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Introducción

El análisis de imágenes es 
una herramienta adecuada 
para evaluar diversas propie-
dades de materiales de origen 
biológico. Una característica 
que puede ser medida me-
diante análisis de imágenes es 
la concentración de compues-
tos coloreados, a través de la 
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medición del color en imáge-
nes de un material biológico 
(Trejo-Tapia et al., 2007).

Las betalaínas son pigmen-
tos nitrogenados que com-
prenden a las betaxantinas de 
color amarillo y las betaciani-
nas de color rojo. Estos com-
puestos tienen una limitada 
distribución biológica. Solo se 
les encuentra en plantas del 

orden Caryophyllales y ciertos 
hongos de los géneros Ama-
nita e Hygrophoruse (Strack 
et al., 2003). Las betalaínas 
son hidrosolubles, por lo que 
son utilizadas en la industria 
de los alimentos para colorear 
productos procesados tales 
como bebidas carbonatadas, 
lácteos, cárnicos y confites, 
y en la industria farmacéu-
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tica para la manufactura de 
tabletas (Delgado-Vargas et 
al., 2000).

El cultivo de células vegeta-
les es una alternativa biotecno-
lógica para producir compues-
tos químicos de interés. Un 
ejemplo representativo es en la 
producción de placlitaxel, com-
puesto con actividad antican-
cerígena, ampliamente deman-
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RESUMEN

Se evaluó el efecto de cuatro detergentes, Tween 20, 40 y 80, 
y Tritón X-100® como agentes químicos permeabilizantes para 
la liberación de betacianinas (BC) de células en suspensión de 
Beta vulgaris. Se seleccionó el agente químico permeabilizan-
te con base en la concentración de betacianinas liberadas y el 
tiempo de contacto. El contenido de BC se estimó usando me-

dición de color por análisis de imágenes. Los resultados mos-
traron que la adición de Tritón X-100® 0,7mM durante 10min 
era suficiente para liberar el 36% de BC, con una viabilidad 
de 60-70%, y permitiendo además un nuevo ciclo de cultivo de 
las células tratadas y la acumulación paulatina de betacianinas 
durante el segundo ciclo.
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SUMMARY

Red beet (Beta vulgaris L.) cell suspensions were permeabi-
lized by means of four chemical detergent agents, Tween 20, 40 
and 80, and Triton X-100®, to evaluate the recovery of betacia-
nins (BC). The permeabilizating agent was selected as a func-
tion of the quantity of BC released and the contact time. Be-
tacianin concentration was measured using digital color image 

analysis. The results showed that 36% of betacianins was re-
leased using Triton X-100® (0.7mM) during 10min; using these 
extraction conditions, the viability remained at 60-70%. This 
treatment allowed a second growing-cycle, as well as, an ad-
ditional accumulation of betacianins.
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dado para usos clínicos y que 
se obtiene de cultivos celulares 
de especies de Taxus (Cragg 
et al., 1993). Diversas metodo-
logías han sido desarrolladas 
para su obtención, pero es aún 
escasa su implementación en 
procesos industriales, siendo 
el almacenamiento intracelular 
de estos compuestos una de las 
principales limitantes para la 
producción industrial de com-
puestos generados en células 
vegetales. La acumulación de 
pigmentos inhibe la tasa de 
síntesis en el interior celular. 
Esto hace necesario el rom-
pimiento celular, aumentando 
las operaciones de proceso e 
incrementando los costos, a la 
vez que imposibilita la reuti-
lización de la biomasa celular 
(Zhang et al., 2002; Wu y Lin, 
2003).

Para permitir la liberación 
de las betacianinas (BC) y 
facilitar la extracción de éstas 
en cultivo se han planteado 
estrategias alternas a los pro-
cesos tradicionales de extrac-
ción, como es el caso de la 
permeabilización. Este proceso 
implica la formación de poros 
o microcanales en la membra-
na plasmática, permitiendo la 
liberación de los metabolitos 
secundarios intracelulares al 
medio de cultivo. La permeabi-
lización facilita tanto la recu-
peración como la purificación 
del producto, para aprovechar 
y favorecer la biosíntesis en las 
células, dando como resultado 
un incremento en la eficiencia 
del bioproceso (Zhang et al., 
2002).

