UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
IZTACALA

INMOVILIZACION DE CELULAS DEg Capsicum
chinense pARA LA PRODUCCION DE
CAPSAICINOIDES

TESIS PROFESIONAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

B I o0 L O & O
P R E S E N T A N:

SANJUANA ARELLANO MARTINEZ
BERNARDA GARCIA OCON

1 9 9 0



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



MEDITA, RECAFACITA,

FERO EN TUS

ANSIAS DE SABER CUIDATE DE LOS

ENMARANALOS BRENALES DE LAS

FALABRAS.

(H.

Heszse)

CUANDO TIENDAS LA VIDA A LOS DIVERSOS
RUMBOS DEL COSMOS, Y TU ESFUERZO FPROFICO
SEA COMO FPOTENTE MICROSCOFIO

QOUE VA HOLLANDO INVISIBLES UNIVERSOS,
ENTONCES SENTIRAS EN LA INMENSA
MUCHEDUMBRE DE SERES Y DE COSAS

A TL SER MISMO;

SERAS TODO PAVOR CON EL ABISMO Y SERAS
TODO ORGULLO CON LA CUMBRE

(E. Gonzalez).



A MI MADRE

Con todo el respeto que me lhnspiliran
las personas que como tl, =on capaces de
enfrentar la vida con una =onrisa y que
ante las adversidades muestran esa
fortaleza que solo pocos seres  humanos
posaen. Gracias paor el apovo, la
confianza y el amcr que me has brindado,
pero sobre todo por inculcarme la fe en

los seres humaros y el amor a la vida.

A todoz aguellos Jgue rno =2
conforman con vivir, sino gue buscar
urna verdad capaz de satisfacer su

esplritu.

SANJUANA



CON CARINO, AGRADECIMIENTO Y
FROFUNDO RESFETC FOR LA CONFIANZA

Y AFOYOD QUE SIEMFRE ME HAN DADO

A MI MADRE

Sra. Manuela Ocdn Vda. de Garcia
A MI HERMANA

Matilde Garcia Ocdn

CON AMOR POR LAS ENSENANZAS

RECIBIDAS Y EL APOYO BRINDADO

A MIS HERMANOS

Jesus
Juan
Lidia
¥
Gloria
A LA MEMORIA DE
MI PADRE Y MI TIO
Juan Garcia Océn Francisco Océdn Rabelo

BERNARDA



El pressente trabajo ze realizdé

2n al Departamerto de
Bictechnologia v Biolngenieria del
Cantro de Investigacidn de

Estudios Avanzados del I.F.N. bajc
la direccidn de la M. C. Ma del
Carmen Montesz Horcazitas. De 1gual
marnera, agradezco al M. C. Carlos
Arias v la M. C. Ana Carmela Ramos
Valdivia por su asezorila e 1nterss
ern el trabajo.



AGRADECIMIENTOS
-Al M, C. Carlos Arias Castro y la M. C. Martha Rodriguez, a
quieres agradecsmos sus ensefanzas. amistad y estimulec que ros

brindaron siempre.

-A la M. C. Ana Carmela Ramos Valdivia por sus enseflarzas vy

valio=sos cornsejos.

-A la @.F.B. Elvira Rioz Leal por su valiosa ayuda en la

cuantificacidn de los capsaicincides.

-Al M. C. Graciano Calva Calva por =z=u valioso apoyo durante la

realizacidn de este trabajc.

-Al Dr. Ignacico MagafMa Flaza rFpor =us sugerencias y apoyo con el

equipo de laboratorio.

-Al CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA, pPor =u apoyo

econdmico durante la realizacidn del presente trabajo.
-A la Unidad de Microscoplia Electrdénica del CINVESTAV-IFPN.

-A rnuestrosz amigos, especialmente a aquellosz que de alguna farma

hicierorn posible ruestra superacidn.



INDICE

Fag.

I. RESUMEN. « s s snsasnnasvsonsavsssssssssensssanssanssasssss 2

IT. INTRODUCCIOM. ..o cmeennnasdeansassssasssdnsss R TR . 3

I11. OBJETIVO. cccnnsnsnennsnsnsannsanssananssnssnsannsnnness 3

IV. ANTECEDENTES.:acssssesinasansasssanaanansasaneasnannanns f
4.1. OBTENCION DE METABROLITOS SECUNDARIOS FOR CULTIVO

DE CELULAS VEGETALES, coenenasasanssennnes P &

4.2: EL GENERQ CopSiTLi & ewaiue sm s unsesnnnedessss s 11
4.2.1. USQO DE LOS CAPSAICINOIDES..cvusrecancncncnnas 12
4.2.2. BIOSINTESIS DE CAPSAICINOIDES EN EL FRUTO.... 15
4.2.3. OBTENCION DE LOS CAPSAICINOIDES. ..cacacescess i3

4.3. INMOVILIZACION DE CELULAS VEGETALES. .v.cvverannass 17

4.4, METODOS DE INMOVILIZACION. cvicivenscncaannss PR ST 19
4.5. SOPORTES UTILIZADOS EN LA INMOVILIZACION DE CELU-
LAS VEGETALES...... sdssaaannisna sess s nnaenaan PR 20
4.5.1. SOPORTES UTILIZADOS EN LA INMOVILIZACION
DE CELULAS DE C: Chin@ns@.ss:csccecaseasocsrss 27
V. MATERIALES Y METODOS........... S e wean D9

S.1. CULTIVOS DE CELULAS. :cescersscnsnasnnsessassssanas 29
S.2. MEDIOS DE CULTIVO. . ovserunennannn tresennansseanes 29
S.3. SOPORTES ¥ REACTIVOS .. ceiseesncncsancnscassaonnnss 29
S.4. MANTENIMIENTO DEL CULTIVO....ocivmeeranenans i e 31
5.5. DISENO EXPERIMENTAL. .v.vvvvernecnncnncnnansnananss 31

S.6. INMOVILIZACION DE CELULAS DE C. chinense EN

LOS DIFERENTES SOFORTES...... O R 31
S5.6.1. ESPUMA DE POLIURETANO::sssesaisvansssonnassas 31
S.6.2. ALGINATO DE SODI0.es e e s suencnssossnsannsnsnss 33

S.6.3. ACIDPO POLIGALACTURONICO. . cv e ecccrsacaasacians 35



VI.

VII.

VIII.

IX.

S.6.4. QUITOSANA..

5.7. EFECTO DEL TIEMFO DE CURACION SOBRE LA VIABILIDAD

DE LAS CELULAS

S.7.1. VIABILIDAD

S.7.2. DISOLUCION

INMOVILIZADAS. s v v eeensnannss terans

CELULAR. . ... Ry T e .

DE ESFERULAS PARA LA OBTENCION

DE CELULAS LIBRES: s suswems s s evess nnewssensss

S.2. EVALUACION DE CAPSAICINOIDES..veussssss rersaar e

S.2.1. PESD DE LAS

S.

w0

.2. EFECTO DEL
LULAS SOBRE

5.8.3. CULTIVO DE

CELULAS. iasadanasassanaasseanns R

CaCl, Y LA CONCENTRACION DE CE-
LA PﬁDﬁUCEIDN DE CAFPSAICINOIDES..

CELULAS INMOVILIZADAS. .vcvaeasvas

5.53.3.1. ALGINATO DE SOLIO Y ACIDO
FOLIGALACTURONICO. v cevacsacasaanaasnns

5.8.3.2. ESPUMA DE POLIURETANO..ccsvesesnscanns

S.8.4. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE CAFPSAICINOIDES.

RESULTADOS ¥ DISCUSION.....u.us srasmsssssErrasansananns
G.1. INMOVILIZACION EN ESFUMA DE FOLIURETAND. ......0.. .
G.2. INMOVILIZACION EN ALGINATO DE SODIC vy ACILROD
FOLIGALACTURONICO s s csssnsssnponssnsnssssmpwesssss
6.2.1. EFECTO DPEL TIEMPO DE CURACION. .v.cvsvsasassnse

&.2.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CaCl

grrrrer e

£.2.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CELULAS........

€.3. INMOVILIZACION EN GUITOSANA. . ccvvaasastsarsacannans

6.4, ENSAYOS FRELIMINARES FARA LA FPRODUCCION
DE CAPSAICINGIDES POR  CELULAS INMOVILIZADAS

SUGERENCIAS. .. .....x
APENDICE. ...ccevuuss

BIBLIOGRAFIA. ... ...

D R T T R R R I R

40

40

40

41

43

43

44

44

44

=)

=1



ESPUMA DE >

POLIURETANO

ESTABLECER UNA
METODOLOGIA PA
RA INMOVILIZAR
CELULAS DE C.
chinense, UTL-
LIZANDO LOS SI
GULENTES SOPOR
TES .

ALGINATO
DE SODIO

TIEMPO DE SATURACILON |

CELULAR DE LA ESPUMA

ACIDO POLIGA
LACTURONICO

DISOLUCION Y
GELIFICACION

> QUITOSANA

LAS) .

