilizacion por autoclave; 4) Transferencia a medio
estéril; 5) Adicidn de células en suspensidn; 6) Evaluacion de viabilidad por
fluorescencia




2.2. Encapsulacién en Perlas de Alginato

La encapsulacién de células de Lavandula angustifolia se realizé siguiendo el procedimiento
descrito por Tapia, Soto, Rojas y Miiller (1999), con ligeras modificaciones. Todo el proceso se
llevé a cabo bajo condiciones estrictamente asépticas.

2.2.1. Preparacion de la Matriz y las Células

Se prepard una solucién de alginato de sodio comercial al 2% (p/v) en medio MS liquido, sin
antibidticos ni reguladores de crecimiento exdgenos. El pH de esta solucién se ajustd a 6.0 para
optimizar la formacién y estabilidad de las perlas.

Paralelamente, las células habituadas procedentes de la suspensién celular se recolectaron y
lavaron con agua destilada estéril, filtrandose para eliminar completamente el medio de cultivo
residual. La biomasa celular lavada se mezclé homogéneamente con la solucién de alginato en
una proporcién de 4 g de biomasa fresca por cada 100 mL de solucién de polimero.

2.2.2. Formacidn y Gelificacion de las Perlas

La mezcla célula-alginato se cargd en una bomba de infusién para un goteo controlado. Las gotas
se dejaron caer sobre una solucidon de cloruro de calcio (CaCl,) 100 mM (equivalente a 1.11% p/v),
cuyo pH se habia ajustado previamente a 7.5. Las perlas se mantuvieron en esta solucién de CaCl,
durante 30 minutos para asegurar la gelificacidén idnica completa y la formacién de una matriz
tridimensional estable, como se ilustra en la Figura 9.

2.2.3. Cultivo y Mantenimiento de las Perlas

Tras el periodo de gelificacidn, las perlas se recolectaron y enjuagaron cuidadosamente con agua
destilada estéril para eliminar el exceso de CaCl,. Finalmente, las perlas de alginato que contenian
las células inmovilizadas se transfirieron a matraces Erlenmeyer con medio MS liquido estéril para
su incubacion. Los cultivos se mantuvieron a 25 °C con agitacion orbital continua a 100 rpm. A
diferencia de los sistemas anteriores, las condiciones de iluminacidon se establecieron en un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

La viabilidad celular dentro de las perlas se monitored periédicamente mediante la tincidén con
Diacetato de Fluoresceina (FDA), de acuerdo con el protocolo descrito en la Seccién 1.4.



‘k - : E 30 min
= ‘4 ) L
2 5
. -
2
6
/'\ {\
&
3
- &
[5553
()
O 3
B0 g -
4

Figure 9 Diagrama encapsulacidn con alginato 1: Preparacién de soluciéon de alginato; 2: Lavado de biomasa; 3: Mezcla célula-
alginato; 4: Goteo controlado; 5: Gelificacion en CaCly; 6: Enjuague; 7: Transferencia a medio de cultivo; 8: Incubacion bajo
agitacion y fotoperiodo.



3. Preparacion y Purificacion del Pigmento Azul

El pigmento azul fue obtenido y purificado a partir del medio de cultivo de las suspensiones
celulares habituadas, recolectado tras siete dias de incubacion.

3.1. Extraccion y Concentracion Inicial

La separacidn inicial del pigmento soluble de la biomasa celular se realizé mediante filtracién
simple con papel filtro, como se ilustra en la Figura 10. El sobrenadante filtrado, con un volumen
inicial de 200 mL por lote, se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente
para eliminar particulas celulares residuales y concentrar el pigmento. Este proceso permitié
obtener un volumen final de 5 mL de extracto concentrado por lote, lo que equivale a un factor
de concentracion de 40X.

3.2. Dialisis y Eliminacion de Interferentes

El extracto concentrado se sometié a dialisis para eliminar azlcares, sales inorgdnicas y otros
metabolitos de bajo peso molecular que pudieran interferir en los ensayos posteriores. Para ello,
se utilizé una membrana semipermeable de acetato de celulosa con un peso molecular de corte
(cut-off) de 3-10 kDa. El proceso de didlisis se llevd a cabo durante cinco dias a temperatura
ambiente, con cambios del agua destilada cada 24 horas.

3.3. Verificacién de la Eficacia de la Didlisis por HPLC

La eficacia de la dialisis en la eliminacién de carbohidratos se evalué mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC). Las muestras, tanto antes como después de la didlisis, se
filtraron a través de un filtro de jeringa de 0.22 um. El andlisis se realizd bajo las siguientes
condiciones:

e Sistema: HPLC equipado con detector de indice de refraccién (RID).
e Columna: Fase reversa C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 pm).

e Fase Movil: Gradiente de metanol-agua (v/v).

e Flujo: 1.0 mL/min.

e Tiempo de Corrida: 30 minutos.



Los tiempos de retencidn de los picos cromatograficos se compararon con los de estandares
comerciales de glucosa, fructosa y sacarosa para identificar y confirmar la eliminacion de estos
azucares.

3.4. Liofilizacidn y Almacenamiento del Pigmento Purificado

El extracto dializado se congeld rapidamente y se liofiliz6 mediante sublimacidn del agua bajo
vacio, obteniéndose un polvo de color azul intenso, homogéneo y estable. El pigmento purificado
en polvo se almacend a -20 °C, protegido de la luz, para su conservacion a largo plazo.

Para su uso en los ensayos de actividad antioxidante, el pigmento liofilizado se reconstituyé en
dimetilsulféxido (DMSO) estéril, preparando una solucién madre a una concentracién nominal de
2.5 mg/mL para cada lote analizado.
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Figure 10 Diagrama de preparacion de la muestra



4. Cuantificacion y Separacion Analitica del Pigmento

4.1. Determinacion Cuantitativa del Pigmento por Espectrofotometria UV-Vis

La cuantificacion del pigmento azul se realizé mediante espectrofotometria UV-Vis, basandose en
la Ley de Beer-Lambert (A = € - b - C). Para incorporar la variabilidad inherente al sistema de
produccidn in vitro, la curva de calibracidn se construyd utilizando cinco muestras independientes
de pigmento, obtenidas de distintos lotes y tiempos de cultivo.

A partir de cada muestra, se prepard una solucién madre disolviendo el pigmento purificado en
dimetilsulféxido (DMSO) hasta una concentracion nominal de 2500 pug/mL. De esta solucidn, se
realizaron tres diluciones seriadas por un factor de 2, obteniendo concentraciones de 1250, 625
y 312.5 pg/mL.

Previo a la cuantificacidn, se realizd un barrido espectral completo (190-1100 nm) de cada
soluciéon madre para caracterizar el perfil de absorcién. El analisis reveld que en el rango de 530
a 730 nm todas las muestras presentaban maximos de absorbancia consistentes, por lo que esta
se definié como la regidn de interés espectral. La longitud de onda de maxima absorbancia
(A_max) dentro de este rango se selecciond como punto de lectura para todas las mediciones
subsiguientes.

Las absorbancias de las cuatro concentraciones de cada una de las cinco muestras se midieron
por triplicado en el rango establecido, utilizando un espectrofotdmetro Thermo Scientific
BioMate 160 UV-Vis y cubetas de cuarzo con una trayectoria éptica de 1 cm, empleando DMSO
como blanco. La curva de calibracién se generé mediante un ajuste de regresion lineal simple del
promedio de las absorbancias versus la concentracién. La linealidad del método se evalud
mediante el coeficiente de determinacién (R2). La concentracion de pigmento en muestras
problema se determind por interpolacién de su absorbancia a A_max en esta curva.

4.2. Cromatografia en Capa Fina (TLC) Analitica y Preparativa

La separacion preliminar y el fraccionamiento del pigmento se llevaron a cabo mediante
Cromatografia en Capa Fina (TLC).