La permeabilización puede 
ser llevada a cabo mediante 
procedimientos físicos como la 
electroporación o la ultrasoni-

cación. La primera ha probado 
favorecer la liberación de ber-
berina y betacianinas en Tha-
lictrum rugosum y Chenopo-
dium rubrum, respectivamente, 
mientras que la segunda se ha 
utilizado en cultivos de Taxus 
chinensis con resultado positivo 
en la producción de taxol (Wu 
y Lin, 2003). Sin embargo, la 
permeabilización física presenta 
desventajas, como el hecho que 
la electroporación involucra 
intensidades de corriente altas 
que podrían dañar las mem-
branas celulares y reducir la 
viabilidad de los cultivos. Otra 
forma es la permeabilización 
química utilizando sustancias 
como los detergentes, de tal 
manera que se formen poros 
temporales en la membrana, 
con la ventaja de que es posible 
la regeneración de ésta, por lo 
que las células se conservarán 
viables para continuar reali-
zando los procesos metabólicos 
correspondientes a crecimiento 
y biosíntesis (Thimmaraju et 
al., 2003). Algunos estudios 
realizados con fines de observar 
la incorporación de detergentes 
no-iónicos a membranas de li-
posomas (monocapa y multica-
pa) y vesículas de retículo sar-
coplásmico, indicaron que estos 
detergentes se incorporaron a 
la membrana con movimientos 
lentos ( flip-flop) similar a lo 
que ocurre con los fosfolípidos 
(Le Maire et al., 1987).

La permeabilización química 
con sustancias como el dime-
tilsulfóxido, glicerol o tritón 
ha sido aplicada en cultivos in 
vitro de distinto tipo, tanto de 
células no-diferenciadas, como 
órganos e incluso plantas com-
pletas. Un agente químico per-
meabilizante (AQP) es el Tritón 

X-100® (TX-100®), un deter-
gente no iónico ampliamente 
utilizado para desnaturalizar 
membranas y para permeabi-
lizar cultivos celulares de Ca-
tharanthus roseus (alcaloides), 
Thalictrum rugosum (berberina) 
y Chenopodium rubrum (be-
tanina; Brodelius, 1988). En 
dicho estudio se observó que 
tanto T. rugosum como C. ru-
brum perdieron la capacidad de 
continuar creciendo y de produ-
cir los compuestos de interés. 
Por el contrario, las células de 
C. roseus liberaron el 50% de 
los alcaloides después del trata-
miento con el AQP y crecieron 
nuevamente al ser subcultivadas 
en medio fresco. Estos resulta-
dos muestran que la suscepti-
bilidad a la permeabilización 
depende de la especie vegetal y 
la línea celular.

El Tween 20 es otro deter-
gente útil para permeabilizar 
células vegetales. Fue aplicado 
a plantas de Datura inoxia 
Mill. en niveles de 1-5% (v/v), 
observándose que con 5% se 
liberaron 40mg·l-1 de los alca-
loides hiosciamina y escopo-
lamina, derivados del tropano. 
Cabe destacar que el rendi-
miento total fue siete veces 
mayor al del testigo (8mg·l-1; 
Gontier et al., 2002). Thimma-
raju et al. (2003) observaron 
que raíces transformadas de 
Beta vulgaris fueron permeabi-
lizadas con Tween 80 (0,15% 
v/v) liberando 54% de betalaí-
nas y sin afectar la viabilidad 
del cultivo.

El principal reto a vencer 
cuando se establece un pro-
tocolo de permeabilización es 
evitar la disminución o incluso 
pérdida de la viabilidad de las 
células permeabilizadas y su 

capacidad de producir el com-
puesto de interés (Dörnenburg 
y Knorr, 1997; Trejo-Tapia et 
al., 2007). En respuesta a la 
permeabilización química se 
pueden presentar cambios sig-
nificativos e irreversibles en la 
membrana celular tales como 
desprendimiento de proteínas 
y fosfolípidos (Felix, 1982), 
desnaturalización (Dörnen-
burg y Knorr, 1992; Park y 
Martínez, 1992), destrucción 
de la compartamentalización 
celular, o liberación de com-
ponentes tóxicos y enzimas 
hidrolíticas como las proteasas 
que actúan a nivel de proteínas 
constitutivas de la membrana 
plasmática.