TIEMPO DE PERMANENCIA
DE LAS CELULAS INMOVI]
—>»LIZADAS EN LA SOLU---
CION GELIFICANTE (CU~
RACION DE LAS ESFERU-

>

DIAGRAMA DEL TRABAJO EXPERIMENTAL EN LA INMOVILIZACION

DE CELULAS DE Capsicum chinense.

PRODUCCION DE CAPSAI-
CINOIDES CON RESPECTO
AL TIEMPO, EN LAS CON
DICIONES ESTABLECIDAS

»

CONCENTRACION
ADECUADA DE -+—»|LAR A IN-
LA SOLUCION -
GELIFICANTE.

PESO CELU

MOVILIZAR.|




I. RESUMEN

Se estudiaron laz condiciones de irnmovilizacidn de las
células de Capsicum chinenze, en espuma de poliuretanc, alginato
de sodio, acido poligalacturdnico (APG), ¥y qQuitozana.

La inmovilizacidn en espuma de poliuretanc, Qe hizo
utilizando cultivos homogéneos (células disperszas) vy heterogéneo;
fagregados celulares de hasta 3 mm de didmetro). Estozs dltimos,
mostraron wun  atrapamiento mds rapido v estable dentro de la
espuma.

Las condiciones mas adecuadas de inmovilizacidn en Alginato
de =zodio y AFG (24 v 4% p/v, respectivamente), se obtuvieron
amplendo una concentracisn de CaClZ de 0.15 M como solucidn
pracipitante v utilizando 2.0 g9 v 1.0 g (pesc fresco) de células.

Por otro lado, ensayos preliminarezs con GQuitosana mostraron
que este polimerao, provocd la muerte celular, por lo 4que =ze
descartd =u uzo en el proceszo de inmovilizacidn.

llma wvez establecidaz laz condiciones de atrapamiento para
cada polimera, las celulas  inmovilizadas preservaron =1

viabilidad y fueron capaces de producir capsalicincides, cuando =ze
3

o

martuvieron en medio MS1 adicionado com 2,4-D 12.5 ¥ 10°° M por
un perlodo de 28 a 30 dias, obtenidéndose la mayor cantidad de
capzaiciroides eaen célulaz inmovilizadas =n APG, con respecto a

los ctros pollimeros v célulaz libres.



II. INTRODUCCION
Los vegetales contiernen un grupo de compuastos complejos
denominados metabolitos secundarics, 9que =on wtilizados con
diversos fines 2n la industria farmacautica. alimantaria y de
agrogquimicos, adquiriendo, por 2llo, gran relevancia e interés
comercial en las 4ltimas décadaz (1).

LFntre estoz metabolito:z se encuentran los capsaicinoides,
formados por la cCapsalcina, dihidrocap=zaicina. homocapsalicina,
rordibhildrocapsalicina v homodihidrocapsaicina, sustanciasz res-
ponzablez del picor del chileLl

Loz capsalcinoirdes =on producidos en el fruto del gérnero
Capsicum, nombre que =ze deriva del griegoc "kapsa" gque significa
picor (2). El arado de picor de este fruto varla de una especie a
otra, pudiendose encontrar enktre los mas picozocz & LCapsicum
annuum var annuum (piquines) y Capzicum chinense (habanera) (3

IHFOE frutos de Capsicum ze emplean ampliamesnte 2n la 1ndustria
alimentaria en forma de clecrresina, la cual contiens, ademdszs de
los capsaicincides, aceites, celulosas, pentosas, minerales, v
carctencs  (4). Su w=Eos principal ez como saborizante en la
elaboracitr;, de geles vy alimentos pfocesadog coma Jamdr v
zalchichas. También ez usado en la i1ndustria farmacéutica como urn
relajante muscular y/o en casos de lumbago vy neuralg:a;J

Er México, & pesar de ser 2] principal pals  productor  de
chile, la oleorresina es un praducta‘de importacidn que esti
sujeta a problemaszs de esrranciamiento, detido a la Fpiesenclia de
los  aceites procedentes de semillas, Qe sot molidas unto con
los frutos: los problemas propios de la imporbtacidbn, como costoo

Y PEFN1sS0s, azi como dificultadesz en la cozecha por cambios



climaticos, plagas, sequlasz, etc.

Ezstazs razones, llavaron & la sxploracién de algunaz vias
alterrias, Qque permiti=ran la obtencidn de capsaicinoldes an forma
pura. Entre las vias exploradas se encuentran la zintesis quimica
y la produccién por cultiveo de tejidos.

lﬂﬁespecto a la sinteziz quimica, ésta ro ez de gran wutilidad,

debido a gque se trata de un procewc muy cCostoso qua involucra una

W

serie de pasos, que dar como resultado la obtencibdn de una mezcla
de 1sémercos con, propiedades de picor diferentes a la de los
capzalicinoldes naturalas <5}.‘

Lgﬁ la actualidad, mediante lazs tédcrnicas de cultivo de células
vegetaleas, los capsailcinoides pu=den producirse a partir de
callos v c&lulazs en Euzpenziéqll en donde =3z posible aumentar la
produccidn manipulando el media de cultivo, usando
biorreactores, o bidn, utilizando sistamas de ceélulas
inmovilizadas (&, 7).

A partir de 1979, loz ziztema= i1rmovilizados han recibido
Mmayor atenci@n debido a las ventajas que presantan, como el
poder elevar los niveles de produccidn con respecto a las celulas
& suspenszian y la reytilizacidn de la bicmazas =i gque =&
presenten variacliornes de tipo gendgtico, ya Jque este proceso
limita la divisidn celular. Sin embargo, Ltambign e prezentan

=i

w

algurnos praoblemas debidos  al tamafo de laz celulaz v
sensibilidad a las fuerzas de corte, por lo que &z necesario e]
zstudio de soportes adecuados que permitan'pratejerlas de  las
condiciones  adversas, a las gue son expusstas en =21 medio de

cultivo.



III. OBJETIVO
El objetivo del presente trabcajo =22 21 de ESTAELECER LUNA
METODOLOGIA PARA INMOVILIZAR CELULAS DE C. chinenze, GJE MERMITA
PRESERVAR LA VIABILIDAL CELULAR Y LA OBTENCION DE CAFSAICINOIDES,
UTILIZANDO DIFERENTES SOPORTES, ASI COMO CONTRIEBUIR AL

CONOCIMIENTO DE ESTAS NUEVAS TECNOLOGIAS,.

(1]



IV. ANTECEDENTES

4.1.0BTENCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS FOR CULTIVO DE CELULAS
VEGETALES

Laz plantas poseen una gran versatilidad en =us mecanlizmos
birozintdticos, descubridéndose alrededor de 1500 compuestos nuavos
por  afMo, de los cuales , mas del 30% presasntan aladn ;rada de
actividad bicldgica, destacandose entre elloz los matabolitos
zecundarios, de los cuales los de mayor uso industrial =g H
aceirtas esencilales, glicésidos y alkaloides, (tabla 1). Aurngqus
o sSe sabe el papel exacto de estos metabolitoz, an los
vagaetales, =& considaeran como sushtancias que cumplan una FTuncidn
ecoldgica, va s2a de adaptacidén, defernsa y/o polinizacidén (2, 2,
13, 11). Estos compusstos son acumulados en la planta en
cantidades pequefas, vy tisnden a ==+ zintebtizados  en arupos
taxondmicos particulares (especies, gdneros o familias), =n tipos
celulares ezpecializados y en estadoz de dezarrclleo especificos
de la Planta.‘_ﬁgtaa, entre otras razonss, han llevado &l
desarrollo de Léchnicas gue facilitan la obtencidn de astos
productos in vitro. Entre las alterrmativas usadas se encuentra la
téachica de cultivo de tejidos veagebales, que =& refierse al
cultivo de cualauier drasnio, tejrdo o célula de la planta, bajo
condiciones asépticas v controladas. Este tipo de cultivo sigue
una =zerie de principios basicos que consideran la caracterlstica
totipotencial de la celula vegetal, de conservar tado su mensajs
y estructura sendética ariginallflE).

I El uso de estas célulazs en la produccidrn de metabolitos, e
considera como una alternativa biotecnoldgica v de zclucion a los

problamaz que enfrenta la obtencidn de compusstos zecundarioil =1



ﬁfTabla 1. METABOLITOS SECUNDARIOS DE MAYOR USO INDUSTRIAL

METABOLITOS COMPOSICION usos
SECUNDARIOS
Aceites Mezcla de terpenoides Agentes saborizantes, -
esenciales Perfumes y Solventes,
Glicésidos Flavonoides, Saponinas, Tintes.
Fenoles, Taninos, Glicé Colorantes para ali--
sidos cianogénicos y -- mentos.
Aceites de mostaza. Medicamentos (hormonas

esteroidales, antibid
ticos, etc.)