4.2.1. Separacion Analitica

Se utilizaron placas de silica gel 60 como fase estacionaria. En cada placa se aplicaron 4 pL de la
muestra preparada (Seccidn 3). La separacion se realizé en una cdmara cromatografica saturada,
utilizando una mezcla de tolueno:acetona (1:1, v/v) como fase mévil. El desarrollo se llevd a cabo
a temperatura ambiente hasta que el frente del disolvente alcanzdé una distancia de 6 cm



(aproximadamente 20-25 minutos). Las placas desarrolladas se visualizaron bajo luz ultravioleta
a 254 nm.

4.2.2. Cromatografia Preparativa (Prep-TLC)

Para obtener fracciones enriquecidas, se aplicéd la técnica de TLC preparativa sobre las placas
desarrolladas. Las bandas cromatograficas correspondientes al pigmento azul fueron delimitadas
y raspadas de la capa de silice utilizando un bisturi estéril. EI material recolectado se transfirio a
tubos de centrifugacion y el pigmento se eluyé con DMSO. Posteriormente, el eluato se centrifugd
y filtré a través de una membrana de 0.45 um para eliminar las particulas de silice. Las fracciones
purificadas resultantes se utilizaron para los analisis espectrofotométricos y ensayos de actividad
antioxidante posteriores.



Figure 11 Diagrama esquematico del proceso de cromatografia en capa fina
(TLC). 1) Placa de silica; 2) Aplicacion de muestra; 3) Desarrollo en cdmara
saturada; 4) Visualizacion bajo luz UV; 5) Identificacidon de bandas




4.3. Cromatografia en Columna para Purificacion

Como etapa complementaria de purificacion, se realiz6 una cromatografia de adsorcién en
columna con el objetivo de lograr una separacion mas eficiente de los componentes del extracto
crudo y obtener fracciones enriquecidas en el pigmento azul.

4.3.1. Empaque y Equilibrio de la Columna

Se utilizé una columna de vidrio de 1 cm de didametro y 20 cm de longitud, empacada con silica
gel 60 (70-230 mesh) como fase estacionaria. Antes de la aplicacién de la muestra, la columna se
equilibré con la fase movil empleada en la cromatografia en capa fina (TLC) —una mezcla de
tolueno:acetona (1:1, v/v)— para asegurar una distribucién homogénea del solvente y garantizar
condiciones cromatograficas estables y reproducibles, como se ilustra en la Figura 12.

4.3.2. Aplicacion de Muestra y Elucion

Una alicuota de 2 mL del extracto crudo se aplicd cuidadosamente sobre la superficie del
adsorbente, permitiendo su adsorcidn completa antes de iniciar la elucion. Posteriormente, se
procedid con la elucion por gravedad, manteniendo un flujo constante y controlado de la fase
movil (tolueno:acetona 1:1, v/v).

4.3.3. Recoleccion y Agrupacion de Fracciones

Las fracciones se recolectaron de manera individual en tubos de ensayo, con volimenes de 2 a 3
mL por fraccién. El proceso se guid por los cambios visibles de color en el eluato, los cuales
indicaron la presencia y separacidén de compuestos con distintas propiedades cromatograficas.
Aquellas fracciones que exhibieron la coloracién azul caracteristica del pigmento de interés
fueron identificadas, agrupadas y conservadas para su analisis espectrofotométrico y la posterior
evaluacidn de la actividad antioxidante.
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Figure 12 Diagrama esquematico del proceso de cromatografia en columna. 1)
Columna cargada con gel de silice; 2) Aplicacidn de la muestra; 3) Elucién por
gravedad; 4) Recoleccion de fracciones; 5) Identificacion de fracciones con
coloracién azul.




4.4. Analisis Espectrofotométrico de las Fracciones Purificadas

Las fracciones obtenidas mediante cromatografia en capa fina preparativa (Prep-TLC, Seccidon
4.2.2) y cromatografia en columna (Seccién 4.3) fueron analizadas por espectrofotometria UV-Vis
con el objetivo de caracterizar su perfil de absorcion y evaluar su pureza relativa.

4.4.1. Preparacion de Muestras y Condiciones de Medicion

Las fracciones procedentes de la cromatografia en columna, eluidas en la mezcla de
tolueno:acetona, fueron sometidas a una evaporacion suave del solvente organico bajo campana
de extraccidon. El residuo se redisolvié en dimetilsulféoxido (DMSO) para garantizar la
compatibilidad con el espectrofotémetro. Por su parte, las fracciones provenientes de la Prep-
TLC, ya recuperadas en DMSO, se diluyeron segun fuera necesario con el mismo solvente para
ajustar su absorbancia dentro del rango lineal del instrumento (0.1-1.0). Todos los andlisis se
realizaron en un espectrofotémetro UV-Vis utilizando cubetas de cuarzo con una trayectoria
Optica de 1 cm, registrando los espectros en el rango de 200 a 700 nm.

4.4.2. Caracterizacion Espectral y Seleccion de Candidatos

Los espectros de absorciéon obtenidos mostraron patrones distintivos. La identificacién de las
longitudes de onda de maxima absorcién (A_max) confirmd la presencia del pigmento azul en las
fracciones seleccionadas. Ademas, se observaron bandas caracteristicas en regiones espectrales
asociadas a compuestos fendlicos, lo que sugiere una naturaleza estructural derivada de acidos
hidroxicinamicos, como el acido cafeico.

La comparacién sistematica de los espectros permitié seleccionar de manera objetiva aquellas
fracciones que presentaron la mayor intensidad de absorcidn en la regién del visible
(correspondiente al pigmento azul) y la menor interferencia de bandas atribuibles a compuestos
secundarios. Estas fracciones, consideradas de la mas alta pureza relativa, fueron designadas
como los candidatos definitivos para su uso en los subsiguientes estudios de actividad
antioxidante y caracterizacion estructural avanzada. Este andlisis no solo verificé la identidad del
compuesto de interés, sino que también establecié una base espectroscopica sélida para las
investigaciones funcionales posteriores.



5. Evaluacion de la Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante del pigmento azul purificado se evalué mediante su capacidad de
captacion de radicales libres, utilizando los métodos del radical DPPHe y del cation radical ABTS"e.

5.1. Ensayo con el Radical DPPHe

La actividad antioxidante se evalué mediante el ensayo con el radical estable 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPHe), el cual se basa en la reduccion de este radical (color purpura) a su forma
no radical (incolora o amarilla), cuantificable espectrofotométricamente a 517 nm. El
procedimiento siguié la metodologia de Brand-Williams, Cuvelier y Berset (1995), con
adaptaciones para las propiedades del pigmento.

5.1.1. Preparacion de Soluciones y Estandar

Debido a la baja solubilidad del pigmento en solventes polares puros, la solucion madre se
prepard disolviendo 2.5 mg de pigmento en 1 mL de una mezcla de metanol/dimetilsulféoxido
(MeOH/DMSO, 7:3 v/v), obteniendo una concentracion de 2.5 mg/mL. A partir de esta solucion,
se generaron diluciones seriadas en metanol puro para evaluar un rango de concentraciones
entre 0.07 y 1.50 mg/mL, manteniendo la concentracién final de DMSO por debajo del 10% (v/v)
para minimizar interferencias.

No se incluyeron concentraciones superiores a 1.50 mg/mL debido a la intensa coloracion
intrinseca del pigmento, la cual generd absorbancias épticas no lineales a 517 nm. Cabe destacar
que la concentracion de 0.62 mg/mL fue excluida del andlisis final, ya que su absorbancia superé
la del control, invalidando el célculo del porcentaje de inhibicion.

Como estandar de referencia, se utilizd Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcréman-2-carboxilico),
preparado en la misma mezcla de solventes (MeOH/DMSO, 7:3 v/v), para la construccion de una
curva de calibracion.

5.1.2. Protocolo y Andlisis de Resultados

El porcentaje de inhibicién del radical DPPHe se determind de acuerdo con la férmula estandar
descrita en el Marco Teérico (Seccién 6.1).