Recientemente (Trejo-Tapia 
et al., 2007) fue reportada 
la utilización de TX-100® 
para permeabilizar cultivos en 
suspensión de B. vulgaris. Se 
observó que las células murie-
ron en su totalidad, después 
de aplicar 0,9mM del agente 
por 15min, mientras que con 
0,7mM la viabilidad se redujo 
en un 70%. Los resultados 
sugirieron que el contacto con 
el AQP por tiempos mayores 
tenía un efecto letal para las 
células. El objetivo del presen-
te estudio fue el de establecer 
un protocolo para permeabi-
lizar células de B. vulgaris 
mediante un método químico 
que no afectara la viabilidad 
y la producción eficiente de 
betacianinas.

Materiales y Métodos

Material biológico y medio 
de cultivo

Se utilizaron cultivos celulares 
en suspensión de Beta vulgaris 
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RESUMO

Avaliou-se o efeito de quatro detergentes, Tween 20, 40 e 80, 
e Tritón X-100® como agentes químicos permeabilizantes para a 
liberação de betacianinas (BC) de células em suspensão de Beta 
vulgaris. Selecionou-se o agente químico permeabilizante com 
base na concentração de betacianinas liberadas e o tempo de 
contacto. O conteúdo de BC se estimou usando medição de cor 

por análise de imágens. Os resultados mostraram que a adição 
de Tritón X-100® 0,7mM durante 10min era suficiente para libe-
rar 36% de BC, com uma viabilidade de 60-70%, e permitindo 
além disso um novo ciclo de cultivo das células tratadas e a 
acumulação paulatina de betacianinas durante o segundo ciclo.
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L. var. “Crosby Egyptian” (línea 
celular fenotipo rojo púrpura) 
crecidos en matraces Erlenmeyer 
de 500ml (Ontiveros, 1994) con 
100ml de medio basal B5 (Gam-
borg et al., 1968) suplementado 
con 0,01mg·l-1 de ácido 2,4-di-
clorofenoxiacético y 0,1mg·l-1 de 
cinetina. El pH se ajustó a 5,5 
antes de la esterilización. Los 
cultivos fueron incubados a 25 
±2oC, fotoperíodo de 16h de 
luz (36µmol·m-2·s-1) y agitación 
orbital (100min-1) constantes.

Determinación de betacianinas 
y crecimiento celular

Durante el transcurso de la 
cinética de recrecimiento para 
cultivos de células permeabi-
lizadas y no permeabilizadas, 
se tomaron fotomicrografías 
(4×) con un microscopio Eclip-
se 80i (Nikon, Japón) y una 
cámara digital 3CCD (MTI, 
Michigan, EEUU) en campo 
claro. Las imágenes fueron gra-
badas en formato JPEG con 
620-480 pixeles. Se obtuvieron 
10 imágenes para cada tiempo 
de la cinética. En cada imagen 
se aisló un agregado celular, 
tomándolo como un objeto y 
eliminando el resto de la ima-
gen. Este procedimiento fue 
realizado con el programa Corel 
Photo Paint V.11.

Los objetos fueron analizados 
como color RGB (combinación 
de rojo, verde y azul) y el color 
característico de las betacianinas 
fue evaluado como Rv= R - G, 
donde, G tiene un valor menor 
al 10% respecto al componente 
R (Trejo-Tapia et al., 2007). 
El contenido de betacianinas 
se calculó usando la relación 
[BC]= 23,60Rv – 178,67 pro-
porcionada por Trejo-Tapia et 
al. (2007), donde: [BC] es la 
concentración de betacianinas 
en mg·l-1.