Alcaloides Formado por un diverso Medicamentos y/o dro-

grupo de compuestos de gas.

m&s de 4000 estructu--

ras conocidas. La mayo

rfia son compuestos muy

activos fisiolégicameg

te en el humano. Algu-

nos ejemplos son: mor-

fina, nicotina, cocai-

na y tropina.

Shuler, M. L. (13).



Fplantas completasz, ya Que =u uso viens a asegutrar: al el
suministro continuoc de material vegetal homogéneo (estado
fizioldgico wuniforme), b) la independencia del cultive de las
varliacClones eztacionales, cambios climdticos, mlagas ¥
enfermedadez gue, en la mayoria de losz cazaoz, afectan =1 estado
fizsiocldgico &ptime que 2] material vegetal reguisre, hasta el
momento de =u procezamisnto, < la produccidn mejorada. a través
de la seleccién de variantes altamerte productoras. que puaden
llevar a cabo la formacidn de nusvos productos por medic de  la

biotrap;jpgga;jbn d) la reduccidn del tiempo de produccidn  del

metabolites v &) el mamterimients de los ~ultives peor  perlodec
largos de tiempo,. en espacios pequefos y adecuados (13, 14, 15).

Entre los diferentes zistemas de produccidn de _Petabo}gggs
zecundarios por cultive de celulas veaetalss, se =2ncuentran lo=
cultivos con_callug, cultivos en suspensidn v los cultivos da
c&lulas immovilizadas (1).

El =z=i=tema de cultivo con callosz empieza inoculando un trozo
de tejido vegetal enn un medic semiszsdlido (agar), gue contierne los
nutrientes nececarios para la zobrevivencia del i1ndculao, vy el
balance hormonal especifico (au<inas-citocininasz), Para lograr
uhna de=zdiferenciacidn celular (pardida de la especializaczidn
biogquimica y ferotipica celular) (12).

En los inicics, 1 callo se considerd comc wuna  fuente

i

importante de metabolitos secundarios, Tin embargo, 21 cultiveo en
sSuspensidn, que s =1 cultivo de zélulas provenientezs de callo =i

. medic 1quido, en 2l cual también se obtienen metabolit

zecundarics, ha recibido mayor atencidn debido & qus fazi1lita la

manipulacidn del cultivo en 3eneral v a gque existe la posibilidad



de llevarle a una ascala de mayor produccidn (14).

Si bien la posibilidad de produccién de esztos metabolatos a
aran escala, ha sido considerada comoc una alternativa desde hacs
3 décadas, =solo 2n los dltimos afios, wun proceso de cultive de
céelulas ze ha comercializiado con buen é&xito. Ezto se loard cuando
la corpotracidn Japonesa "Mitsul Petrochemical Industries Ltd",
amnpezd & producir  shikonmina por  cultive de ceéliulas de

erythorbhizon. Ezte metabolito es  usado Como

y/o  medizamentoc con actividad antiinflamataoria Y
antibacteriana. El hecho de que solo exista un procesa a hnivel
comercial, se debe a los diferentes probleamas de obtencidn  que
praesentan loz siztemas de cultivo de tejidos vy ciélulas veagetales
=r suspensidn. Alauno=s de estos problemas =ane a) La

productividad volumeétrica del cultivo, ya 4dque sSe requietrsn

bhiorreactores de Jrandes dimensiones. b)) La insstabillidad
aernética de las celulasz, que no permite  conservar lineas
altamarte productoras  por perlodos laraoz de tiempo. =) La

zernzibilidad celular a las fuerzas de corte, impide la seleccidn
de biorreactores convenciorales para la produccisn (15).

Si biern em la practica se obtienen buenos rerdimientoz de

produccidrn  de muchos metabolitos secundarios por  cultivo de
céalulas vegetales, solo en pocos casos la produccidn de los
comnpuestos dezsadosz s& compara a la obtenida =n Frlantaz

completaz (tabla 2) (1), En la literatura, existen varios

iriformes  socbre alsunos aspectos relacionados con la produccidn
de metabolitos zecundariozs. Lirdzey vy Yeoman (1€) observaron, arn
variaz especies de Solanaceas en cultivos in vitro, wuna

correlacidan anversa  entre la velocidad de crecimiento vy el

5y



Tabla 2. OBTENCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS CON CULTIVOS DE CELULAS Y CON PLANTAS COMPLETAS.

COMPUESTO ESPECIE PRODUCCION

Cultivos celulares Plantas completas

Antraquinonas Morinda citrifolia 900 nmol.g'lp.s. Raiz, 110 nmo].g'lp.s.
Antraquinonas Cassia tora 0.334%p.f. 0.209%p.s. (semilla)
Ajmalicina Catharanthus roseus 1.34%p.s. 0.26%p.s.

Serpentina

Diosgenina Discorea deltoides 26 mg.g'lp.s. 20 mg.g'lp.s.
Saponinas gin Panax ginseng 0.38%p.f. 0.3 y 3.3%p.f.

seng

Nicotina Nicotiana tabacum 3.4%p.s. 2:5% pus.

Thebaina Papaver bracteatum 130 mg.g—lp.s. 1400 mg.g'lp.s. (hoja)
Ubiquinona Nicotiana tabacum 0.5 mg.g_lp.s. 16 mg.g'lp.s.

L

Fowler, M. V. (1)

10



contenlido de alcaloides por un lado, vy wna relacidrn directa de
acte Wltime corm la difecenciacidn celular por =l [ S
Rezultados similares fuerorn cbtenidos por Yeomar % col. en 1930
(14), Brown % Charlwood &n 1926 (17) v Collinas & Yeaoman 21

1986 (12),

En contraste, c2lulas 2N Suspensidn  de Catharanthus
roseds o crecimiento rapido, mostraron  una produccian alta de
alcaloidez vy wna diferenciacidn morfoldgica pobre. S1mlsmo,

cultivos celularez de tabaco y zanahoria, tuvieron un  comporta
miento zimilar (1).

Relacionando las chbzervaciones presentadas en loz diferentes
estudios de metabolitos secundarios en células wveastales, 2
considera gue en muchos caszos,. la produccidn de estosz metabolitos
es independiente del crecimiento v puede ser manipul ada
experimentalmen%e, alterando la divisidn celular del cultiveo, v
aumenritando la acumulacidn del producto en tejidos organizados.
Estas chservaciornes v laz dificultades que prazernta =1 cultivo de
células vegetalez en suspensidn para la slntesis de metabolitos,
hace panzar en la necesidad de contar con un método que ayude_ &
reducir la wveloc:i:dad de crecimiento v simular condiciones de
crganizacidn de estaz células, permitisndo un mayor conbrol del
cultivo v un posible 1ncremento en la produccidrn de metabolitos

dezeados (13).

4.2 EL GENERO CAPSICUM
El aénerc Capsicum pertenece a la familia Solanacea., vy aarupa

de Z0 a 20 especles originarias del &area tropical de Sudanérica,

Am&rica Central y las Islas de la regidn. Laz =speciez Zilvesztres
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=& encuertran, gseneralmente, creciendo an Areas no  perturbadas,
mientras que  las cultivadas ocuparn grandes extensziones de
tierras de cultivae (Z20).

i.azs especies cultivadas zon las mas estudiadas v las  que
prezentan mayores niveles de hibridacién, no obstante, con =1 fim
de simplificar su estudio, actualments la FAD saloc reconoce las

=iguisntes espaciez domezticadas: Capzicum frutescens. G,

Eri Me&xico axiste unma grarn variedad de chiles cultivados v
zilvestres o diferente forma, tamafio, color v picor, los
cuales, =n su mayvorla, perternscen a la aséecie de C, annuum (22).
Ezstos frutos bian sido uwbtilizados principalmente 2t la
alimentacidn, donde 2]l color (carctencs), olor {aceitas
azanciales) y pilcor (capzalcincides) son los factores gue mas han

influido cara su consuma (Z) .

4.2.1. Uso de los capsaicinoides

Los frutos del Capzicum contisnsn, entre obtros  compusstos,
ura mezcla compleja de amidas que =ze  relaciconan  antre =1
(Capzalcinoides). Eztas amidas, corsideradas como 2] principic
picante del chile, presentarn @n su estructura al acido enoico,
octanolico v decanoico de la vainilla (23).

La primera amida identificada fue la cCapsalcina, la cual,
dutrztite muchos tiempo, ze  considerd camo &l dnico  compuesto
responzable del picor (Z4). Posteriormente, la aplicacidn de
técricas de separacidn y cromatografla ayudaron a  identificar
zsta mezcla, la zual =std formads por los sigulentez compusstos

analogos: Capsaicina (), Homocapszailicina (HCD), Dihidrocapsaicina



(C), Nordihidrocapsaicina (NDC) v Homodihldrogapsaiciﬁa (HDC )
(fig. 1).