Aunque se intentd determinar la Concentracion Efectiva 50 (CEso) mediante regresidon no lineal,
no fue posible obtener un valor valido, ya que el pigmento no alcanzé el 50% de inhibicién en el
rango de concentraciones evaluado. Por lo tanto, la actividad antioxidante se reporté en términos



de Equivalentes Antioxidantes de Trolox (TEAC), lo que permite una comparacion relativa de la
actividad. Para futuros estudios, se recomienda emplear un blanco de muestra (pigmento sin
DPPHe) para una correccién mas precisa de la interferencia éptica, como se ilustra en la Figura 13
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Figure 13 Diagrama de prueba DPPH: 1.- Preparacién de la solucion de DPPH (1M). 2.-Preparacion de muestra en diferentes
concentraciones. 3.- Adicién de muestra a la solucién de DPPH. 4.-Incubacién. 5.- Medicién de la absorbancia a 517 nm. 6.-
Célculo %



5.2. Ensayo con el Radical ABTS"e

La capacidad antioxidante total del pigmento azul se evalué mediante el ensayo con el radical
cationico ABTS*e (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), siguiendo Ia
metodologia descrita por Hamed et al. (2019), con adaptaciones para el solvente del pigmento.

5.2.1. Generacion del Radical y Preparacion de la Solucion de Trabajo

El radical ABTS*e se generd por oxidaciéon del ABTS con persulfato de potasio (K,S;0g). Para
preparar la solucion madre, se mezclaron 7.72 mg de ABTS (8 mM) y 1.62 mg de K;5,05 (3 mM)
en 2 mL de agua destilada. La mezcla se agité vigorosamente y se incub6 durante 12-16 horas a
temperatura ambiente y en oscuridad para garantizar la formacién completa del radical, como se
muestra en la Figura 14. La solucion resultante, de color azul intenso, se almacend en un frasco
ambar a 4 °Cy se utilizé dentro de las 48-72 horas posteriores.

Previo a cada ensayo, la solucion madre de ABTS*e se diluyé con una mezcla de
metanol:DMSO (7:3, v/v) hasta alcanzar una absorbancia inicial de 0.70 + 0.02 medida a 734 nm,
obteniendo asi la solucion de trabajo.

5.2.2. Preparacion de Muestras y Curva de Calibracion

La solucion madre del pigmento azul se prepard a una concentracion de 2.5 mg/mL en la mezcla
metanol:DMSO (7:3, v/v). A partir de esta, se realizaron cinco diluciones seriadas en agua
destilada para evaluar la respuesta en funcién de la concentracién.

Como estandar de referencia, se prepard una solucion madre de Trolox (10 mM) disolviendo 5.01
mg del compuesto en 2 mL de la mezcla metanol:DMSO (7:3, v/v). A partir de esta soluciéon madre,
se realizaron diluciones seriadas en agua destilada para obtener una curva de calibracién con
concentraciones finales entre 0 y 0.8 mmol/L.

5.2.3. Procedimiento en Microplaca y Cdlculos

El ensayo se realizé en una placa de microtitulacion de 96 pozos. En cada pozo se adicionaron 15
uL de muestra, estandar (Trolox) o blanco de solvente, seguidos de 285 uL de la solucién de
trabajo de ABTS*e. La placa se agitd suavemente y se incubd durante 6 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se midid la absorbancia a 734 nm utilizando
un lector de placas microvolumétrico.

Se incluyeron los siguientes controles para garantizar la precisidn de los resultados:
e Blanco de solvente: 15 puL de metanol:DMSO (7:3) + 285 pL de ABTS*e diluido.

e Control del radical: 15 plL de agua destilada + 285 plL de ABTS*e diluido.



e Blanco de muestra: 15 pL de muestra + 285 pL de metanol:DMSO (7:3) sin ABTS"e.

La capacidad antioxidante se expresé como equivalentes de Trolox por gramo de muestra (umol
TE/g), calculada por interpolacidn en la curva de calibracién del Trolox. Todos los analisis se
realizaron por triplicado.

5.3. Evaluacién de la Actividad Antioxidante en Fracciones Cromatograficas

Con el objetivo de correlacionar el grado de purificaciéon con la funcionalidad bioldgica, las
fracciones seleccionadas y enriquecidas en el pigmento azul (obtenidas mediante Prep-TLC y
Cromatografia en Columna) fueron sometidas al ensayo con ABTS*e. Se aplicaron los mismos
protocolos descritos en la seccion 5.2, realizando los ajustes de concentracién necesarios. Este
analisis permitid identificar y seleccionar aquellas fracciones que presentaron la mayor eficacia
relativa en la captacion de radicales libres, asociando asi la actividad antioxidante con el perfil de
purificacién cromatografica.



Mg - s ®

Trolox 1 mM
en DMSO

000600000
000e00eeD
5000000

5.- .

Figure 14 Diagrama ensayo ABTS*e (1) Preparacion de reactivos; (2) Generacion del radical ABTS*e; (3) Preparacidn de estandar
Trolox; (4) Adicidn de muestras a placa; (5) Lectura de absorbancia a 734 nm



RESULTADOS Y DISCUSION

1.1. Micropropagacion de Lavandula angustifolia

El proceso de micropropagacién permitié obtener brotes viables, sanos y morfolégicamente
uniformes de Lavandula angustifolia Mill., los cuales constituyeron la fuente de explantes para
las etapas posteriores de induccién de callos. Los cultivos mostraron un desarrollo activo de
brotes axilares, con ciclos de multiplicacidn consistentes cada 30 dias. La esterilizacidon del medio
MS sélido mediante autoclave demostré ser eficaz para mantener la asepsia sin comprometer la
integridad de los nutrientes, y los cultivos se desarrollaron libres de contaminacién con alta
viabilidad tisular, como se confirma en la Figura 15.
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Figure 15 Planta de Lavanda Micropropagada en medio MS

El hallazgo mds relevante de esta fase fue la capacidad intrinseca de L. angustifolia para una
micropropagacion eficiente en medio MS sin la adicidén de reguladores de crecimiento exdgenos.
Este resultado contrasta con lo reportado para otras especies del género, como L. dentata y L.
viridis, donde la suplementacién con citoquininas como la benciladenina (BA) en concentraciones
cercanas a 8.8 UM resulta necesaria para estimular la multiplicacién de brotes (Hernandez
Amador, 2017; Gongalves & Romano, 2012). La brotacién axilar observada sugiere una alta
capacidad inherente en esta especie, posiblemente sustentada por reservas enddgenas de
fitohormonas o una menor dependencia de las mismas.

Esta caracteristica confiere una ventaja biotecnoldgica y econédmica significativa. La eliminacion
de fitohormonas simplifica drasticamente el protocolo, reduce los costos de produccién y
minimiza el riesgo de variabilidad genética y alteraciones morfoldgicas (como hiperhidricidad o
somaclonal) asociadas al uso prolongado de reguladores de crecimiento (George et al., 2008). Asi,



se establece un sistema de partida éptimo para la produccién estandarizada de metabolitos
secundarios.

Las condiciones de cultivo implementadas resultaron adecuadas. El fotoperiodo continuo con luz
LED blanca (80 umol-m~2:s7"), aunque potencialmente inductor de estrés en otras especies, ha
demostrado ser efectivo en lavandas, lo que se atribuye a una alta eficiencia fotosintética in
vitro en el género (Zuzarte et al., 2010). Asimismo, el uso de GelRite® como agente solidificante
probablemente contribuyd a la calidad del cultivo debido a su mayor transparencia, estabilidad
fisica y menor liberacion de compuestos inhibidores en comparacién con el agar tradicional
(George et al., 2008).

En conjunto, la metodologia establecida es robusta, costo-efectiva y proporciona una fuente
constante de material vegetal uniforme y libre de patdgenos, cumpliendo con los requisitos
ideales para el establecimiento de cultivos celulares destinados a la produccién de metabolitos
secundarios (Andrys et al., 2017; Tali¢ et al., 2023).

1.2. Obtencién y Establecimiento de Callos Habituados de L. angustifolia

El objetivo de establecer una linea celular con autonomia hormonal fue exitosamente alcanzado.
Mediante subcultivos sucesivos cada tres semanas en medio MS sélido sin reguladores de
crecimiento exdgenos, se logrd obtener una linea celular de Lavandula angustifolia Mill. con
capacidad proliferativa sostenida.