Selección del AQP

Se utilizaron tubos de ensaye 
de 50ml con 30ml de medio 
B5 a los que se añadieron 10g 
de células (en base húmeda) 
de B. vulgaris de 6 días de 
iniciados los cultivos. En ensa-
yos separados se añadieron los 
detergentes Tween 20, 40, 80, 
y TX-100® (Sigma-Aldrich) 
en una concentración final de 

0,9mM. Los tubos 
con las células y el 
detergente se agi-
taron con un vor-
tex (Thermolyne 
M37615), se incu-
baron a 25 ±2oC 
durante 24h y se 
determinó la can-
tidad de BC libe-
radas al medio de 
cultivo.

Selección de la 
concentración del 
AQP y del tiempo 
de contacto

Se ut i l iza ron 
matraces Erlen-
meyer de 50ml con 10ml de 
medio de cultivo a los que se 
añadió 1g de células (base 
húmeda) de 6 días de inicia-
dos los cultivos. Se evaluó el 
efecto del AQP (seleccionado 
en los experimentos previos) 
en concentraciones de 0,009; 
0,09; 0,23; 0,51; 0,7; 0,78 
y 0,9mM, durante 50min 
de tiempo de contacto. Los 
cultivos fueron incubados se-
gún lo descrito previamente 
y se determinó la cantidad 
de betacianinas liberadas al 
medio de cultivo por análisis 
de imágenes.

Pruebas de recrecimiento de 
los cultivos permeabilizados

Tratamiento post-permeabili-
zación. Una vez seleccionado 
el AQP, la concentración y 
tiempo de contacto, se rea-
lizaron pruebas de recreci-
miento. Las células fueron 
permeabilizadas bajo las 
condiciones que promovie-
ron la mayor liberación de 
pigmentos. Posteriormente, 
para eliminar los restos de 
detergente, fueron lavadas 
con medio de cultivo fresco 
durante 30min en agitación y 
filtradas a través de un tamiz 
de acero inoxidable de luz de 
malla de 60µm y se transfi-
rieron a un matraz de 500ml 
con 100ml de medio de cul-
tivo fresco, únicamente para 
dar un enjuague (esta acción 
se realizó dos veces).

Recrecimiento de las células 
permeabilizadas. Las células 

permeabilizadas y lavadas 
se pusieron en matraces de 
50ml con10ml de medio de 
cultivo. La concentración de 
BC y el crecimiento celular 
(en base húmeda) fueron eva-
luados después de 0, 4, 7, 11 
y 15 días. Con estos datos 
se calcularon el tiempo de 
duplicación celular (td) y la 
velocidad específica de cre-
cimiento (μ) y de producción 
de BC. Como control se uti-
lizaron células que no fueron 
permeabilizadas.

Cálculo de parámetros 
cinéticos

El tiempo de duplicación 
celular (td) se calculó de 
acuerdo con la ecuación de 
Brown (1990)

                  (1)

donde m: pendiente de la rec-
ta. La velocidad específica de 
crecimiento (µ) se calculó a 
partir de td según la ecua-
ción

                  (2)

y la velocidad de producción 
de betacianinas (φ; mg·l-1·día-1) 
se calculó como

 φ= 1/td                  (3)

Resultados y Discusión

Selección del AQP

Primero se determinó cuál 
de los cuatro detergentes 

considerados en el 
estudio promovía la 
mayor liberación de 
betacianinas (BC). 
Después de 24h de 
contacto, los deter-
gentes Tween 20, 40 
y 80, promovieron la 
liberación de solo el 
5-9% de los pigmen-
tos. Por el contrario, 
en plantas de Datura 
inoxia Mill fue re-
portado (Gontier et 
al., 2002) que el uso 
de Tween 20 favore-
ció la liberación de 
los compuestos de 
interés. Esto sugiere 
que la especie y la 

edad pudieron ser un factor 
importante en la respuesta a 
la permeabilización. Por el 
contrario, con TX-100® se 
liberaron 900mg·l-1 de BC, lo 
cual corresponde al 76,3% del 
total (1180mg·l-1; Figura 1).