Iwa: y col. (25 considerarn a la C v DC como los compuestos
quiE mayor influencia tienen =schre el picor, pPLEs Juntoz

reprezentan =1 20X de los capsaicinolde: totales,

proporcidn de 2:1 & 1:1

Eztos compueztos se <
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y neaeuralgia (28, Z9).
locales
reuronasz  senzoriales.
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H-C-N-C-(CH,) ,-CH=CH-CH -C-N-C- -CH-
( 224 ' 4 H-C-N-C {CHZJS ?K CH,
CH3 CH3
OCH OCH
ot 3 OH 3
CAPSAICINOIDES (C) NORDIHIDROCAPSAICINA (NDC)
HHO HHO
[ . B
H—C-N-C—(CHZ)S— H=cg-?u-cu3 H—C—N—C-(CHZ)G—fH—CK3
CH, CH,
ocCH OCH
OH 3 OH 4
HOMOCAPSAICINA (HC DIHIDROCAPSAICINA (DHC)
H H
e CH-CH
H-C-N- —(cuz)?—‘ -CH,
CH,
OCH
OH

HOMODIHIDROCAPSAICINA (HDC)

Fig. 1. ESTRUCTURA QUIMICA Y NOMENCLATURA DE LA CAPSAICINA Y
SUS ANALOGOS (5, 36).
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Fosibilidades de su uso, en la medicina.

4.2.2. Biosintasis de capsaicinoides en el fruto

La ruta biosintética que s& muestra en la fig. 2, presenta
s vias gue converzen en la produccidn de capzaicina ¥
comnpuestos analogos (32, 33). Estudicos mads especificos muestran
que los capsalcinoides son sintetizados en 2l interior  del

ret

fcutla endoplasmico por  wvia enzimatica. & partir dez
vainilliinamina v varios &cidos grasos. Estos compusstos, una vez
mroducidos, tienden a acumularse en veslculas y vacuolazs de las
chalulas epidermales como una mezcla lipidoa-capsalcinoide (34, 35,
36 .

La excrecidn de estos compuestos por las vacuolas, ocurre
cuando  los capsaicinoides se han acumulado considerablemente,

mientraz que en 2l caso de laz veslculas, éztas zon expulsadas

del citoplazma para fusionarze con 21 plasmalema (37).

4.2.3, Obtencidn de los Capzalcinoides

.oz capsalcincides  =on obteridos de la purificacidm de un
extracts llguide derominads olecrresina, la cual =2 sextraes
Ereviamente de chiles zecozs deshidratadoz (2). La olzorresina 2%
s mezcla compleja que contiliens ademas del principio picanmte,
arasas. pigmentos, pentosas, zalez minerales v resinas, Gue
dificultan v =ncarecen los procescs de purificacidn (4).

Actualmente, s=2 estin buscando zlternativas que permitan la
abtencisn de loz capsailcinoides, zirn  los  problemas arntes

ze encuentran la técnica de cultivo de

w

merr-ionados.  Entre dzta
tejidos v células vegetales.

Experimentos dizefados Fatra determinar =1 la riuta

n
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Fig. 2. VIA PROPUESTA PARA LA BIOSINTES1S DE VAINILLILAMINA

Y CAPSAICINOIDES,K (35).



bicszintética puede =ser expresada eaen callos vy células an
suspens1dn, harn demostrado gue los miveles de produccidn  Jde
capzalcinoides son mas bajos en  cultives in vitro que an los
frutos de la rplanta. No obstantz, s2 obzerva que 21 mecanismo de
excrecidn es el mismo in

Los estudios para aumsntar su produccidn estéarn encaminados =
maripular 21 medic de cultivo variando nubrisnbez escencirales
{(nitratos, foz=fatos, carbono, etc.), condiciones de cultivo (pH.
luz, temperatura, etc.) = 1tncorporacldn de Frecursorez
(fenilalanirna v acido cirdmico) (38, 39). Ademas. ze ha vizsto gque
las nivelas de produccidn de estos compuestos = ver
incrementados al irmmovilizar las células de C frutescens en

espuma de poliuretanc (£,7).

Los trabajoz encaminadoz a esztudiar =1 efecto de la
inmovilizacidn sobre =1 metabolismo primario, Yy 2 Consecusncla
el =zecundario, mostraron que el promedic de sintesiz de proteina

e c&lulas inmovilizadas por un perlode de § diaz er medic Shent
Hildrebant, fue del S0X con respecto a las células librecs en fase
de crecimiente estacionaria, y =21 promedico de actividad
respiratoria == =zimilar en amboz cultivos (40).

Los  resultados obtenidos en estos eztudioz mostraron gque el
sistema de inmovilizacidn, incrementa la produccidn de
capsalcinoides en células de O

frutezcens =n var 1 o3 drdenes de

magnitud, que el obtenido con células =n suspensidn .

4.3 INMOVILIZACION DE CELULAS VEGETALES
Se entiernde como células inmovilizadaz aquellaz células

carnfinadas flzicamente an una regidn definida, con retencidn de

17



=i actividad catalitica v =i es posible o neceszario su
viabilidad, pudiendoze wutilizar repetida v contirnuamente (41).
Las técnicas de inmovilizacidn datar de 1916, al aplicarse
Frimeramente a enrimas aisladas. El primer caso reportado  de
célulaz completas irmovilizadas, aparece en 1966 con células  de
M quer (Umbilicaria postulata), atrapadas en gel de

poliacrilamida. Desde entonces, wuna gran variedad de cé&lulas, =0

s mayoria bacterianmaz son inmovilizadas en diferentes soportes

(42) . Fosteriormente Kiesrstan v Bucke (43) 1mmovilizaron
cloroplastos vy mitocondrias de espinhaca y aguacate, Para
estudiar la reaccidn de Hill y la zirteziz de ATF,

respectivamente,

Las primeras inmovilizaciones de células vegetales completas
fuaron realizada con éxito por Brodelius en 13979, utilizando
celulas de Morinda citrifolia, para obtener antraguinonas por
sintezis de "novo", células de Catharanthus roseuz para la

formacidn de i1ndolalcaloadesz y células de Digitalis lanata para

la bictransformacidn de digo=inza (44), Posteriormente Schrabl &

col. (45) vy Baornman & Zachriszon (46) inmovilizaron protoplaztos
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de Viciz faba =n alginato de calcio v Datura inoxi
con el fin de medir viabilidad.

No obstante 4que la mayoria de los estldicos con células
vaegetalez inmovilizadaz, estdan encaminados a investigar 21 efecto
de la inmovilizacidn sobre la viabilidad celular, existe aran
interdés =n =u  aplicacidn para la produccidn de metabolitos
secundarios a arat escala, va que presentan laz =ziguisntes
vantajas: 1) El tamafMo de agregadoz celulares puede conbrolarze

mejor. 27 Los efectos de las fuerzaz de corte impuestoz por el
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movimierto del flulde, =on eliminados, en su mayor parts, al
proteger a laz células con la matriz de immovilizacidn. 3)  Los
inkhibidores metabdlicos, causado:s por las modificaciores a que =e
sometan laz ceélulas, pusden ser liberados continuanente
permitierds la correcta expresidrn de las viaz metabdlicaz. 4) Los
Froblemas debidos a la inestabilidad gengtica, == pusden reducir.
Z). El1 s=istema parmite la separacidsn de la fase de crecimiento
fantzs de la inmovilizacidrn) v la fase de produccidn. &) No hay
crazcimiento 1mportante de las células vy sin embargo &stas  son
matabbdlicanente activas, Permaneciendp viables por largos
perlodoz  =im divisidrn celular, 7) Posibilidad de reusar el
sistema inmovilizado, recuperanda =1 producto del medico de
cultive con relativa facilidad £) 0 Es posible conservar  la
viabilidad celular. y %) Mayor estabilidad del proceso (47).

lLas células vegetales =zon dirigidas rara crecer an un estado
multicelular (condicidn parcialmente organizadal), manténiendolas
er un  estado flzico estacionario. Loz aradientes flzicozs v
qulmicos, asl establecidos, simulardn un anbiente nuy semejarnte
al encontrado en la zituacidn in vivo (contacteo célula-célula),
Por lo que 4=ta té&chica facilita la manipulacidn de las células
proverientez de los cultivos en suspensidn vy permite ciarta
diferenciacidn biogulmica de las mismas. lo cual, pueds Ser una

condicidn ascociada con &l metabolismo secundaric (47, 48).

4.4 METODOS DE INMOVILIZACION
La =sensibilidad de las ceélulas vegetalez a lasz fuerzas
mecanicas {(cauzada por el tamafo de la c&lula), al "stress

csmatico vy rdbriciconal, a la temperatura. pH, tensidn de Dz Yy a



agentes sulmicos, limitan zignificativamentse la =selsczidn del
matodo de immovilizacidn.

Los principales métodos de immovilizacidn son: atrapamiento,
adsorcidn vy acoplamiento (taEla 3 (49, S0).