Tras varios ciclos de subcultivo, se observé un incremento progresivo en la proliferacién del tejido
calloso. Los callos desarrollaron una morfologia compacta y homogénea, con una coloracién
crema-blanquecina caracteristica, como se muestra en la Figura 16. Esta estabilidad en el
crecimiento y la consistencia morfolégica indican una adaptacidn fisioldgica y metabdlica
completa al entorno in vitro y la consolidacién del fenotipo habituado.



Figure 16 Callo de Lavdndula angustifolia en medio MS sin reguladores de crecimiento tras 12 semanas de cultivo. Se observa
tejido compacto, homogéneo y libre de contaminacion.

La capacidad de proliferacion auténoma observada confirma el establecimiento de una linea
celular habituada, un avance fundamental para el enfoque biotecnolégico de esta investigacion.
Este fendmeno sugiere una reorganizacion interna del metabolismo hormonal, donde las células
han desarrollado la capacidad de autorregular sus niveles enddgenos de auxinas y citoquininas,
posiblemente mediante alteraciones en sus vias de biosintesis, transporte o seializacién (Friml,
2006). El subcultivo repetido en estas condiciones selectivas favorece la proliferacién de células
con estas adaptaciones, conduciendo a un crecimiento estable y constitutivo (Kreis et al., 2019).

Desde una perspectiva biotecnolégica, la habituacidn presenta ventajas estratégicas decisivas. La
eliminacién de reguladores de crecimiento exégenos del protocolo simplifica drasticamente el
medio de cultivo, reduce costos y elimina una fuente clave de variabilidad experimental. Esta
estabilidad inherente es particularmente valiosa para el escalamiento en biorreactores, donde se
requiere una cinética de crecimiento predecible.

Es importante destacar que la habituacién puede asociarse con la pérdida del potencial
morfogenético, como se ha observado en especies como Digitalis mariana después de periodos
prolongados de cultivo (Kreis et al., 2019). Sin embargo, lejos de ser una limitacién, esta
caracteristica es altamente deseable para el objetivo especifico de esta investigacidn. Al canalizar
su energia metabdlica hacia el crecimiento no diferenciado y la biosintesis de metabolitos
secundarios, en lugar de hacia la organogénesis, el tejido calloso habituado se convierte en la
materia prima ideal para la produccién del pigmento azul.

En conclusidn, el éxito en la obtencidn de esta linea celular estable y auténoma no solo valida la
metodologia, sino que establece una base robusta y sostenible para las etapas subsiguientes de



cultivo en suspension e inmovilizacién, donde se inducird y aprovechard la produccion del
metabolito de interés.

1.3. Establecimiento de la Suspension de Células Habituadas de L.
angustifolia

El establecimiento de la suspensidn celular se realizd exitosamente a partir de callos friables
habituados (Seccidn 1.2), los cuales se transfirieron a medio MS liquido sin reguladores de
crecimiento exdgenos. El cultivo, mantenido bajo agitacién constante (80-100 rpm) y condiciones
controladas, mostré una progresiva dispersion de células y agregados, con un crecimiento
sostenido y alta viabilidad a lo largo de multiples subcultivos semanales.

Hallazgo Clave: Produccion y Excrecidn del Pigmento Azul
El resultado mds significativo fue la produccion vy liberacion activa de un pigmento azul al medio
de cultivo, observable visualmente a partir del tercer subcultivo. El medio de cultivo adquirié una
coloracién azul intensa (Figura 17), mientras que el andlisis microscépico confirmé que el
pigmento no se acumulaba de manera significativa en el citoplasma, sino que era excretado
directamente al medio extracelular (Figura 18). Esta excrecién activa representa una ventaja
bioprocesal crucial, ya que facilita la recuperaciéon del compuesto mediante una simple filtracion,
evitando asi steps destructivos como la lisis celular y favoreciendo la escalabilidad industrial del
proceso (Kreis et al., 2019).

Figure 17 Cultivo en suspensién de células de Lavandula angustifolia tras 14 dias de incubacidn. Se observa la coloracién azul
intensa del medio, producto de la excrecidn del pigmento por las células



Figure 18 Microfotografia de células en suspension de Lavandula angustifolia bajo microscopio éptico (x40). Se aprecian
agregados celulares y acumulacién intracelular del pigmento azul

El establecimiento exitoso de la suspensidn en condiciones libres de hormonas confirma la
estabilidad del fenotipo habituado en L. angustifolia y su adaptacidn al cultivo liquido. Este
comportamiento sugiere una reconfiguracién profunda del metabolismo hormonal enddgeno
(Friml, 2006), que no solo asegura la proliferacion auténoma, sino que parece redirigir el flujo
metabdlico.

La produccidn del pigmento azul bajo estas condiciones constituye un hallazgo de gran
relevancia. La evidencia cientifica disponible sugiere que se trata de un complejo metalico
formado entre derivados fendlicos (posiblemente ésteres endlicos del acido cafeico) y los iones
Fe?* presentes en el medio de cultivo (Banthorpe et al., 1985; Lopez-Arnaldos et al., 1995). La
ausencia de auxinas exdgenas podria actuar como un factor de estrés fisiolégico que promueve
la activacién de la ruta fenilpropanoide, canalizando precursores hacia la biosintesis de estos
compuestos fendlicos en lugar de destinarlos exclusivamente al crecimiento y la divisién celular
(Benjamins & Scheres, 2008). Este "reperfilamiento metabdlico" es la justificacion fundamental
para emplear lineas habituadas en la produccion de metabolitos secundarios.

Si bien la produccion de pigmentos azules ha sido documentada en otras especies del género,
como L. vera y L. spica (Watanabe et al., 1985; Trejo-Tapia et al., 2003), este trabajo representa
el primer reporte en México de la produccion y excrecion de este compuesto en suspensiones
celulares de L. angustifolia establecidas sin la adicidon de reguladores de crecimiento. Este
sistema de "biofabrica" celular, viable y autosuficiente, posiciona a L. angustifolia como una
fuente prometedora y sostenible de colorantes naturales de alto valor afiadido con potencial
aplicacién en las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria.



2.- Inmovilizacion celular

El objetivo de la inmovilizacién era prolongar la productividad del pigmento azul. Los resultados
demuestran que, si bien se logrd una alta supervivencia celular en ambos sistemas, estos fueron
ineficaces para inducir la sintesis del pigmento en las condiciones experimentales empleadas.

2.1. Inmovilizaciéon en Espuma de Poliuretano

Las células de L. angustifolia mostraron una excelente capacidad de adhesion e infiltracion en la
matriz de poliuretano en un lapso de 24 horas (Figura 19). La viabilidad celular, evaluada mediante
la tincidn con FDA, se mantuvo notablemente alta, con valores superiores al 80% después de
cuatro semanas de cultivo (Figura 20), lo que confirma la biocompatibilidad del soporte. Sin
embargo, a pesar de la alta viabilidad, no se observoé la produccidn ni liberacidn del pigmento azul
caracteristico.

Figure 20 Microfotografias de células adheridas al soporte de poliuretano bajo microscopio de fluorescencia



2.2. Encapsulacién en Alginato de Calcio

De manera similar, las células encapsuladas en perlas de alginato de calcio mostraron un
crecimiento adecuado y una proliferacién sostenida dentro de la matriz (Figura 21), con una
viabilidad que también se mantuvo por encima del 80% durante el periodo de cultivo (Figura 22).
No obstante, tampoco se detecté la sintesis del pigmento azul. Este resultado contrasta con
reportes previos en especies relacionadas, como Lavandula vera, donde la inmovilizacidon si ha
permitido la produccion de este metabolito (Nakajima et al., 1990).

Figure 22 Microfotografia de células encapsuladas en alginato bajo microscopio de fluorescencia.