De acuerdo con lo señalado 
por Le Maire et al. (2000) 
y Schreier et al. (2000), la 
permeabilización se basa en 
diversos factores, entre los 
cuales se pueden citar prin-
cipalmente las características 
hidrofóbica-hidrofílica entre 
las moléculas del detergente 
y los fosfolípidos de la mem-
brana, el número de regiones 
de la membrana plasmática 
que dichos detergentes pudie-
sen ocupar y la composición 
de la membrana en cuanto a 
fosfolípidos y proteínas. Los 
factores determinantes pue-
den variar para las diferentes 
especies vegetales (Meiners et 
al., 1991). Por ejemplo, si el 
número de regiones ocupadas 
por el detergente es baja o si 
hay un impedimento estérico 
debido al tamaño y/o com-
posición de la molécula del 
detergente (Le Maire et al. 
2000; Schreier et al., 2000) 
permitiendo quizás una mayor 
formación de poros o microca-
nales en la membrana plasmá-
tica (Zhang et al., 2002). Es 
posible que la diferencia en la 
respuesta observada entre los 
detergentes Tween y el TX-
100® se deba a las diferencias 
en su estructura química. Si 
bien ambos son no iónicos, 
los detergentes Tween presen-
tan mayor número de centros 

Figura 1. Liberación de betacianinas de células de B. vulgaris 
permeabilizadas con cuatro detergentes (0,9mM) durante 24h 
(n= 3, las barras señalan la desviación estándar).
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polares que el TX-100®, los 
cuales podrían formar puentes 
de hidrógeno con el agua e 
impedir que la molécula del 
Tween penetre en la bicapa 
de fosfolípidos. Lo anterior 
coincide con lo reportado por 
Le Maire et al. (1987) quien 
indica que algunos detergentes 
no iónicos se incorporan en 
la bicapa de fosfolípidos de 
manera lenta con movimien-
tos flip-flop similar a como lo 
hacen los fosfolípidos en las 
membranas plasmáticas.

Selección de la concentración 
del AQP y tiempo de contacto

Con base en los resultados 
anteriores, se seleccionó el 
TX-100® para continuar el 
trabajo y en la siguiente eta-
pa se evaluó el efecto de su 
concentración y del tiempo de 
contacto sobre la liberación 
de los pigmentos. Al aplicar 
0,009-0,51mM de TX-100® 
a las células de B. vulgaris 
no se liberó BC (datos no 
mostrados). Pero al aumen-
tar la concentración del AQP, 
a 0,7-0,9mM se observó la 
liberación inmediata de los 
pigmentos, alcanzándose el 
máximo a los 15min (Figura 
2). Al aplicar 0,7 y 0,78mM 
de TX-100® se liberó 59 y 
90% del total de BC que con-
tenían las células (1478mg·l-1), 
respectivamente. Estas pro-
porciones son mayores a las 
obtenidas mediante métodos 
físicos para T. chinensis, don-
de la aplicación de 2min de 
ultrasonicación favoreció de 
1,5 a 1,8 veces el incremento 
de taxol (Wu y Lin, 2003). 
Con 0,9mM del AQP, la ab-
sorbancia del medio de cultivo 
fue 27% mayor respecto al 
control. Es probable que bajo 
esta condición de permeabili-
zación, se liberen además de 
las BC, otras sustancias celu-
lares como algunos polifenoles 
que absorben a una longitud 
de onda cercana a 540 nm 
(Kujala et al., 2001).

Bajo las mismas condiciones 
de permeabilización se deter-
minó que la viabilidad de las 
células permeabilizadas con 
0,78 y 0,9mM de TX-100® 
durante 15min disminuyó 
drásticamente hasta el 30% 

mientras que con 
0,7mM se mantuvo 
en 70%. Este dato, 
condujo a la selec-
ción de 0,7mM de 
TX-100® para las 
pruebas de recre-
cimiento.

Pruebas de 
re-crecimiento

Con base en los 
resultados descri-
tos y con el objeto 
de evitar la pér-
dida de viabili-
dad de las células 
para las pruebas 
de recrecimien-
to, se seleccionó 
la concentración 
de 0,7mM de 
TX-100®, la cual 
mantuvo la viabili-
dad entre 60 y 70 
%. Tales valores, 
son similares a los 
reportados por Mi-
randa (2003) y por 
Trejo-Tapia et al. 
(2007). Se ensa-
yaron dos tiempos 
de contacto, 10 y 
15minutos. Los re-
sultados mostraron 
que las células li-
beraron 40 y 60% 
de BC a los 10 y 
15min, respectiva-
mente.