La técrnica de atrapamiento ez la md=z utilizada Para
irmovilizar cé&lulaz vegetalesz, y sSu auge se debe a Aque la
estructura del zoporte. dificilmente origina cambios directos en
la funcionalidad de wuna ctlula o enzima. Ademas se trata de un
meétodo suave, dornde la red polimérica que se forma, protege &

laz células vegetales de las fuerzas mecanicas de corte y/o0 roce

Los métodos de atrarpamiento se clasifican en cuatro arupos
principales v sus mecanismos de formacidn se encusntran en la
tabla 4 (53, 54).

La téchnica de adsorcidn (tabla 3) también es usada —on &=x1to
en células vegetales, debido a zu simplicidad y rapidez, aungue
puede dafiar la viabilidad celular. por lo que es recezaric tener
clertas precauciones.

El meétodo mencs utilizado, ez el de acoplamiento, debido a
log efectos per judiciales que causan los agentes acoplantes en

las cé&lulas, por lo que no se considera adecuado para inmovilizar

c&lulas vegetales.

4.5 SOPORTES UTILIZADOS EN LA INMOVILIZACION DE CELULAS VEGETALES.

Uno de loz criteriocs para la sleccidrn de un buen soporte, 25
Sue &ste z2a 1nerte vy gue permita conssrvar la viabilidad celular
(55). Loz =zoportesz mas wutilizados para la irmovilizacidn de

celulas wveagetalas, va han zi1do eztudiadoz zor algurnoz autorsz.



Tabla 3. TECNICAS GENERALES DE INMOVILIZACION

METODO DE SOPORTES Y AGENTES MECANISMOS LIMITACIONES

INMOVILIZACION ACOPLANTES

ADSORCION Madera Interacciones --- Cdad de la célula.
Ceramica electrostaticas - Dependencia del --
Vidrio poroso entre el acarrea- pH.
Celulosa dor y la superfi-
Carbon cie celular.

ATRAPAMIENTO Agar Atrapamiento fisi Difusion del subs-
Alginato co. trato y del produc
Pectato to.
Carragenina Destruccion del --
Poliuretano gel por fosfato.
Plastico

Acrilamida

ACOPLAMIENTO Isocianato Formacidon de unio Toxicidad.
Glutaraldehido nes covalentes.
Carbodiimida

Adaptado de Kolot, B. F. (49).
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Tabla 4. SOPORTES UTILIZADOS PARA INMOVILIZAR CELULAS VEGETALES
POR ATRAPAMIENTO.

POLIMERO FORMACION DEL GEL

1. Formacidn del gel mediante entrecruzamiento iénico (ionotrd-

pico).
i i ++
Alginato Enlace idnico (Ca 0.1 M).
Carragenina Calentamiento (50°C - 20°) + Enla
ce iénico (x*0.3 M).
Quitosana Enlace ccn iones multivalentes
i P i ++
Ac, poligalacturdnico Enlace idnico (Ca )

2. Formacidén del gel por calentamiento , y enfriamiento poste--
rior. (térmico).

Agar Calentamiento (50°C - 20°¢).
Agarosa Calentamiento (40°C - 20°).

3. Formacidn del gel por medio de una reaccidn quimica (polime-
rizacidn).

Gelatina Enlace quimico (glutaraldehido al
1%) .

Poliacrilamida-hidré- Glioxal como agente enlazante.
zida (PAAH-G).

Polifenilendxido Polimerizacidn con glutaraldehido
al 5%,
Alginato + Gelatina Enlace idnico {Ca++ 0.1 M) + Enla-

ce gquimico (glutaraldehido al 1%).

4, Atrapamiento fisico, dentro de una matriz porosa (absorcidn).

Poliuretano Espuma.
Nylon Malla.
Fibra hueca Sistema de membrana

Adapatado de Morris, P. y col. (53) & Brodelius, P. (54).
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como puede verse =n la tabla 5.

La magnitud del dafic causzado por el soporte sobre la
viabilidad de las ceélulas veagstales, sSe debe a gue los geles qgue
ze forman en medio ionotrdpico vy térmico. o afectan la
viabiilidad de éstaszs, mientras que los que se forman por medico de
urna reaccidn quimica si la afectan (54).

el gprimer arupc, =1 alainato de sodio ez el mads uwtilizado

debido & la facilidad en =u manejo v a su dizsponibilidad a nivel

murdial. Es un polisacarido gue forma parte de la pared celular
de algas marinaz pardas (Mycrocystisz pyrifera L., Laminaria
hyperborea L. vy Ascophylium medusum L.) vy forma aeles  con

soluciones acidas o en presencia de calcio vy otros cationes
metdlicos polivalentes, formando una malla a traves de los iones
calcio o hidrédgenc, o por una combinacidn de los dos (55, Sé).
En los trabajos de células inmovilizadas en este soporte, se ha
observados que =ze obtienen cantidadesz mayores de metabolitos
secundarios, an  comparacidén  con la obtenida con los  demas
soportes, debido, QU1Z&, a wn mecanismo inhibitorio de astos
sobre las células vegetales, poszsiblementse debido al aefecto de la
temparatura de gelacidn utilizada (55, 57, S2).

Otro  soporte utilizado para abtrapar células vegetales 25 la
quitosana, un polimerc que empieza a tomar auge debide a que
tiens mavor estabilidad gue =21 alginato. Al parecer no afecta la
viabilidad v es de bajo precio en 21 mercado, ademis incremsnta
la permeabilidad de la c&lula, facilitando asl la excrecién de
algurnos productos secundarios gue no son liberados al medio (59).

La AQquitosana =ze deriva de la quitina, que =23 =21 segundo

1 m& ampliamente

m

w

biopollimerce mas abundante en la naturaleszza v



Tabla 5, EFECTO DE LOS DIFERENTES POLIMEROS SOBRE LA VIABILIDAD
DE LAS CELULAS VEGETALES INMOVILIZADAS.

TIPO DE SOPORTE VIABILIDAD ESPECIE uso
CELULAR VEGETAL

A B C D

Alginato + + + + Catharanthus roseus Sintesis de
novo de al-~
caloides.

Papaver somniferum Biotransfor
macidén de -
alcaloides.

Kapa-carragenina L Catharanthus roseus Sintesis de
novo de aj-
malicina.

Agar + + + [/ n I Uso de pre-

cursores pa
ra la sinte
sis de ajma

licina.
Agarosa + + + / " . Sintesis de
novo de aj-
malicina.
Gelatina + = =/ s w Sobreviven-
cia.
Poliacrilamida - - = = b . Sobreviven-
cia.
Espuma de poliu- /f S+ o+ Capsicum frutescens Sintesis de
retano. capsaicina.
Malla de nylon /S /S o+ o+ Beta vulgaris Sintesis de

betacianinas.

Fibra hueca A G A Glycina max Sintesis de
fenoles.

Plasmélisis (+) Células viables.
Respiracion (-) Células no viables.
Crecimiento celular

: Tincidn con diacetato de fluoreceina.

oW

Adaptado de Morris, P. y col. (53).
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distribuldo en &l mundo. Las fuentes potenciales de guitina  son
los  caparazones de 1ahgost# de mar. Cangra2joz Yy Canarones.
También se& encuentran en cantidades significativas como
constituyentes del micelio y ssporas de muchos hongos.

Su sensibilidad a variacionesz de pH vy a fuerzas idnicas, ez
mayor Que la de otros polizacaridos v es uno de 1oz pocos
palielectraolitos catidnicos, Qe proved una  gran variliedcad de
aplicaciones potenciales. debidoc a su particular comportamisntc
en solucidn (£0),

Las aplicaciones potenciales de la guitosana zon muchas.
entre ellas, se ancuentra =1 uso de los llamados glbébulos de
quitosana en la encapsulacidn de células microbliarmaz para la
produccidn  de enzimasz vy amincacidos (61). Vorlop & Klesin (52) v
Rodriguez-Sanchez & Rha (62) proporcionan valiosa 1nformacidén
sobre el uso potercial de ezte pollmerc en el atrapamientoc dJde
células veagetales por cultivo de tejidos. Sin embargo, =xisten
pocos  informez de la aplicacidn de quitozana para 1nmovilizar
células vegetales, entre ellas ==ztd el de Knorr % Teutdnico (&£3),

quienss  lograron inmovilizar c2lulas de Amaranthus triceleor =n
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quitosarna para obtener caalato en cantidad
mayores a las obtenidas con células libres.

En el segurndo arupo (mecanismo térmico). el agar la
agarocsa tampoco afectan la viabilidad celular. aunque  la
capacidad biasinteética de las células == menor a la que prasentan
las células atrapadas en alginato de calcio. Esto ze atribuys a
que sstos soportes permiten la divisidn celular (S1).

El atrapamientc en 3elatina vy poliacrilamida, soportes  que

pertenecen al tipo de g=lacidn por reaccidn quimica, &g pPOocd
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recomeaerndado ya Qque el wusc de agentez enlazantez como el
glutaraldenldo, afectan la respiracidn celular, aspecto que

reparcute encrmemente en la capacidad biosintética de la célula

s 15 Sin =mbarao, atirn cuandos =& recomienda no ukilizar
zsustancias quimicaz como agentes enlazantes, Galum &  col. (54)
encontbraron ue las ceélulas de Mentha sp. atrapadas Elg

poliacrilamida  hidrazida (PAAG-H) vy =stabilizadas con glioxal.
mostraron semejanza con la wviabilidad celular obtenida en
celulas libre=.

