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RESUMEN

Se evaluo el efecto de cuatro detergentes, Tween 20, 40 y 80,
y Tritéon X-100® como agentes quimicos permeabilizantes para
la liberacion de betacianinas (BC) de células en suspension de
Beta vulgaris. Se selecciono el agente quimico permeabilizan-
te con base en la concentracion de betacianinas liberadas y el
tiempo de contacto. El contenido de BC se estimo usando me-

dicion de color por andlisis de imdgenes. Los resultados mos-
traron que la adicion de Triton X-100® 0,7mM durante 10min
era suficiente para liberar el 36% de BC, con una viabilidad
de 60-70%, y permitiendo ademds un nuevo ciclo de cultivo de
las células tratadas y la acumulacion paulatina de betacianinas
durante el segundo ciclo.

ESTABLISHMENT OF A PREMEABILIZATION PROTOCOL WITH DETERGENTS TO INCREASE BETACIANINE
PRODUCTION EFFICIENCY IN A Beta vulgaris L. CELL CULTURES
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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.

Introduccion

El andlisis de imagenes es
una herramienta adecuada
para evaluar diversas propie-
dades de materiales de origen
biolégico. Una caracteristica
que puede ser medida me-
diante andlisis de imagenes es
la concentracién de compues-
tos coloreados, a través de la

medicioén del color en image-
nes de un material biolégico
(Trejo-Tapia et al., 2007).
Las betalainas 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
distribucién biolégica. Solo se
les encuentra en plantas del

orden Caryophyllales y ciertos
hongos de los géneros Ama-
nita e Hygrophoruse (Strack
et al., 2003). Las betalainas
son hidrosolubles, por lo que
son utilizadas en la industria
de los alimentos para colorear
productos procesados tales
como bebidas carbonatadas,
lacteos, carnicos y confites,
y en la industria farmacéu-

tica para la manufactura de
tabletas (Delgado-Vargas et
al., 2000).

El cultivo de células vegeta-
les es una alternativa biotecno-
l16gica para producir compues-
tos quimicos de interés. Un
ejemplo representativo es en la
produccion de placlitaxel, com-
puesto con actividad antican-
cerigena, ampliamente deman-
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ESTABELECIMENTO DE UM PROTOCOLO DE PERMEABILIZACAO COM DETERGENTES QUE INCREMENTA A
EFICIENCIA NA PRODUCAO DE BETACIANINAS EM CULTIVOS DE CELULAS DE Beta vulgaris L.

Guadalupe Salcedo-Morales, Gabriela Trejo-Tapia, Blanca P. Martinez-Bonfil, Antonia De Jesis-Sdnchez, Martha L. Arenas-Ocampo

e Antonio R. Jiménez-Aparicio

RESUMO

Avaliou-se o efeito de quatro detergentes, Tween 20, 40 e 80,
e Triton X-100® como agentes quimicos permeabilizantes para a
liberagdo de betacianinas (BC) de células em suspensdo de Beta
vulgaris. Selecionou-se o agente quimico permeabilizante com
base na concentra¢do de betacianinas liberadas e o tempo de
contacto. O conteiido de BC se estimou usando medigdo de cor

por andlise de imdgens. Os resultados mostraram que a adi¢do
de Triton 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
acumulagdo paulatina de betacianinas durante o segundo ciclo.

dado para usos clinicos y que
se obtiene de cultivos celulares
de especies de Taxus (Cragg
et al., 1993). Diversas metodo-
logias han sido desarrolladas
para su obtencidn, pero es aun
escasa su implementacién en
procesos industriales, siendo
el almacenamiento intracelular
de estos compuestos una de las
principales limitantes para la
produccién industrial de com-
puestos generados en células
vegetales. La acumulacién de
pigmentos inhibe la tasa de
sintesis 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-
lizacién de la biomasa celular
(Zhang et al., 2002; Wu y Lin,
2003).

Para permitir la liberacién
de las betacianinas (BC) y
facilitar la extraccion de éstas
en cultivo se han planteado
estrategias alternas a los pro-
cesos tradicionales de extrac-
cién, como es el caso de la
permeabilizacion. Este proceso
implica la formacién de poros
0 microcanales en la membra-
na plasmadtica, permitiendo la
liberacion de los metabolitos
secundarios intracelulares al
medio de cultivo. La permeabi-
lizacioén facilita tanto la recu-
peracién como la purificacién
del producto, para aprovechar
y favorecer la biosintesis en las
células, dando como resultado
un incremento en la eficiencia
del bioproceso (Zhang et al.,
2002).