En la f igura 
3a se muest ra 
el  recrecimien-
to de las células 
permeabil izadas 
con 0,7m M de 
TX-100® tras 10 
y 15min de con-
tacto. Se observa 
que en las células 

permeabilizadas tras 
15min de contacto 
no hubo crecimien-
to y no se registró 
permeabilización de 
pigmentos,  por lo 
cual posiblemente 
se afectó en forma 
negativa la biosín-
tesis (Figura 3a-b). 
De acuerdo a lo re-
por tado por Fel ix 
(1982), en respues-
ta a la permeabili-
zación química se 
pudieron presentar 
cambios significa-
tivos e irreversibles 
en la membrana ce-

lular por desprendi-
miento de proteínas 
y fosfol ípidos,  así 
como por desnatura-
lización (Dörnenburg 
y Knorr, 1992; Park 
y Mar t ínez ,  1992) 
y destrucción de la 
compartamentaliza-
ción celular. De he-
cho, las cé lulas se 
observaron oxidadas 
o necrót icas,  pro -
ducto de la degra-
dación de las BC o 
p-difenoles. Mientras 
que con el control, 
se observó un per-
fil de crecimiento de 
biomasa (Figura 3a). 
Las células sin per-
meabilizar (control) 
no presentaron fase 
lag,  su mayor cre-
cimiento se observó 
entre 4-11 días con 
una velocidad espe-
cífica de crecimiento 
(µ) de 0,147 días-1 y 
una productividad de 
biomasa máxima de 
26g·pf·l-1·día-1 al día 
15 (Tabla I). Por su 

parte, el cultivo permeabi-
l izado presentó dos fases 
de crecimiento: 1) 0-11 días 
con una µ= 0,061 días-1 y 2) 
11-18 días con una µ= 0,128 
días-1. En este caso, la pro-
ductividad máxima de bio-
masa fue de 18g·pf·l‑1·día-1 
al día 18.

Estos datos sugieren que 
el  t ratamiento permeabi-
l izante tuvo un efecto de 
disminución de la velocidad 
de crecimiento en compara-

Tabla I
Parámetros cinéticos de los cultivos de B. vulgaris 

sin permeabilizar y permeabilizados

Parámetro cinético Cultivo control Cultivo 
permeabilizado

Crecimiento:
    µ (días-1) 0,147 Fase 1: 0,061

Fase 2: 0,128
    Productividad máxima (g·l-1·día-1) 26 (día 15) 18 (día 18)

Betacianinas
    φ (días-1) 241 247

    Productividad máxima (mg·l-1·día-1) 354 (día 15) 200 (día 11)

Figura 2. Efecto de la concentración de Tritón X-100® en la 
liberación de betacianinas de cultivos celulares de B. vulgaris; 
control=1478mg bc·l-1; : 0,7; : 0,78 y : 0,9mM; n= 3; las 
barras señalan la desviación estándar.

Figura 3. Cinética de crecimiento (a) y producción de be-
tacianinas (b) de células de B. vulgaris permeabilizadas 
con 0,7mM de Tritón X-100® durante 10min; : control; : 
cultivo permeabilizado; n=5; las barras señalan la desviación 
estándar.
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ción al control. Es 
probable que solo 
una fracción de la 
población celular 
haya sido tolerante 
a la permeabiliza-
ción, lo cual coin-
cide con lo obser-
vado previamente 
para otras especies 
como C. rubrum, 
C. roseus y T. ru-
gosum (Brodelius, 
1988) . El ret raso 
en el  crecimien-
to de las cé lulas 
p e r me abi l i z a d a s 
en comparación 
a l cont rol pudie-
ra atr ibuirse a un 
proceso de adapta-
ción y reparación 
de la membrana 
(Felix, 1982).