Una via alt;rn& a las yva mencionadas, es la retencidn de
células dentro de wuna matriz semirlaida vy altamente porosa,
Rhodes % Zol. (&€5) usaron fibras de nylon y espuma de poliuretano
reticulado, observando la existencia de wuna pelicula delgada

mucilaginosa, cubriendo las célulaz atrapadas v la matriz. La

importancia de é#sta pelicula para la retencidn de las células

dentra de la matriz, z2s dizcutida por estos autaores. Lindsey &
(=} 1) I8 (6,7,40) llevaron & cabo =ztudics de irmmovilizacidn dJde
c&lulaz de Capsicum fruteszcens, en espuma de poliuretanc,

encontrands  que estes material no afecta la viabilidad celular v
rarmite obtener mayor produccidr de capsaiclhnoldes que la que  =se
loara con célulaz libres.

Las c2lulas vegetales irmovilizadas en algunos scoportes,
musstrar un incremento en la produccidn de ciertos compueshtos
naturales, con respecto a las células libres, lo cual indica que

eszta tachnica tiens un futuro promstedor parzs la obtencidn a mayor

escala de capsalcinoidez asl como de otros metaboslitas
secundarios, va que laz ctlulas retienen =u capacidad
biosintatica, tantao P z=intesis "de novo" (reacciones

P
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enzimaticas zecuenciales dentro de la ceélula, Aque tienan una

fuente zimple de carbono como  precursor), como Por la

transformacidn de precursores con que se alimenta el cultivo, en

la sustancia deseada (55).

4.5.1. Soportes utilizados en la inmovilizacidén de células de C,.
chinense.

En este trabajo cse eligieron cuatro pallmer@s; Para
establecer con ellos las condiciones de inmovilizaciédrn  mas
adecuadas de las células de C. chinense. Estos polimeros son:
espuma de poliuretano, alainato de scodio, quitosana v acido
poligalacturdnico.

-La espuma de poliuretano es considerada como un polimero
durable en su wso con células vegetales, ademas de que
preserva la viabilidad celular y facilita la manipulacién de
laz células, disminuvendo la contaminacidén de losz cultivas
(40) .

-El alginato de calcio es un gel que, a diferencia de la
gelatina, el agar, y la carragenina, PpPreserva con mayor
eficiencia la viabilidad de las ceélulas vegetales, ya que U
WU=E0 en la inmovilizacidn no  regulere la aplicacidn de
temperaturasz que dafien a las células (57).

-La quitosana, un polimero derivado de la quitina, se encuentra
reportada en la literatura como un gel con gran uzo potencial
en la inmovilizacidn de células vegetales, debido a que
presenta mayor estabilidad que el alginato, por lo que

consideramos de interds afplicarla en la 1nmovilizaciédn de



-El &cido poligalacturédnico, gque e un derivado de la pectina,
ez un polimero con caracterlsticas de aelacidr =imilares a las
del alginatoc. Su uso =2n la irmovililizacidn de bacterias vy
levadurazs es muy reciente, y se ha venido utilizando en el
departamento de FBiotecnologla v Bioirngeniaria del CINVESTAV-
IFN, en =] atrapamiento de c2lulas bacterianas para la
trarsformacidn de estercidesz vy la produccidn de etarol, por
lo que ann este trabajo ze propone como un polimerc  con

posibilidades de éxito e la inmovilizacidrn de células

vegetales.



V. MATERIALES Y METODOS

S.1. CULTIVO DE CELULAS

Se wutilizaron cultivos en suspensidn de células de Capsicum

diagrama que se muestra en la figura 3.

5.2. MEDIOS DE CULTIVO
Los medics de cultivo utilizados fusron:
MS. Medio mineral Murazhige vy Skoog, pH S.7%0.1 (&6)
{apendice 1).
mMS1. Medic mineral Murashige y Skoog, adiciononado con
scido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) 12.5 X 10 ° M,
ajustado a pH 5.7 con NalH 1 N.
Ern ambos czasos las =alez fueron disueltas en agua
desionizada, y los mediocs de cultivo fueron estarilizados en

autoclave a 15 lhfpulgz durante 15 minutos.

5.3. SOFPORTES Y REACTIVOS
Alginato de sodio. alta viscosidad, obtenido de Macrocystis

pyrifera: Acids poligalacturédnico, arado III, obtenido de
FISE & & Quitosana, grado practico, obtenido de concha de
cangrejo. Estozs soportes fueron obtenidos de Sigma Chem. o,
Cuboz de espuma de poliursetano (1 cm x 1 cm = 1 cm) con 40 poros
O AProK., Wso comercial; 2,3,5 cloruro de trifeniltetrazolium

(TTC), Sigma Chem. Co. Todos los demiés reactivos wtilizados

fuerorn grado anallticeo, cbtenidos de J.T7. Bakear S.A..

r
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Fig. 3. OBTENCION E INMOVILIZACION DE CELULAS DE C. chinense

PARA LA PRODUCCION DE CAPSAICINOIDES.
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S.4 MANTENIMIENTO DEL CULTIVO

Los cultivos de células libresz e irmovilizadas se ircubaron
en una agitadora a 90-95 rpm balo lasz siguientes condicionss:

2) Iluminacién contlrua con lamparas de luz- fluorescente
(blancao frio) de 32 watts vy una intensi1dad
lumirocza de S000 lux.

b) Temperatura: Se mantuvo a 25 % 20 C madiarte un
z1zktema de aire acondiciconado.

Loz cultivos en suspensidt se mantuvieron en matraces
Erlernmeyer de 5S00 ml y 200 ml, conteniendc 100 ml y SO0 ml de
medio mineral MS, rezpactivamentae. Las resiembras para su
mantenimiento se realizaron cada 15 dlas. Los cultivos ==

manipularon en condiciones de asépsia, empleando una campana d

i

flujo lamirnar y material estéril.

5.5. DISENO EXPERIMENTAL
Los resultados, tanto para establecer laz condiciones de
inmovilizacidn =r los diferentez polimercsz, coma Fara
cuantificar la produccitn de capsalcincides de las ceélulas
inmovilizadas se hicieron por triplicadoc. Enm cada caso  losz
valores obtenidos representan =1 promedio.
S.6. INMOVILIZACION DE CELULAS DE C.chinenze EN LOS DIFERENTES
SOPORTES

S5.6.1. Espuma de poliuretano

El procesc de inmovilizacidn de célulaz er espuma de
poliuretanc, ze llevd a cabo de acuerdo al diagrama de la
figura 4.

Eri este método se emplearon hojas de espuma de poliuretarno de



CUBOS DE POLIURETANO
(1l cm x 1 em x 1 cm)

A 4

TRATAMIENTO DE LOS CUBOS
CON HCL 0.1 N POR 12 HRS.

A 4

LAVADO DE LOS CUBOS CON
AGUA DESTILADA (8 a 10

veces) .
A 4

ESTERILIZACION
(a 15 1b x 15 minutos)

v

INMOVILIZACION DE CELULAS
EN SUSPENSION EN LOS CUBOS
DE POLIURETANO ESTERIL (pe
riodo de carga).

v

LAVADO DE LOS CUBOS CARGADOS
Y RESIEMBRA DE LOS MISMOS EN
MEDIO DE CULTIVO ESTERIL.

Fig. 4. DIAGRAMA PARA LA INMOVILIZACION DE CELULAS
DE C. chinense EN CUBOS DE ESPUMA DE POLIU
RETANO. Adaptado de Conner (67) y de Lind-

sey & col. (42).
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1 cm de arosor, las cuales fueron cortadaz en cubos de 1 cm x|
cm o2 1 ocm (con un promedico de 40 poraos/cm) de acusrdo & Lyndzey
% col. {(42). Lo= cuboz fueron tratados con una solucidn de HCL
0.1 N, de acuerdo al método de Cornner v Meredith (67) )
postaricrmente fueron esterilizados en autoclave a ISJ 1bfbu1;
durarmte 15 minutos, con lo cual se logrd la remocidn de
compuestos resi1dualez, como los mondneros de 1zocianato o laosz
solventas organicos utilizados en la fabricacidn de la espuma,
que pudieran resultar téxicos para la célula (&£2).

El perlodo dé carga (tiempo necezario para saturar los cubos
de espumaz corn las celulaz), se inicid al incubar Sg9 de célulasz
{p.fald y 3 cubos de espumna de poliuretano, de las dimensiones
ya mencionadas, =an matraces Erlernmeyer de 125 ml conteniendo 30
ml de medio mineral MS1. El tiempo de saturacidn de lazs aspumas
ze detarmind midiendo =1 pezo zeco (p.s.) de las celulas libres e

inmovilizadas hasta cbterer un pesc constante.