La permeabilizacién puede
ser llevada a cabo mediante
procedimientos fisicos como la
electroporacién o la ultrasoni-

cacién. La primera ha probado
favorecer la liberacién 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 produccién de taxol (Wu
y Lin, 2003). Sin embargo, la
permeabilizacién fisica presenta
desventajas, como el hecho que
la electroporacién involucra
intensidades de corriente altas
que podrian dafiar las mem-
branas celulares y reducir la
viabilidad de los cultivos. Otra
forma es la permeabilizacién
quimica utilizando sustancias
como los detergentes, de tal
manera que se formen poros
temporales en la membrana,
con la ventaja de que es posible
la regeneracion de ésta, por lo
que las células se conservardan
viables para continuar reali-
zando los procesos metabélicos
correspondientes a crecimiento
y biosintesis (Thimmaraju et
al., 2003). Algunos estudios
realizados con fines de observar
la incorporacién de detergentes
no-iénicos a membranas de li-
posomas (monocapa y multica-
pa) y vesiculas de reticulo sar-
copldsmico, indicaron que estos
detergentes se incorporaron a
la membrana con movimientos
lentos (flip-flop) similar a lo
que ocurre con los fosfolipidos
(Le Maire et al., 1987).

La permeabilizacién quimica
con sustancias como el dime-
tilsulféxido, glicerol o tritén
ha sido aplicada en cultivos in
vitro de distinto tipo, tanto de
células no-diferenciadas, como
6rganos e incluso plantas com-
pletas. Un agente quimico per-
meabilizante (AQP) es el Tritén
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X-100® (TX-100®), un deter-
gente no i6nico 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 observd que
tanto 7. 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 permeabilizacién
depende de la especie vegetal y
la linea celular.

El Tween 20 es otro deter-
gente util para permeabilizar
células vegetales. Fue aplicado
a plantas de Datura inoxia
Mill. en niveles de 1-5% (v/v),
observandose que con 5% se
liberaron 40mg-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-1";
Gontier et al., 2002). Thimma-
raju et al. (2003) observaron
que raices transformadas de
Beta vulgaris fueron permeabi-
lizadas con Tween 80 (0,15%
v/v) liberando 54% de betalai-
nas y sin afectar la viabilidad
del cultivo.

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

capacidad de producir el com-
puesto de interés (Ddrnenburg
y Knorr, 1997; Trejo-Tapia et
al., 2007). En respuesta a la
permeabilizacién quimica se
pueden presentar cambios sig-
nificativos e irreversibles en la
membrana celular tales como
desprendimiento de proteinas
y fosfolipidos (Felix, 1982),
desnaturalizaciéon (Dornen-
burg y Knorr, 1992; Park y
Martinez, 1992), destruccion
de la compartamentalizacién
celular, o liberaciéon de com-
ponentes téxicos y enzimas
hidroliticas como las proteasas
que actian a nivel de proteinas
constitutivas de la membrana
plasmatica.

Recientemente (Trejo-Tapia
et al., 2007) fue reportada
la utilizacién de TX-100®
para permeabilizar cultivos en
suspension de B. vulgaris. Se
observé 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
tenia 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 quimico
que no afectara la viabilidad
y la produccién eficiente de
betacianinas.

Materiales y Métodos

Material biologico y medio
de cultivo

Se utilizaron cultivos celulares
en suspension de Beta vulgaris
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L. var. “Crosby Egyptian” (linea
celular fenotipo rojo purpura)
crecidos en matraces Erlenmeyer
de 500ml (Ontiveros, 1994) con
100ml de medio basal B; (Gam-
borg et al., 1968) suplementado
con 0,0lmg-1" de é4cido 2,4-di-
clorofenoxiacético y 0,Img-I" de
cinetina. El pH se ajust6 a 5,5
antes de la esterilizacion. Los
cultivos fueron incubados a 25
+2°C, fotoperiodo de 16h de
luz (36umol-m?-s™) y agitacién
orbital (100min™) constantes.