La ausencia de sintesis de pigmento en ambos sistemas, a pesar de la alta viabilidad celular, es el
hallazgo mas critico de esta seccidn. Esto demuestra que la inmovilizacidn per se no garantiza la
produccidn, y que la activacién de la via biosintética es altamente sensible a factores ambientales
y de induccion especificos. El resultado puede atribuirse a una combinacién de factores,
priorizados a continuacion:



1. Omisidn del Inductor L-Cisteina

La explicacion mds sdélida es la ausencia de L-cisteina en el medio de cultivo. Estudios pioneros
en Lavandula vera han demostrado que este aminodcido azufrado es indispensable para
activar la ruta biosintética en células inmovilizadas (Nakajima et al., 1986; 1990). En su
ausencia, las células acumulan un precursor que no se transforma en el pigmento azul. La L-
cisteina actua probablemente como un modulador redox y un posible precursor estructural.

2. Limitacién de la Intensidad Luminica (Factor Universal)

La formacién del pigmento a partir de su precursor es un proceso fotoquimico (Sonomoto et
al., 1990; Arnaldos et al., 2006). La intensidad luminica utilizada (80 pmol-m=2s™) es
significativamente inferior a la empleada en reportes exitosos (=450 pumol-m2-s7), lo que
pudo haber limitado la penetracién de la luz en el interior de las matrices e inhibido la
activacion de enzimas fotosensibles clave.

3. Secuestro de Fe?* por la Matriz de Alginato (Factor Especifico)

En el sistema de alginato, un factor adicional fue la potencial quelaciéon de los iones Fe?* por
la matriz polimérica (Nakajima et al., 1989). Dado que el pigmento azul es un complejo
metdlico que requiere Fe?*, es altamente probable que el alginato haya atrapado el hierro
disponible, impidiendo la reaccién final de coloracién con los precursores fendlicos, incluso si
estos fueron producidos.

4. Estrés Fisioldgico Insuficiente y Restriccion de la Difusidon

La biosintesis de metabolitos secundarios es a menudo una respuesta al estrés. La proteccidn
celular conferida por la matriz y el uso de un medio MS completo (rico en nutrientes) pudieron
haber favorecido el crecimiento primario sobre la produccién del metabolito secundario
(Nakajima et al., 1989). Adicionalmente, la matriz polimérica pudo restringir la difusion de
precursores y iones metalicos, impidiendo su encuentro en el medio extracelular.

En conclusion, el sistema de inmovilizacion no cumplié el objetivo de mantener la productividad
del pigmento. Sin embargo, este estudio aporta un diagndstico claro y un mapa de ruta para la
optimizacidn futura, sefialando la necesidad critica de incorporar inductores quimicos como la L-
cisteina, aumentar la intensidad luminica y considerar matrices con menor afinidad por iones
metadlicos esenciales.



3. Preparacion y Purificacion del Pigmento Azul

3.1. Caracterizacion Visual del Pigmento Purificado

El proceso de purificacion, que incluyé filtracién, concentracién, dialisis y liofilizacién, culminé
con la obtencién de un polvo sélido de color azul intenso, homogéneo y libre de particulas visibles
(Figura 23). Este aspecto sugiere una alta pureza relativa y confirma la eficiencia del protocolo
para eliminar sales, solventes y biomasa residual. El producto demostré una buena estabilidad,
manteniendo sus caracteristicas fisicas sin cambios apreciables durante mds de seis meses de
almacenamiento a —20 °C.

Figure 23 Aspecto fisico del pigmento azul purificado de Lavandula angustifolia tras liofilizacion.

3.2. Evaluacion de la Eficacia de la Didlisis mediante HPLC

Para verificar la eficacia de la didlisis en la eliminacién de azucares residuales del medio de cultivo
—potenciales interferentes en los ensayos antioxidantes— se realizé un analisis cuantitativo por
HPLC. Se utilizaron curvas de calibracion con estandares comerciales, obteniendo ecuaciones de
regresion lineal con coeficientes de determinacién (R?) de 0.999 para fructanos, glucosa y
fructosa.

El andlisis del extracto no dializado (Figura 24) confirmd la presencia significativa de estos
carbohidratos. Tras la dialisis, se observd una reduccién drastica en las concentraciones de todos
los azucares, como se resume en la Tabla 5 y se evidencia en el cromatograma de la Figura 25.



Tabla 5 Eficiencia de la didlisis en la eliminacidn de azlcares residuales del extracto de pigmento.

) Concentracion Inicial Concentracion Residual Eliminacién
Azucar
(mg/mL) (mg/mL) (%)
Glucosa 0.1027 0.0012 98.8
Fructosa 0.1595 0.0520 67.4
Fructanos 0.1388 0.0872 37.2

La didlisis con una membrana de 3-10 kDa demostrd una eficacia diferencial. La eliminacidn casi
total de glucosa (98.8%) y la reduccidn significativa de fructosa (67.4%) fueron cruciales, ya que
estos monosacaridos pueden actuar como agentes reductores y generar falsos positivos en los
ensayos de actividad antioxidante. Su remocion permite atribuir con mayor confianza los
resultados posteriores al pigmento azul en si.

La menor eficiencia observada en la eliminacion de fructanos (37.2%) sugiere que una fraccion
de estos polisacaridos posee un tamafio molecular cercano al limite superior de corte de la
membrana (10 kDa), o bien, que existen interacciones fisico-quimicas con la matriz de dialisis o
con el propio pigmento que limitaron su difusion.

En conjunto, estos resultados validan el protocolo de purificacién, confirmando que el extracto
dializado es analiticamente apto para las pruebas funcionales, al haber eliminado eficientemente
los principales contaminantes solubles de bajo peso molecular derivados del medio de cultivo.



Figure 24 Cromatograma HPLC del pigmento no dializado. Se observan picos prominentes de fructanos, sacarosa, glucosa y
fructosa, coincidentes con los estandares

Figure 25 Cromatograma HPLC del pigmento dializado. Se observa una reduccidon drastica en los picos de azucares, indicativa de
una eficiente eliminacion por dialisis.



4. Cuantificacion y Separacién del Pigmento

4.1. Analisis Espectral del Pigmento Azul (190-1100 nm)

Se realizé un barrido espectral completo (190-1100 nm) de cinco muestras independientes del
pigmento azul extraido de células habituadas de Lavandula angustifolia Mill. con el objetivo de
caracterizar su perfil de absorcién y seleccionar la longitud de onda de maxima absorbancia
(A_max) para su cuantificacién. La variabilidad en la intensidad del color entre las soluciones
madre es evidente en la Figura 26.
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Figure 26 Fotografia de las cinco soluciones madre del pigmento azul en DMSO. Se observa variabilidad en intensidad de color
entre muestras
Los espectros obtenidos revelaron un patrén caracteristico con bandas de absorcién principales
en las regiones ultravioleta (UV) y visible (Figura 27). En el rango visible (530—730 nm), asociado
a la coloracidén azul, se identificaron maximos de absorbancia consistentes, lo que permitié definir
este intervalo como de interés para la deteccidn especifica y reproducible del pigmento.
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Figure 27 Espectros de absorcion de las cinco muestras madre del pigmento azul en DMSO (190-1100 nm). Las lineas de colores
corresponden a cada muestra: Muestra 1 (rojo), Muestra 2 (azul), Muestra 3 (verde), Muestra 4 (amarillo), Muestra 5 (rosa).. El
pico principal en el rango visible se localiza alrededor de 660 nm.



Sin embargo, se observé variabilidad intermuestral en la posicion exacta del A_max dentro de
este rango:

e Muestra 1: 654 nm
¢ Muestra 2: 654 nm
e Muestra 3: 666 nm
e Muestra 4: 654 nm
e Muestra 5: 654 nm

Esta variabilidad sugiere la presencia de diferentes formas moleculares del pigmento,
posiblemente debido a distintos grados de glicosilacidon, metilacién o estados de oxidacidn,
fendmenos documentados en flavonoides y otros pigmentos fendlicos (Zagoskina et al., 2023;
Munteanu & Apetrei, 2021). Estas modificaciones estructurales pueden ser inducidas por las
condiciones especificas del cultivo celular, influyendo directamente en la estabilidad y las
propiedades espectrales del pigmento.