S.6.2. Alginato de sodio

Se uti1lizd alginate de =odio al 2%, dizuelto en =21 medio MS
zor un pH final de &, vy z& enplad una solucidn precipitants de
Catlz a diferentes concentracionez (0.005 M a 9.2 M) dizuelto =n

2l mismo medic mineral v ajustado a un pH final de 7.5, Ambos

a

FH's =e determinaron experimentalmente en =1 laboratorio, par

prevenir cambios =n la acidificacidn de las soluciones provocados

U]

por la esterilizacidn, se3bn s mueskra en la tabla &, La
S5 2 g
soluciones ze esterilizaron a 15 1lb/pulg’”™ durante 15 miruwbtos.
Eri la figura 5 =2 muestra el metods zeauido para la

inmovilizacidn de las células en s2ste ael, ubtilizando culbtivos en



Tabla 6. EFECTO DE LA ESTERILIZACION SOBRE EL pH DE LOS GELES Y
LA SOLUCION PRECIPITANTE.

SOLUCION pH
Antes de Después de
.Esterilizar Esterilizar
Alginato (2%) 6.0 5.5
Acido poligalacturdnico 7.0 LT
(4%)
CaC]2 0.005 M 7.5 5:h
0.05 M 7.5 5.2
0.1 M et B, 2
0.15 M 7.5 5.0
0.2 M 7.5 5.1

a. Los geles y la solucidon precipitante Cac]2 fueron preparados
en medio mineral Murashige-Skoog.

b. Los experimentos se hicieron por triplicado.
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FILTRADO DE LAS CELULAS
EN SUSPENSION

v

OBTENCION DEL PAQUETE
CELULAR

\{

RESUSPENSION DE LAS CELULAS
EN APG (4%) O ALGINATO (2%)

v

HOMOGENIZACION

\ 4

FORMACION DE ESFERULAS
(2 mm aprox. de 0)

v

INCUBACION DE ESFERULAS !
EN SOLUCION PRECIPITANTE
DE CaCl2 (Curacidn)

v

LAVADO DE LAS ESFERULAS
CON AGUA DESTILADA.

Fig. 5. DIAGRAMA PARA LA INMOVILIZACION DE CELULAS
DE C. chinense EN AC. POLIGALACTURONICO Y

ALGINATO DE CALCIO.
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fase de crecimiento logaritmico (4 a 7 dias de esztablecidos),
filtrados a través de una malla de 1.5 mm de poro y retenidasz en
otra de 0.15 mm de poro.

Las celulas =e mezclaron con 10 m]l del gel. en tubos de
SNSayo, y se hicieron pasar a través del disposzitive ques =e
muestra en laz fotografias 1 yv 2, y que consiste de dos tubos de
acaro  inoxidable de 2 mm de diametro internc. For el  tubo
inferior se hizo paszar la mezcla gel-células, con avuda de. ura
bomba peristaltica yv Fpor el tubo zuperior del dizpcsitivo, que
sirvid como aspersor, se hizo pasar un flujo de aire. La
inmovilizacidn de células de Capzicum, ze llevd a cabo  al
pornerse en contacto la mezcla gel-células con la solucidn
precipitante, la cual se mantuvo &n constante agitacidn con ayuda
de wuna placa magnética . El tamafo de la =esférula obtenida,
dependid de la velocidad de extrusidr v el flujo de aire aplicado
a la mezcla. Las esférulas se dejaron difererntes tiempoz en
contacto con la solucidén precipitante para zu "curacidn", tiempo
minimo neceszaric que deben permanecer estaz en la zolucién
precipitante de CaC12 para que =e forme la red polimérica de
atrapamiernto (fig., €). FPosteriormente las células inmovilizadazs
se rezuspendlieron en &1 medio MS para la produccién de
capsalcinoides. Todo el método de inmovilizacidn se hizo ean
condiciones de asépsia vy ezterilidad, ern una campana Jde  flujo

laminar.

5.6.3. Acido poligalacturédnico
Se wutilizd AFPG al 4X, =zeagun la técnica descrita por Magafa

(700, y Cat12 como  solucidn precipitante, a diferentes

i
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Fotografia 1. APARATOS Y MATERIALES UTILIZADOS EN LA INMOVILI
ZACION DE CELULAS DE C. chinense EN ALGINATO DE
CALCIO Y APG.



Fotografia 2. DISPOSITIVO EMPLEADO PARA LA INMOVILIZACION DE
CELULAS DE C. chinense EN ALGINATO DE CALCIO Y
APG.



SOLUCION DE
ALGINATO DE
SODIO
CELULAS

F

o
-0
° °

L] Q
CacCly en medio

mineral 4
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Fig. 6. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL INTERCAMBIO DE IONES Na+ Y Ca2+ DURANTE

EL PROCESO DE FORMACION DE ESFERULAS DE ALGINATO DE CALCIO Adaptado

de Hulst & Tramper (69).



concentraciones. El1 gel se ajustd a pH 7 con urna solucidn  de
NHJPH corncentrada. Ambas soluciornes se  prepararon con madio
mireral MS vy se esterilizaron a 1S5 lb/pulé durarts 15 minutos.
Fozteriormente =& =ziguld la misma matadalag!a descrita para la

inmovilizacidn en alginatoc (fig. 5).

5.6.4. Quitosana

Se siguieron las t&chicas descritas por Vorlop & Klein (5%),
Enorr & Teutonico (63) y Rodriguez % Rha (£2), a las cuales ze
hicieron modificaciones con =1 fin de cbtener un pH que no
dafara a la célula de L. chinense, para lo cual se utilizd una
solucidn de acido acetico-acetato de =zodioco con pH &, para
disolver el polimero, vy una solucién de polifosfato a pH 7, como
solucidn precipitante; Las esférulas ze cbtuvieron siguiendo la
tecnica descrita para alainato.
S.7. EFECTO DEL TIEMPO DE CURACION SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS

CELULAS INMOVILIZADAS

Fara determinar el efecto del tiempo de "curacidn" de las

esférulas de alginato de sodic y acido poligalacturdnico sobre la

viabilidad de las células de C. chinense, se sometisron la=

esféirulasz con 0.3 g9 (p.f.) a diferentes tiempos de curacidn"

que variaron de 2 a 12 horas.

5.7.1. Viabilidad celular
Para medir la viabilidad de laz ceélulas de C. chinense se

utilizéd el método de Steponkus & Lampear (71), modificado por

Towill & Mazur (7Z2). Ezte me2todo ze baza =2n la eficiencia
rezpiratoria de las células . la cual =e mide por medic de la
reduccidn del Z,3,S5-cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) que da



origen a un compuesto de color rojo conccide como farmazadn,
insoluble en agua, pero soluble en alcohol y que absorbe la luz
en una longitud de onda de 485 nm.

Fara medir la viabilidad en célulaz libres, se realizaron
ansayos para determinar las condicionas édptimas de reacciédrn del
TTC con las células de C. chinense, para lo cual se utilizaron
concentraciones celulares de n.1 g v 0.3 =1 {p.f.),
concentraciornes de TTC de 0.01%X a 1.4 ¥ (p/v) disuelto en una
solucién de fosfatos 0.05 M, asi1 como diferentes valores de pH de
5.5 a 5.9 y tiempos de reaccién de 5 a 27 horas. Una vez
establecidos loz parametros 4ptimos de reaccidn, se hizd una
curva de calibracién con diferentes porcentajes de ceélulas vivas
y muertas (figura 7).

En el casc de las celulas inmovilizadas, Primero se
radisolviaron para obtener células libres (inciso 5.7.2.), éstas
se lavaron con agua destilada estéril y posteriormente se
adicionaron a la solucidén de TTC al 1% (pH 7), duranmte 12 horas.
Despuds se extrajo el formazan con alcohol al 95% (v/v) y se
midid la coloracidn en un ospact;ofntametro & 485 rmm. La lectura
obtenida, =& 1nterpold en la curva estandar de calibracion.

S5.7.2. Disolucién de esférulas para la cbtencion de células
libres

FPara liberar a laz células inmovilizadas en alginato de
sodic, se wutilizé una zolucidn de fosfato 0.2 M y EDTA 0.005M a

_ ++
PH &, como agentes zecuastrantesz que compiten por =1 Ca  de

la
red polimérica. FPara las células inmovilizadas en APG, ze wubilizd
una solucién da citratos 0.04 M. a pH 6.0 como agante

secuestrante.
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Estas condiciones, permitieron liberar a las ceélulas

inmovilizadas, obteniéndolas viables.

5.8. EVALUACION DE CAPSAICINOIDES
5.8.1. Peso de las células

El peso fresco de las células libres e inmovilizadas en
espuma de poliuretanc, se pesd en una balanza granataria, después
de remover el exceso de medio por filtracidn.