Determinacion de betacianinas
y crecimiento celular

Durante el transcurso de la
cinética de recrecimiento para
cultivos de células permeabi-
lizadas y no permeabilizadas,
se tomaron fotomicrografias
(4x) con un microscopio Eclip-
se 80i (Nikon, Japén) y una
cdmara digital 3CCD (MTI,
Michigan, EEUU) en campo
claro. Las imdgenes fueron gra-
badas en formato JPEG con
620-480 pixeles. Se obtuvieron
10 imégenes para cada tiempo
de la cinética. En cada imagen
se aislé un agregado celular,
tomandolo 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 (combinacién
de rojo, verde y azul) y el color
caracteristico 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 calculdé usando la relacién
[BC]= 23,60Rv — 178,67 pro-
porcionada por Trejo-Tapia et
al. (2007), donde: [BC] es la
concentracion de betacianinas
en mg-l".

Seleccion del AQP

Se utilizaron tubos de ensaye
de 50ml con 30ml de medio
B; a los que se afadieron 10g
de células (en base himeda)
de B. vulgaris de 6 dias de
iniciados los cultivos. En ensa-
yos separados se afiadieron los
detergentes Tween 20, 40, 80,
y TX-100® (Sigma-Aldrich)
en una concentracién final de
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0,9mM. Los tubos 1000
con las células y el
detergente se agi-
taron con un vor-
tex (Thermolyne
M37615), se incu-
baron a 25 £2°C
durante 24h y se
determiné la can-
tidad de BC libe-

750

500

Betacianinas liberadas (mg-I")

—

Control: 1180 mg-bc-1-"

considerados en el
estudio promovia la
mayor liberacion de
betacianinas (BC).
Después de 24h de
contacto, los deter-
gentes Tween 20, 40
y 80, promovieron la
liberacion de solo el
5-9% de los pigmen-

radas al medio de 250 tos. Por el contrario,
cultivo. en plantas de Datura

inoxia Mill fue re-
Seleccion de la 0 portado (Gontier et
concentracion del Tritén Tween-20 Tween-40  lween-80  al., 2002) que el uso

AQP vy del tiempo
de contacto

Figura 1. Liberacién de betacianinas de células de B. vulgaris
permeabilizadas con cuatro detergentes (0,9mM) durante 24h

(n= 3, las barras sefialan la desviacion estandar).

Se utilizaron
matraces Erlen-
meyer de 50ml con 10ml de
medio de cultivo a los que se
afiadié 1g de células (base
himeda) de 6 dias de inicia-
dos los cultivos. Se evalué 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-
gun lo descrito previamente
y se determind la cantidad
de betacianinas liberadas al
medio de cultivo por andlisis
de imdgenes.

Pruebas de recrecimiento de
los cultivos permeabilizados

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

Recrecimiento de las células
permeabilizadas. Las células

permeabilizadas y lavadas
se pusieron en matraces de
50ml conlOml de medio de
cultivo. La concentracién de
BC y el crecimiento celular
(en base hiimeda) fueron eva-
luados después de 0, 4, 7, 11
y 15 dias. Con estos datos
se calcularon el tiempo de
duplicacién celular (td) y la
velocidad especifica de cre-
cimiento (u) y de produccién
de BC. Como control se uti-
lizaron células que no fueron
permeabilizadas.

Cdlculo de pardmetros
cinéticos

El tiempo de duplicacién
celular (td) se calculé de
acuerdo con la ecuacién de
Brown (1990)

g=102 (1)
donde m: pendiente de la rec-
ta. La velocidad especifica de
crecimiento (U) se calculd a
partir de td segiin la ecua-
cién