En la regidn UV, el analisis se enfocd en el rango de 280 a 750 nm debido a interferencias del
disolvente (DMSO) por debajo de 280 nm. Todos los espectros mostraron:

e Un pico bien definido a approximately 285 nm, caracteristico de estructuras aromaticas
en compuestos fendlicos como acidos hidroxicindmicos y flavonoides

e Un hombro o pico secundario entre 330-350 nm, consistente con grupos fendlicos
sustituidos o flavonoides con anillos conjugados

Este perfil espectral refuerza la naturaleza polifendlica del pigmento y es coherente con la
composicion fitoquimica reportada para el género Lavandula.

Dada la ausencia de un A_max Unico comun a todas las muestras, se seleccion6 660 nm como
longitud de onda de referencia para las mediciones cuantitativas posteriores. Esta decision
representa un compromiso éptimo dentro del rango de maximos observados (654-666 nm),
garantizando sensibilidad y reproducibilidad analitica.

4.1.2. Construccion de la Curva de Calibracion y Cuantificacion del Pigmento

Para la cuantificacion del pigmento azul, se construyd una curva de calibracidon midiendo las
absorbancias a 660 nm. A partir de cinco muestras independientes, se prepararon cuatro
soluciones de concentracion conocida por cada una: solucién madre (2,500 pg/mL) y tres
diluciones seriadas (1,250, 625 y 312.5 pg/mL). Los espectros de absorcién mostraron el pico
maximo alrededor de 660 nm (Figura 28). Las mediciones por triplicado se realizaron en un



espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific BioMate 160, calculdndose los valores promedio de

absorbancia para cada concentracién (Tabla 5).
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Figure 28 Espectros de absorcidn en el rango de 540 a 740 nm para las cinco muestras patron. Se observa el pico maximo
alrededor de 660 nm

Tabla 6 Valores de concentracidn y absorbancia promedio a 660 nm para la curva de calibracion.

Concentracion (pg/mL) Absorbancia Promedio
312.5 0.12275
625.0 0.19996
1,250.0 0.33393
2,500.0 0.45804
El ajuste por regresiéon lineal (Figura 29) generd la ecuacidon

A=0.000168-C+0.0185

donde A es la absorbancia a 660 nm y C la concentracion en pg/mL, con un coeficiente de

calibracion:

determinacion (R?) de 0.9987 que valida la excelente linealidad del método en el rango

evaluado.




Figure 29 Curva de calibracién del pigmento azul. Relacién entre absorbancia a 660 nm y concentracién (ug/mL). La linea sélida
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representa los datos experimentales; la linea punteada corresponde a la regresion lineal

4.1.3. Cuantificacion en Lotes de Cultivo

La concentracion real del pigmento en cinco lotes de cultivo se determind por interpolacion en la
curva de calibracion. Los resultados (Tabla 6) mostraron un rendimiento promedio de 71.1 £ 22.1
mg de pigmento por litro de medio de cultivo, con una variabilidad interlotes del 30.9%. El Lote 5
presentd el mayor rendimiento (101.2 mg/L) y el Lote 1 el menor (42.6 mg/L). Esta variabilidad
puede atribuirse a diferencias en la fase de crecimiento celular, condiciones microambientales o

variaciones en el proceso de extraccion.

Tabla 7 Cuantificacion del pigmento azul en lotes de cultivo de L. angustifolia

Muestra Absorbancia Conc. Calculada Conc. Real Rendimiento
(660 nm) (ug/mL) (mg/mL) (mg/L)

1 0.30508 1703.45 1.70 42.6

2 0.48220 2754.17 2.75 68.9

3 0.56899 3271.37 3.27 81.8




Muestra Absorbancia Conc. Calculada Conc. Real Rendimiento
(660 nm) (ng/mL) (mg/mL) (mg/L)

4 0.43143 2451.96 2.45 61.3

5 0.69935 4046.73 4.05 101.2

Promedio 0.49743 2845.54 2.85 71.1

D.E. +0.15604 +883.52 +0.88 $22.1

4.2. Separacion del Pigmento Azul mediante Cromatografia en Capa Fina
Preparativa (Prep-TLC)

La separacion por Prep-TLC reveld la presencia de cuatro fracciones bien definidas (Figura 30),
confirmando que el pigmento azul extraido de células habituadas de Lavandula angustifolia Mill.
no corresponde a un compuesto Unico, sino a una mezcla de metabolitos con distintas
propiedades cromatogréficas.

Figure 30 Fracciones recogidas en tubos de ensayo: fraccion 1 (azul claro), fraccién 2 (azul oscuro), fraccidn 3 (amarilla),
fraccion 4 (amarilla intensa).

Las fracciones identificadas fueron:
e Fraccion 1 (F1): Azul claro (Rf = 0.28)
e Fraccion 2 (F2): Azul oscuro (Rf = 0.44)
e Fraccion 3 (F3): Amarilla (Rf = 0.60)

e Fraccion 4 (F4): Amarilla intensa (Rf = 0.68)



El perfil cromatografico obtenido (Figura 31) sugiere una naturaleza quimica compleja,
consistente con una mezcla de metabolitos fendlicos como flavonoides o antocianinas con
diferentes grados de sustitucion (Zagoskina et al., 2023; Dias et al., 2021). La baja movilidad de
F1 (Rf = 0.28) indica mayor polaridad, posiblemente debido a grupos hidroxilo o carboxilo
caracteristicos de flavonoides glicosilados, mientras que la mayor movilidad de F4 (Rf = 0.68)
sugiere compuestos menos polares, como flavonoides metilados o acilados (Zagoskina et al.,
2023; Tsimogiannis et al., 2019).
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Figure 31 Separacidn por cromatografia en capa fina (TLC) de extractos celulares en placa de silica gel 60, visualizada en luz

visible y bajo fluorescencia UV. Se indican las fracciones separadas con sus respectivos valores de Rf (factor de retencién).
La fluorescencia observada bajo luz UV (365 nm) refuerza la naturaleza flavonoide de las
fracciones, propiedad relacionada con su capacidad de absorcién de radiaciéon UV y funcién
protectora en condiciones de estrés (Zagoskina et al., 2023; Samec et al., 2021).

Las fracciones F1y F2, por su coloracién azul caracteristica y presencia de sistemas croméforos
conjugados capaces de absorber en el rango de 600-700 nm, fueron seleccionadas para analisis
espectrofotométrico y evaluacién de actividad antioxidante posterior (Khoo et al., 2017;
Munteanu & Apetrei, 2021).

Esta separacién exitosa, aunque preliminar, permitié la purificacion parcial de los componentes
y sienta las bases para estudios estructurales mas avanzados mediante técnicas como HPLC-MS
o RMN, necesarias para la identificacién precisa de los compuestos.

4.2.1. Analisis Espectrofotométrico de las Fracciones Purificadas

El analisis espectrofotométrico UV-Vis (200-700 nm) de las fracciones purificadas por Prep-TLC
revelé perfiles de absorcidn distintivos que reflejan diferencias estructurales entre los
componentes (Figura 32).
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Figure 32 Espectros de absorcion de las fracciones purificadas: F1 (linea roja), F2 (linea azul), F3 (linea verde), F4 (linea amarilla)
en el rango de 190 a 1100 nm.

La fraccion F2 (azul oscuro) mostro el perfil mas definido, con un A_max a 670 nm (visible) y una
banda secundaria a 310 nm (UV), caracteristico de compuestos fendlicos altamente conjugados
como derivados del 4cido rosmarinico o dimeros de acido cafeico (Zagoskina et al., 2023). La
alta intensidad de absorcidn sugiere una estructura estable y concentracién elevada, indicando
su potencial como principal responsable de la coloracién azul y de la actividad antioxidante.

La fraccion F1 (azul claro) presento un perfil similar (A_max = 663 nm) pero con menor
intensidad, posiblemente debido a menor concentracién, presencia de impurezas o
modificaciones estructurales como glicosilacién que afectan la eficiencia de absorcidn (Dias et
al., 2021).