En relación con 
los pigmentos, se 
observó que el cul-
tivo control presen-
tó la máxima concentración 
de BC (4000mg· l -1)  a  los 
11 días, la cual permaneció 
constante hasta el final del 
experimento (Figura 3b); la 
productividad máxima fue 
de 354mg·l-1·día-1 al día 11, 
con una velocidad específica 
de producción (φ) de 241 
días-1 (Tabla I). En contras-
te, el perfil de producción 
de los pigmentos de las cé-
lulas permeabil izadas fue 
diferente. Durante los pri-
meros 10 días la concentra-
ción de BC 
p e r m a n e c ió 
constante y 
no fue sino 
hasta el  d ía 
11 cuando 
se observó 
un incre-
mento en la 
cant idad de 
BC, lo cua l 
sugiere que 
las cé lulas 
comenza ron 
a sintet iza r 
betacianinas 
nuevamente. 
La concentra-
ción máxima 
se obtuvo al 
día 18, cuan-
do, a lcanza-
ron un 93% 

de lo producido por el con-
trol, con una velocidad de 
producción similar al con-
trol (Tabla I).

En la Figura 4 se presen-
tan fotomicrografías repre-
sentativas de las células de 
B. vulgaris no permeabili-
zadas al inicio (Figura 4a) 
y en el día 15 (Figura 4b) 
de la cinét ica de recreci-
miento. Por el contrario, en 
el cult ivo permeabil izado 
los cambios son claros; al 
inicio de la cinética una alta 

proporción de las células se 
observaron incoloras (Figu-
ra 4c) mientras que en el 
día 15 ya presentaron be-
tacianinas (Figura 4d). Es-
tos resultados confirman la 
capacidad de las células de 
B. vulgaris permeabilizadas 
con TX-100® para producir 
pigmentos nuevamente. 

Balance de masa

Con el objetivo de mos-
trar la probable ventaja que 

representa el  pro -
ceso de permeabi-
l ización se realizó 
un balance de masa 
que se presenta en 
la Figura 5. En este 
esquema se compa-
ran ambos sistemas, 
el proceso sin per-
meabilización (SP) 
y el proceso some-
tido a permeabiliza-
ción (CP).

Proceso SP.  Éste 
consistió en suspen-
der las células, con 
6 días de crecimien-
to, en medio líquido 
y dejarlas crecer. De 
acuerdo a los resul-
tados de las cinéti-
cas de crecimiento 

Figura 5. Proceso de permeabilización con Tritón X-100® comparado 
con el proceso por lotes para la producción de betacianinas por cultivo 
de células de B. vulgaris en suspensión. Cálculos en base a un volu-
men de 10ml. SP= sin permeabilizar; CP= cultivo permeabilizado.

Figura 4. Fotomicrografías (campo claro, 4×) de células de B. vulgaris permeabilizadas 
con 0,7mM de Tritón X-100® por 10min, durante la cinética de recrecimiento. Control: 0 
días (a) y 15 días (b) y cultivo permeabilizado: 0 días (c) y 15 días (d).

y producción (Figura 3) a 
los 11 días se obtuvo tanto 
el máximo crecimiento celu-
lar, como la mayor cantidad 
de BC; es deci r,  a los 21 
días acumulados (6 días de 
cultivo del inóculo más 15 
días para llegar a su máxi-
ma producción y crecimien-
to). Por lo tanto, se tendría 
una cantidad de pigmentos 
sintetizados [BC] correspon-
diente al nivel máximo de la 
cinética (38,7mg y producti-
vidad es de 1,84mg·día-1).

Si de manera ideal este 
proceso permaneciera cons-
tante pa ra cada ciclo de 
producción, la cantidad acu-
mulada de BC se podría re-
presentar por

         (4)

donde n: número de ciclos 
que se llevan a cabo.

En dos ciclos se obten-
drían 77,4mg de BC, en tres 
ciclos 116,1 y así  sucesi-
vamente. Sin embargo, la 
productividad permanecería 
constante (es decir, 38,7/21 
días= 1,84mg·día-1; 77,4/42= 
1,84; etc).

Proceso CP. Debido a que 
se necesitaba una cantidad 
de masa celular grande para 
realizar las pruebas de re-
crecimiento con sus respec-
tivas repeticiones, se trabajó 
inicialmente con un volumen 
de 400ml de medio líquido 
B5 conteniendo 40g de célu-
las (en base fresca). Poste-
riormente, para la etapa de 
recrecimiento el volumen de 
cultivo fue de 10ml. Por lo 
tanto, para realizar el balan-
ce de masa correspondiente, 
se planteó en una base de 
cálculo de 10ml conteniendo 
1g de biomasa y 20mg de 
BC (Figura 3a).