1
=1 2

y la velocidad de produccién
de betacianinas (¢; mg-I"'-dia™)
se calculd6 como

o= 1/td 3)
Resultados y Discusion

Seleccion del AQP

Primero se determiné cudl
de los cuatro detergentes

de Tween 20 favore-
ci6é la liberacién de
los compuestos de
interés. Esto sugiere
que la especie y la
edad pudieron ser un factor
importante en la respuesta a
la permeabilizacién. Por el
contrario, con TX-100°® se
liberaron 900mg-1" de BC, lo
cual corresponde al 76,3% del
total (1180mg-1"'; Figura 1).
De acuerdo con lo sefialado
por Le Maire er al. (2000)
y Schreier et al. (2000), la
permeabilizacién se basa en
diversos factores, entre los
cuales se pueden citar prin-
cipalmente las caracteristicas
hidrofébica-hidrofilica entre
las moléculas del detergente
y los fosfolipidos de la mem-
brana, el nimero de regiones
de la membrana plasmética
que dichos detergentes pudie-
sen ocupar y la composicion
de la membrana en cuanto a
fosfolipidos y proteinas. Los
factores determinantes pue-
den variar para las diferentes
especies vegetales (Meiners et
al., 1991). Por ejemplo, si el
nimero de regiones ocupadas
por el detergente es baja o si
hay un impedimento estérico
debido al tamafio y/o com-
posicion de la molécula del
detergente (Le Maire et al.
2000; Schreier et al., 2000)
permitiendo quizds una mayor
formacién de poros o microca-
nales en la membrana plasma-
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 quimica. Si
bien ambos son no idnicos,
los detergentes Tween presen-
tan mayor nimero de centros
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polares que el TX-100®, los
cuales podrian formar puentes
de hidrégeno con el agua e
impedir que la molécula del
Tween penetre en la bicapa
de fosfolipidos. Lo anterior
coincide con lo reportado por
Le Maire et al. (1987) quien
indica que algunos detergentes
no idnicos se incorporan en
la bicapa de fosfolipidos de
manera lenta con movimien-
tos flip-flop similar a como lo
hacen los fosfolipidos en las
membranas plasmaéticas.

Seleccion de la concentracion
del AQP y tiempo de contacto

Con base en los resultados
anteriores, se selecciond el
TX-100® para continuar el
trabajo y en la siguiente eta-
pa se evalué el efecto de su
concentracién y del tiempo de
contacto sobre la liberacién
de los pigmentos. Al aplicar
0,009-0,51mM de TX-100®
a las células de B. vulgaris
no se liber6 BC (datos no
mostrados). Pero al aumen-
tar la concentracion del AQP,
a 0,7-0,9mM se observo la
liberacién inmediata de los
pigmentos, alcanzdndose el
maximo a los 15min (Figura
2). Al aplicar 0,7 y 0,78mM
de TX-100® se liberd 59 y
90% del total de BC que con-
tenfan las células (1478mg-1"),
respectivamente. Estas pro-
porciones son mayores a las
obtenidas mediante métodos
fisicos para T. chinensis, don-
de la aplicacién de 2min de
ultrasonicacion favorecié 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 condiciéon de permeabili-
zacion, se liberen ademds 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 permeabilizacién se deter-
mind que la viabilidad de las
células permeabilizadas con
0,78 y 0,9mM de TX-100®
durante 15min disminuyé
drasticamente hasta el 30%

mientras que con
0,7mM se mantuvo
en 70%. Este dato,
condujo a la selec-
cion 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 seleccioné
la concentracién
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 alos 10y
15min, respectiva-
mente.

En la figura
3a se muestra
el recrecimien-
to de las células
permeabilizadas
con 0,7mM de
TX-100® tras 10
y 15min de con-
tacto. Se observa
que en las células
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Figura 2. Efecto de la concentracién de Tritén X-100® en la
liberacion de betacianinas de cultivos celulares de B. vulgaris;
control=1478mg bc-1"'; A: 0,7; O0: 0,78 y B: 0,9mM; n= 3; las

permeabilizadas tras
15min de contacto
no hubo crecimien-
to y no se registré
permeabilizacion de
pigmentos, por lo
cual posiblemente
se afect6 en forma
negativa la biosin-
tesis (Figura 3a-b).
De acuerdo a lo re-

T T
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barras sefalan la desviacion estandar.

portado por Felix
(1982), en respues-
ta a la permeabili-
zacién quimica se
pudieron presentar
cambios significa-
tivos e irreversibles
en la membrana ce-
lular por desprendi-

60

400

200

Crecimiento(g:I")

miento de proteinas
y fosfolipidos, asi
como por desnatura-
lizacién (Dornenburg
y Knorr, 1992; Park
y Martinez, 1992)
y destruccién de la
compartamentaliza-
cién celular. De he-
cho, las células se
observaron oxidadas

o necrdticas, pro-

4000

2000

Betacianinas (mg-I'")

ducto de la degra-
dacién de las BC o
p-difenoles. Mientras
que con el control,
se observd un per-
fil de crecimiento de
biomasa (Figura 3a).
Las células sin per-
meabilizar (control)
no presentaron fase
lag, su mayor cre-

Figura 3. Cinética de crecimiento (a) y produccién de be-
tacianinas (b) de células de B. vulgaris permeabilizadas
con 0,7mM de Tritén X-100® durante 10min; @: control; O:
cultivo permeabilizado; n=5; las barras sefialan la desviacion
estandar.
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TABLA I