Las fracciones F3 y F4 (amarillas) mostraron absorcién Unicamente en la region UV (A_max =
310 nm), consistente con flavonoides monoméricos o acidos hidroxicinamicos de baja
conjugacion, como quercetina, luteolina o acido cafeico (Tsimogiannis et al., 2019). La ausencia

de absorcidn en el visible explica su coloracion amarilla.

La fraccion F2 fue identificada como la de mayor pureza relativa y potencial funcional, siendo
seleccionada para los ensayos de actividad antioxidante posteriores. Su sistema cromdforo
extensamente conjugado sugiere una alta capacidad de donacidn de electrones, caracteristica
deseable en compuestos antioxidantes (Munteanu & Apetrei, 2021).

4.3. Cromatografia en Columna: Separacién del Pigmento Azul

La purificacion del pigmento azul se realizé mediante cromatografia en columna de silica gel 60,
utilizando tolueno:acetona (1:1, v/v) como fase movil. Durante la elucidn se identificaron tres
fracciones principales (Figura 33):
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Figure 33 Separacién del pigmento azul mediante cromatografia en columna. (A) Fraccidn 1: compuesto aceitoso incoloro (0.047
g). (B) Fraccién 2: compuesto amarillo soluble (8 mL). (C) Fraccion 3: compuesto aceitoso que aparece tras la evaporacion

e Fraccién 1: Compuesto aceitoso incoloro (0.047 g) de baja solubilidad, probablemente
terpenoides lipofilicos como linalool o borneol, comunes en Lavandula (Tungmunnithum
et al., 2018).

e Fraccién 2: Compuesto amarillo intenso y soluble (8 mL), consistente con flavonoides
como luteolina o quercetina, reportados en Lamiaceae (Zagoskina et al., 2023).

e Fraccién 3: Compuesto aceitoso que emergid durante la evaporacidon del solvente,
sugiriendo una transformacidon quimica (oxidacién, isomerizacién) inducida por las
condiciones de procesamiento (Munteanu & Apetrei, 2021).

La aparicidn de la Fraccidn 3 resalta la sensibilidad del material biolégico a las condiciones de
manipulacién. Muchos polifenoles son termolabiles y fotosensibles, requiriendo control riguroso
de temperatura, pH y exposicién al oxigeno durante la concentracién y almacenamiento (Samec
et al., 2021).

Estos resultados confirman la naturaleza compleja del extracto, compuesto por multiples
metabolitos secundarios con distintas propiedades fisico-quimicas. Para futuros estudios de
identificacion estructural, se recomienda complementar con técnicas de mayor resolucién como
HPLC-MS o cromatografia de fase reversa (Camara et al., 2021).

4.3.1. Andlisis Espectrofotométrico de las Fracciones Obtenidas por Cromatografia en Columna
El andlisis espectrofotométrico UV-Vis (200-700 nm) de las fracciones purificadas por
cromatografia en columna reveld perfiles distintivos que confirman la naturaleza quimica de cada
componente (Figura 34).
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Figure 34 Espectros de absorcién UV-Vis de las fracciones obtenidas por cromatografia en columna.

Fraccién F1 (azul): Mostré un A_max a 670 nm (visible) y una banda secundaria a 310 nm (UV),
perfil caracteristico de compuestos fendlicos altamente conjugados como dimeros del acido
cafeico o derivados del acido rosmarinico (Zagoskina et al., 2023). Esta fraccion es la principal
responsable de la coloracién azul del pigmento.

e Fraccién F2 (amarilla): Presenté un A_max a 406 nm, tipico de flavonoides monoméricos
como luteolina o quercetina, sin absorcidn significativa por encima de 500 nm (Dias et al.,
2021).

e Fraccion F3 (verdosa): Exhibid alta absorbancia en UV (0.78 a 400 nm) sin maximo definido
en el visible, consistente con un producto de degradacién como quinonas o compuestos
polimerizados formados durante la evaporacidon del solvente (Arfaoui, 2021).

La aparicion de F3 evidencia la sensibilidad de estos compuestos a las condiciones de
procesamiento, destacando la necesidad de emplear atmdsferas inertes y control estricto de
temperatura en futuras purificaciones para preservar la integridad quimica de los metabolitos
(Samec et al., 2021).

4.4. Comparacion Espectral de las Fracciones Azules Purificadas

El andlisis comparativo de las fracciones azules purificadas por Prep-TLC y cromatografia en
columna revelé diferencias significativas en sus perfiles espectrales (Figura 35).
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Figure 35 Espectros de absorcién UV-Vis comparativos de las fracciones azules purificadas

e Fraccién Prep-TLC: A_max = 663 nm, con banda amplia y bien definida
e Fraccién Columna: A_max = 588 nm, con banda mas estrecha y mayor absorbancia

La diferencia de 75 nm en la posicidon del maximo de absorcidén representa un desplazamiento
hipsocrémico significativo, indicando una alteracién estructural del sistema cromdéforo. Este
fendmeno sugiere que el método de purificacién mas prolongado (cromatografia en columna)
indujo modificaciones quimicas como oxidacién, isomerizacién o polimerizacién del pigmento
(Arfaoui, 2021; Samec et al., 2021).

El método rapido de Prep-TLC, con menor exposicidn a solventes, oxigeno y temperatura, logré
preservar mejor la estructura nativa del compuesto. En contraste, las condiciones mas extensas
de la cromatografia en columna promovieron transformaciones que redujeron el sistema
conjugado, desplazando la absorcién hacia longitudes de onda mas cortas (Munteanu & Apetrei,
2021).

Este hallazgo subraya la labilidad quimica del pigmento y la necesidad de optimizar protocolos de
purificacién mediante el uso de atmoésferas inertes, bajas temperaturas y tiempos de
procesamiento reducidos para preservar su integridad estructural y, consecuentemente, su
potencial actividad funcional.



5. Actividad antioxidante

5.1 Ensayo DPPHe

El pigmento azul obtenido de células habituadas inmovilizadas de Lavandula
angustifolia Mill. mostré una actividad antioxidante moderada en el ensayo DPPHe, con
una inhibicion maxima del 25,30% a 1,50 mg/mL. Esta respuesta no alcanz6 el 50% de
inhibicidn en el rango de concentraciones evaluado (0,07—1,50 mg/mL), lo que impidio el
calculo de un ICs,.

La estimacion del ICso para el estandar Trolox se realizé mediante interpolacién lineal
entre los puntos adyacentes al 50% de inhibicion (0,3125 mM — 53,17%; 0,625 mM —
48,35%), obteniéndose un valor de 0,518 mmol/L. Este resultado se utilizé como
referencia para la comparacion con el pigmento.

Tabla 8 Actividad antioxidante expresada como equivalentes de Trolox (TEAC).

Sustancia Concentracion % Inhibicion TEAC
Trolox 0,625 mM 48,35 1,00
Pigmento azul 0,07 mg/mL 17,26 0,357
Pigmento azul 0,15 mg/mL 9,52 0,197
Pigmento azul 0,30 mg/mL 22,32 0,462
Pigmento azul 1,50 mg/mL 25,30 0,523

*TEAC = (% inhibicion de la muestra)/(% inhibiciéon de Trolox a 0,625 mM)*

Se observo interferencia 6ptica a 0,62 mg/mL debido a la intensa coloracion del
pigmento, lo que invalidé la medicidn a esta concentracion. Este fenbmeno es comun en
ensayos con compuestos altamente pigmentados (Andrys et al., 2017).



El valor de TEAC maximo (0,523) indica que el pigmento posee el 52,3% de la actividad
antioxidante del Trolox bajo estas condiciones. Esta actividad moderada puede atribuirse
a su naturaleza polifendlica —posiblemente derivada de acido rosmarinico o dimeros de
acido cafeico—, aunque su baja solubilidad en el medio metanol/DMSO (7:3) y su
estructura molecular podrian limitar su eficiencia en este sistema.