Al agrega r el  AQP, las 
células liberaron una cierta 
cantidad de betacianinas y 
poster iormente cont inua-
ron su crecimiento celular 
y biosíntesis de pigmentos. 
La Figura 3b, muestra los 
niveles de producción de BC 
que puede alcanzar un cul-
tivo CP, en donde, a los 24 
días se llegó a la máxima 
producción de Bc, de 35mg. 
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La cantidad total sintetizada 
sería

[BC]s= [BC]e + [BC]f  (5)

donde [BC]s: BC sintetiza-
dos, [BC] e: BC ext ra ídas 
por adición de AQP, y [BC]
f: BC al f inal de la ciné-
tica.

Es deci r  13,5 + 35 = 
48,5mg de BC. Por lo tan-
to, la productividad en este 
caso es de 2 ,02mg· d ía -1, 
siendo casi un 10% mayor 
que en el proceso SP. Este 
va lor muest ra de manera 
muy somera la ventaja de la 
permeabilización. Otra ven-
taja de los cult ivos CP es 
que puede emplearse como 
un proceso semicont inuo, 
puesto que es posible ex-
traer BC sin detener el pro-
ceso de cultivo y quizás se 
puede prolongar el mismo, 
estableciendo más de un ci-
clo de permeabilización. En 
los cultivos SP se requiere 
detener la cinética (proceso 
por lote) para la extracción 
del metabolito.

Es también impor tante 
considerar que el almace-
namiento intracelular de los 
metabolitos secundarios que 
se lleva a cabo en cultivos 
SP viene a ser una proba-
ble l imitante pa ra que se 
produzca una cantidad ma-
yor de pigmentos, debido 
a dos factores principales: 
a) los productos acumula-
dos, resultado de la biosín-
tesis, pueden ocasionar una 
inhibición de las enzimas 
involucradas en la vía me-
tabólica de producción de 
BC (Wu y Lin, 2003) y b) 
el espacio disponible para 
almacenar estos compuestos, 
está limitado por el tamaño 
de la vacuola lo que repre-
senta un impedimento físico 
para incrementar la cantidad 
de metabolitos acumulados 
(Zhang et al., 2002).

Para el caso de la biomasa, 
el balance se realizó siguien-
do el mismo procedimiento 
que el ut i l izado para BC. 
Los resultados mostraron que 
en los cultivos SP la canti-
dad de biomasa producida 
(3,65g) es ligeramente mayor 
a los cultivos CP (3,3g), y 

también, la productividad 
es mayor en un 23,5% (de 
0,17g·día-1 en cultivo SP y 
0,13g·día-1 en cultivo CP). 
Esta disminución se puede 
atribuir al posible daño ce-
lular causado por la adición 
del AQP y, además, como 
resultado de la permeabi-
lización existe un periodo 
considerable (~7 días, Figura 
3a) cuando aparentemente 
las células no crecen debido 
a que están sometidas a un 
proceso de reparación (Felix, 
1982). Sin embargo, estos 
resultados muestran que la 
adición controlada de AQP 
no afecta considerablemente 
la capacidad de recrecimien-
to del cultivo ni la capacidad 
de biosíntesis de las betacia-
ninas.

Conclusiones

Se estableció un proto-
colo de permeabi l ización 
de células de B. vulgaris 
con TX-100® que permite 
la reutilización del cultivo. 
Este protocolo consiste en 
el t ratamiento con 0,7mM 
de Tr itón X-100 ® durante 
10min, seguido de lavado 
por 30min y dos enjuagues 
en medio de cult ivo f res-
co. La cantidad de biomasa 
obtenida en cultivos CP es 
similar a la del cultivo SP. 
La permeabilización permite 
el recrecimiento del cultivo, 
aumentando un ciclo pro-
ductivo de pigmentos, con 
lo cual aumenta la eficiencia 
final de producción.
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