PARAMETROS CINETICOS DE LOS CULTIVOS DE B. vulgaris
SIN PERMEABILIZAR Y PERMEABILIZADOS

Parametro cinético Cultivo control Cultivo
permeabilizado
Crecimiento:
W (dias™) 0,147 Fase 1: 0,061
Fase 2: 0,128

Productividad mdxima (g-1"-dia™)

Betacianinas

0 (dias™)

Productividad méxima (mg-1"-dia') 354 (dia 15)

26 (dia 15) 18 (dia 18)

241 247

200 (dfa 11)
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cimiento se observéd
entre 4-11 dias con
una velocidad espe-
cifica de crecimiento
(n) de 0,147 dias!' y
una productividad de
biomasa maxima de
26g-pf-1"'-dia! al dia
15 (Tabla I). Por su
parte, el cultivo permeabi-
lizado presentd dos fases
de crecimiento: 1) 0-11 dias
con una p= 0,061 dias'y 2)
11-18 dias con una p= 0,128
dias”!. En este caso, la pro-
ductividad maxima de bio-
masa fue de 18g-pf-1"'-dfa!
al dia 18.

Estos datos sugieren que
el tratamiento permeabi-
lizante tuvo un efecto de
disminucién de la velocidad
de crecimiento en compara-

25
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cién al control. Es
probable que solo
una fraccién de la
poblacién celular
haya sido tolerante
a la permeabiliza-
cién, lo cual coin-
cide con lo obser-
vado previamente
para otras especies
como C. rubrum,
C. roseus y T. ru-
gosum (Brodelius,
1988). El retraso
en el crecimien-
to de las células
permeabilizadas
en comparacion
al control pudie-
ra atribuirse a un
proceso de adapta-
cién y reparacidén
de la membrana
(Felix, 1982).

En relacién con
los pigmentos, se
observo que el cul-
tivo control presen-
té6 la maxima concentracién
de BC (4000mg-1") a los
11 dias, la cual permanecio
constante hasta el final del
experimento (Figura 3b); la
productividad médxima fue
de 354mg-1'-dia! al dia 11,
con una velocidad especifica
de produccion (¢) de 241
dias! (Tabla I). En contras-
te, el perfil de produccién
de los pigmentos de las cé-
lulas permeabilizadas fue
diferente. Durante los pri-
meros 10 dias la concentra-
ciéon de BC
permanecio
constante y
no fue sino
hasta el dia
11 cuando
se observéd
un incre-
mento en la
cantidad de
BC, lo cual
sugiere que

Tiempo (dias)
—' O

PROCESO SP

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

En la Figura 4 se presen-
tan fotomicrografias repre-
sentativas de las células de
B. vulgaris no permeabili-
zadas al inicio (Figura 4a)
y en el dia 15 (Figura 4b)
de la cinética de recreci-
miento. Por el contrario, en
el cultivo permeabilizado
los cambios son claros; al
inicio de la cinética una alta

Condiciones iniciales
Biomasa: 1g
Betecianinas: 20mg

PROCESO CP

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

proporcién de las células se
observaron incoloras (Figu-
ra 4c) mientras que en el
dia 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-
lizacién se realizé
un balance de masa
que se presenta en
la Figura 5. En este
esquema se compa-
ran ambos sistemas,
el proceso sin per-

Permeabilizacion
(Liberacion de 13,50 mg bc)

meabilizacién (SP)

\

las células
comenzaron

> 21

Biomasa: 3,659
Betecianinas: 38,70mg

a sintetizar
betacianinas
nuevamente.
La concentra-
cién maxima
se obtuvo al
dia 18, cuan-
do, alcanza-
ron un 93%

Ly 24
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\

y el proceso some-
tido a permeabiliza-
cién (CP).

Proceso SP. Este
consistié en suspen-

Biomasa: 3,30g
Betecianinas: 35,0mg

der las células, con
6 dias de crecimien-

Figura 5. Proceso de permeabilizacién con Tritén X-100® comparado
con el proceso por lotes para la produccion de betacianinas por cultivo
de células de B. vulgaris en suspension. Cdlculos en base a un volu-
men de 10ml. SP= sin permeabilizar; CP= cultivo permeabilizado.

to, en medio liquido
y dejarlas crecer. De
acuerdo a los resul-
tados de las cinéti-
cas de crecimiento

y produccién (Figura 3) a
los 11 dias se obtuvo tanto
el maximo crecimiento celu-
lar, como la mayor cantidad
de BC; es decir, a los 21
dias acumulados (6 dias de
cultivo del in6culo mas 15
dias para llegar a su méaxi-
ma produccién y crecimien-
to). Por lo tanto, se tendria
una cantidad de pigmentos
sintetizados [BC] correspon-
diente al nivel maximo de la
cinética (38,7mg y producti-
vidad es de 1,84mg-dia™).