Cabe destacar que la actividad antioxidante en L. angustifolia varia segun el tipo de
muestra y las condiciones de cultivo (Tali¢ et al., 2023). Estudios previos con extractos
etandlicos o acuosos reportan inhibiciones superiores (hasta 78,5%), mientras que el
perfil metabdlico del pigmento obtenido in vitro —influenciado por la habituacién celular,
la inmovilizacion y la ausencia de reguladores hormonales— podria explicar su respuesta
diferencial (Andrys et al., 2017; Nitzsche et al., 2004).

Finalmente, la baja actividad en el ensayo DPPH- contrasta con los resultados del ensayo
ABTS*. (88,96% de inhibicion), lo que sugiere que el pigmento es mas eficaz en sistemas
que involucran radicales catiénicos. Esta discrepancia refuerza la necesidad de emplear
multiples métodos para una caracterizacion antioxidante completa (Tali¢ et al., 2023).
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Figure 36 Actividad antioxidante del pigmento azul mediante ensayo DPPH.

5.2 Ensayo ABTS"e

La capacidad antioxidante del pigmento azul y sus fracciones se evalu6 mediante el
ensayo del radical cationico ABTS"s, midiendo el porcentaje de inhibicion a los 30
minutos de incubacion, punto en el cual se alcanzé el equilibrio de reaccién.



5.2.1 Actividad antioxidante del pigmento azul

El pigmento azul mostré una relacion dosis-respuesta clara frente al radical ABTS",
alcanzando wuna inhibicion maxima del 74,2% a 31,2 mg/mL (Figura 37). A
concentraciones superiores (62, 125 y 250 mg/mL), la actividad disminuyd
significativamente (71,7%, 48,99% y 0%, respectivamente), sugiriendo que 31,2 mg/mL
representa la concentracion optima. Esta reduccion podria atribuirse a saturacion del
sistema, interferencia optica o agregacion molecular.

En comparacion, el aceite esencial de Lavandula angustifolia reporta inhibiciones del
99,48% (Caprari et al., 2021). Esta diferencia refleja la distinta naturaleza quimica de
ambos extractos: mientras el pigmento azul contiene compuestos fendlicos no volatiles
que actuan principalmente por donacién de electrones, el aceite esencial posee
monoterpenos con mecanismos antioxidantes alternativos.
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Figure 37 Porcentaje de inhibicion del radical ABTS*e por el pigmento azul a diferentes concentraciones.

5.2.2 Evaluacion de fracciones por Prep-TLC

El analisis de cuatro fracciones obtenidas por cromatografia en capa fina preparativa
reveld que la fraccion 2 presenté la mayor actividad antioxidante (54,5% de inhibicion),
seguida por la fraccién 1 (36,9%). Las fracciones 3 y 4 mostraron actividad minima
(Figura 38). Estos resultados indican que los compuestos responsables de la actividad
antioxidante se concentran predominantemente en la fraccion 2, posiblemente fenoles,
flavonoides o estructuras indigoides con capacidad de transferencia de electrones.
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Figure 38 Porcentaje de inhibicion del radical ABTS*e por fracciones de Prep-TLC.

5.2.3 Evaluacion de fracciones de cromatografia en columna

La fraccién purificada mediante cromatografia en columna, identificada como "Fraccion
Azul", mostré una actividad antioxidante excepcional con un 88,96% de inhibicion del
radical ABTS*s a los 30 minutos, superando incluso al estandar Trolox en términos
relativos (Figura 39).

Este resultado demuestra que el proceso de purificacibn permitié enriquecer
significativamente los compuestos antioxidantes, eliminando interferentes vy
concentrando los principios activos. La elevada actividad sugiere la presencia de uno o
varios metabolitos secundarios con potente capacidad de captacion de radicales libres,
posicionando a esta fraccion como un candidato prometedor para aplicaciones
funcionales.
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Figure 39 Respuesta de inhibicion del radical ABTS*e por concentracion de Trolox (30 min).



El analisis comparativo del rendimiento antioxidante (Figura 40) revela que:

o EIl pigmento crudo mostré una actividad maxima del 74% de inhibiciéon a 31,2
mg/mL (TEAC: 2,80 mmol/L Trolox)

« Entre las fracciones de Prep-TLC, la Fraccion 2 presentd 54,5% de inhibicién

e La Fraccion Azul (2.2.1) exhibi6 la mayor actividad (88,95% de inhibicién) con un
TEAC de 24,41 mmol/L Trolox (=244.100 pmol TE/g)

Este incremento de mas de 8 veces en la actividad antioxidante tras la purificacion
mediante cromatografia en columna confirma la efectividad del proceso para aislar y
concentrar los compuestos bioactivos responsables de la capacidad de eliminacién de
radicales libres.
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Figure 40 Comparacidn del % de inhibicidn del radical ABTS*e entre el pigmento crudo, fracciones cromatograficas y la fraccion
purificada (Fraccion Azul).



CONCLUSIONES

1.

Se establecié exitosamente un sistema de cultivo en suspensién de células
habituadas de Lavandula angustifolia Mill. para la produccion de un pigmento
azul, sin la necesidad de reguladores de crecimiento exdgenos. Este constituye el
primer reporte en México de su generacion bajo condiciones de autonomia
hormonal, lo que representa una alternativa sostenible y escalable para la
obtencion de colorantes naturales.

El pigmento, excretado espontaneamente al medio de cultivo, mostré un perfil
espectral caracteristico (Anax = 660 nm), sugiriendo la presencia de estructuras
fendlicas conjugadas, probablemente derivadas del acido rosmarinico. Su
formacion demostré una dependencia critica de la suplementacion con iones
férricos (Fe?") en el medio.

La actividad antioxidante fue altamente dependiente del método de evaluacion.
Mientras que en el ensayo DPPH+ mostré una actividad moderada (25.3% de
inhibicion), el ensayo ABTS"« reveld un potencial excepcional tras la purificacion,
con la "Fraccion Azul" alcanzando un 88.96% de inhibicion y un TEAC de 24.41
mmol/L. Esto posiciona al pigmento como un compuesto bioactivo de alto valor.

La inmovilizacién celular en alginato de calcio y espuma de poliuretano, si bien
mantuvo la viabilidad celular (=80%), no logré inducir la biosintesis del pigmento,
atribuyéndose este resultado a la ausencia de L-cisteina, la quelacion de Fe?* y
posibles limitaciones de difusion.

En conjunto, este trabajo valida el cultivo en suspension de células habituadas
de L. angustifolia como una plataforma biotecnolégica eficaz para la produccién
continua de un pigmento azul natural con doble funcionalidad: colorante vy
antioxidante. La alta actividad de la fraccion purificada justifica estudios futuros
dirigidos a su caracterizacion estructural (HPLC-MS, RMN) y a la evaluacion de
su estabilidad y toxicidad para aplicaciones especificas.



RECOMENDACIONES

1.

Optimizacion de la produccion del pigmento: Se recomienda incorporar L-cisteina
(0,2-0,3 mM) al medio de cultivo en suspension para potenciar la biosintesis del
pigmento azul, basandose en los precursores metabolicos reportados para
compuestos similares.

Evaluacion de sistemas de inmovilizacion: Es crucial probar matrices alternativas
de inmovilizacion que minimicen la quelacidn de iones metalicos, como el alcohol
polivinilico modificado con grupos stilbazolio (PVA-SbQ) o resinas de poliestireno,
para combinar la ventaja operativa de la reutilizacion celular con la induccién
efectiva del pigmento.

Caracterizacion estructural avanzada: Se sugiere realizar la identificacion
estructural del compuesto activo en la Fraccién Azul mediante técnicas analiticas
como HPLC acoplado a espectrometria de masas (HPLC-MS) y resonancia
magnética nuclear (RMN), lo que permitira elucidar la relacion estructura-actividad
antioxidante.

Estudios de estabilidad y aplicabilidad: Para viabilizar su uso, es fundamental
caracterizar la estabilidad del pigmento frente a factores ambientales (pH,
temperatura, luz) y desarrollar formulaciones prototipo (geles, emulsiones) que
permitan evaluar su potencial como ingrediente bioactivo en productos
cosmecéuticos.
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