Si de manera ideal este
proceso permaneciera cons-
tante para cada ciclo de
produccidn, la cantidad acu-
mulada de BC se podria re-
presentar por

[BC]t= Y. [BC]s 4)
i=1
donde n: ndimero de ciclos
que se llevan a cabo.

En dos ciclos se obten-
drian 77,4mg de BC, en tres
ciclos 116,1 y asi sucesi-
vamente. Sin embargo, la
productividad permaneceria
constante (es decir, 38,7/21
dias= 1,84mg-dial; 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 trabajé
inicialmente con un volumen
de 400ml de medio liquido
B; 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 planted en una base de
célculo de 10ml conteniendo
lg de biomasa y 20mg de
BC (Figura 3a).

Al agregar el AQP, las
células liberaron una cierta
cantidad de betacianinas y
posteriormente continua-
ron su crecimiento celular
y biosintesis de pigmentos.
La Figura 3b, muestra los
niveles de produccién de BC
que puede alcanzar un cul-
tivo CP, en donde, a los 24
dias se lleg6 a la maxima
produccién de Bc, de 35mg.
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La cantidad total sintetizada
seria

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

donde [BC]s: BC sintetiza-
dos, [BC]e: BC extraidas
por adicién de AQP, y [BC]
f: BC al final de la ciné-
tica.

Es decir 13,5 + 35=
48,5mg de BC. Por lo tan-
to, la productividad en este
caso es de 2,02mg-dia’!,
siendo casi un 10% mayor
que en el proceso SP. Este
valor muestra de manera
muy somera la ventaja de la
permeabilizacién. Otra ven-
taja de los cultivos CP es
que puede emplearse como
un proceso semicontinuo,
puesto que es posible ex-
traer BC sin detener el pro-
ceso de cultivo y quizds se
puede prolongar el mismo,
estableciendo mds de un ci-
clo de permeabilizacién. En
los cultivos SP se requiere
detener la cinética (proceso
por lote) para la extraccidn
del metabolito.

Es también importante
considerar que el almace-
namiento intracelular de los
metabolitos secundarios que
se lleva a cabo en cultivos
SP viene a ser una proba-
ble limitante para que se
produzca una cantidad ma-
yor de pigmentos, debido
a dos factores principales:
a) los productos acumula-
dos, resultado de la biosin-
tesis, pueden ocasionar una
inhibicién de las enzimas
involucradas en la via me-
tabdlica de produccién de
BC (Wu y Lin, 2003) y b)
el espacio disponible para
almacenar estos compuestos,
estd limitado por el tamafio
de la vacuola lo que repre-
senta un impedimento fisico
para incrementar la cantidad
de metabolitos acumulados
(Zhang et al., 2002).

Para el caso de la biomasa,
el balance se realizé siguien-
do el mismo procedimiento
que el utilizado 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-dia’! en cultivo SP y
0,13g-dia’! en cultivo CP).
Esta disminucién se puede
atribuir al posible dafio ce-
lular causado por la adicién
del AQP y, ademds, como
resultado de la permeabi-
lizacion existe un periodo
considerable (~7 dias, Figura
3a) cuando aparentemente
las células no crecen debido
a que estdn sometidas a un
proceso de reparacion (Felix,
1982). Sin embargo, estos
resultados muestran que la
adicién controlada de AQP
no afecta considerablemente
la capacidad de recrecimien-
to del cultivo ni la capacidad
de biosintesis de las betacia-
ninas.

Conclusiones

Se establecidé un proto-
colo de permeabilizaciéon
de células de B. vulgaris
con TX-100® que permite
la reutilizacion del cultivo.
Este protocolo consiste en
el tratamiento con 0,7mM
de Trité6n X-100® durante
10min, seguido de lavado
por 30min y dos enjuagues
en medio de cultivo fres-
co. La cantidad de biomasa
obtenida en cultivos CP es
similar a la del cultivo SP.
La permeabilizacién permite
el recrecimiento del cultivo,
aumentando un ciclo pro-
ductivo de pigmentos, con
lo cual aumenta la eficiencia
final de produccion.
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