El peso saco se obtuvo filtrando la suspensién celular a
traves de un parpel Whatman # 1. previamente tarado y colocado en
un embudo buchner. El1 papel filtro v las ceélulas retenidas
fueron, posteriormente, colocadas e uha estufa de vacio a una
presidn de 15 .lbfpulg2 y temperatura de 70° C hasta reso
constante. El peso seco de laz células inmovilizadas en Alainato
y APG se midid de la siguiente manera: a) por diferencia de peso
entre esférulas con las células inmovilizadas vy esférulas vaclas
y b) en células liberadas. despuds de despolimerizar la matriz.
En ambos casos. las células y esférulaz fueron secadas en una
estufa de vaclio de forma similar a las células libre=.

5.8.2. Efecto del CaCl, y la concentracidon de células sobre
la produccidn de capsaicinoides

Fara determinar la influencia de la concentraciéon de Cat%
sobre la produccidn de capszaicinoildes, se hicieron esférulas
conteniends 0.3 9 (p.f.) de células v =se 1rmovilizaron ar

diferentes concentraciones de CaCl, (0.05S M a 0.2 M.

Fara determinar el efecto de la concentracidédn celular, =zobre
la produccidn de capsaicinoldes, se hicieron esfeéerulas
conteniends entre 0.1 9 v 3 g de células (p.f.). Ern amboz casos



conteritends S0 ml de MS1, cuantificandose la produccién de
capsaicinoides por cromatografla de llguidos de alta rezolucidn

como ze mencionard postariormente.

S5.8.3. Cultivo de células inmovilizadas
5.8.3.1. Alginato de sodio y Acido poligalacturénico

Se 1nocularon aesférulas de acido poligalacturdnico v alginato
de calcio en matraces Erlermsyer de 250 ml con SO0 ml de MS1
conteritenda 29 de c2lulas (p.f.), en las condicinﬁea descritas
en el incisc S5.4..

5.8.3.2. Espuma de poliuretano

Se 1irocularon & espumas de poliuretano, con una cantidad de
calulas comprendida entre 5 g v 8 9 (p.f.) en matracez Erlermeyear
de 250 ml con S50 ml de MS1, en las mismasz condiciones descritas
en el inciso anteriaor,

Se hizo el ensayo preliminar de produccidn de capsaicincides
utilizando una columna de vidrio de 13 cm x 2.5 om. empacada con
20 cubos de ezpuma de poliuretars a la cual se hicieron
recircular 400 ml de medioc de cultivo MS1 & una velocidad de 13
ml/min. La produccidn de capsalcinoldes se siguld por un Liempo
de 28 dias, extrayendo cada tercer dla musstras de 20 ml de
medio de cultivo para su cuantificacidn.

En todos los cazoz ze compararon  los experimentos con

c&lulas an suspenzidn, en las mismas condliciones.

5.8.4., Extraccién y cuantificacidn de capsaicinoides
La extraccidn de capsaicincidez del medioc de cultivo =2 hizo
an un embudo de separacidén, adiciconando un volimen de cloroformo

Por uno de medio y repitisndo esta operacidn 3 veoes.
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e
Fozteriormente la faze orgadnica fue svaporada a sequedad. a S0 C
y 15 Ib/pu192 en un rotavapor (Yamato mod. RE-S1).

El residuc se resuspendid en 1 ml de metarncl yv se cuantificé

por Cromatreoarafla de  1lquideos de alta rezolucidn  (HFLC),
utilizando un Cromatbgrafo (Tracor) con las z19uientes
condiciones: columna Supercosil (C-18), fase mévil metarncl-agaua

(E0-40%) + 0,05 M de QgND3 (pH 2.5) cor wun flujo de 1 ml/min,
detector de luz ultravicleta s 280 nm v un volumen de muestra de

10 aql. utilizando wun estandar externco de capsaicina (73) .
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

&.1. INMOVILIZACION EN ESPUMA DE POLIURETANO

Se inmovilizaron cé&lulas de C, chinense en espuma de
poliuretanc, amp leando un  indculo de 70X (v/wv) an faze
logaritmica de 4 a 6 dlas de edad, v se determiné el perlods de
carga; tanto con indculos homogéneos como con hetercgénecs (fig.
2). Al utilizar cultivos homozéneos, =1 tienmpo necesario para gque
las células empezarar a penetrar a la espuma fue de 12 dias.
ﬁespués de aste tiempo se presentaron fluctuaciones en peszo, 1o
cual indica una contlrua entrada Y salida de células, que 3e vid
favorecida por el uso de cultivos celulares con wun  tamafic de
agregadoz menor a los 0.2 mm (tamafo minimo de los poroz de la
matriz), estableciéndnse azl 21 tiempo de =saturacidn a partir de
los 20 diaz. Ademds, =e observé que la mayorla de estas células
atrapadas. una vezr que son inoculadas en el'medio de produccidn v
sometidas a la agitacién correspondiente, =2 desprenden de la
matriz y quadarn libres en el medio, lo que indica una saturacidn
deficiente que fue obzervada al microscopic v Que ze pusde
apreciar en la fotografia 3.

Al utilizar agregados celulares de hasta 3.0 mm de didametro
(cultivos heterogénecs), el atrapamientoc celular empezd al
segundo dia, lograndose wuna saturacidn total en scolo 9 dias  sin
que =e presentaran fluctuacionez en el peso, lo cual indicd que
Ha hubo liberacidén celular. Una vez que las células saturaron el
interior de la espuma se acumularon fuera de ella, logriandosze una
mayor compactacidr entre celula y pollmerc, como == muestra =n la

fotoaraflia 4.
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8. PERIODO DE CARGA DE ESPUMAS DE POLIURETANO CON
SUSPENSIONES HOMOGENEAS Y HETEROGENEAS DE CE-
LULAS DE C. chinense.

o—& (&lulas libres (Cultivos homogéneos)

B—a Agregados celulares (Cultivos heterogéneos)



Fot.

Fotomicrografia de microscopio estereoscopico (19X)
que muestra el aspecto interno de un cubo de poliu-
retano saturado con cultivos homogéneos (Pelicula -
PX-PAN 125).
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Fot.

. Fotomicrografia de microscopio estereoscopico (19X)

que muestra el aspecto interno de un cubo de poliu-
retano saturado con cultivos heterogéneos (Pelicula
PX-PAN 125).
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Estos resultados concuerdan con los  encontradoz en la
literatura, =n  donde Rhodez & «col. (74), trabajandoc con
cultives homogéneos afirmar que =1 regquerimiento de largos
rerlodos de carga, dificultan el control de los estados iniciales
de saturacidn debido a que las interaccicres filsicas entre
células y soporte, son débiles y extremadamsnte sensibles a las
condicziones de corte.

Mavituna % Park (75) inmovilizaron agregados de i

frutescens en matrices porosas de poliurstano vy midieror
crecimiento celular vy consumc de sustrato (glucosal), sncontrando
que los agregados celulares fueron fizicamente atrapados en el
interior de la matriz, donde crecieron vy se adhirieron wnos a
ctros, hasta llenar todo =21 ezpacio diszponible. Por su parte,
Rodes & col. (€5) y Rosevear &% Lambe (76) reportaror la prezencia
de una cubierta mucilaginosa en células de Humulus lupuluz L.,

Beta vulgaris L. y Chanchona pubescens inmovilizadas e
poliuretano, la cual facilita la adhesidn de las cilulas a la
matriz. Esta cubierta, zegun loz estudio=z de Akivama y col. (77)

y Finckher y col. (78) . estd formada de polisacaridos vy

glicoproteinaz, las cuales szon secrestadas por la Zelula veastal

libre o irnmovilizada. aunque =n los cultivos en  zuspensidn es
pPoCo vizible, va que las fuerzas de corte favorecen la
diseniracidn de estos nucllaacz en el mediao, dificultando as! la

adhesidn de laz células.

6.2. INMOVILIZACION EN ALGINATO DE SODIO Y EN ACIDO
POLIGALACTURONICO

Fara la inmovilizacidn de células de C. chinensze en alginato

de calcio vy &dcido poligalacturdnico, se utilizd un 1ndculoc de

S0



aproximadamente 40X (v/v) en fase logaritmica (4-7 diaz de
adad), con un tamafo de agregados de haszta 0.2 mm de didmetro, ya
que los  agregados de mayor tamafo dificultaron el procesc  de
inmovilizacidn.

Loz geles y la solucidn precipitante mostraron una caida de
rH  causada por el proceso de esterilizacidnm  (ver metodoloala,
tabla &)

Al respecto, EKirvin & col. (79) reportan una acidificacidn
del medio mineral MS, posterior al procesc de esterilizacidn  en
autoclave. Uiakot‘& Bezdak (20) mencionan_QU& el medic mineral MS
con wun pH inicial de 5.0, S5.39 y 5.8 también tiene una caida
entre 0.2 y 0.5 unidades después de la esterilizacién. También
reportan Qque la acidificacion del medic fue acompabada por la
sedimentacidn de un precipitado de =ulfato ferroso, lo cual
indica Aque el calor aplicado en la esterilizacidn favorece la
formacién de compusstos que estan interactuando indirectamente en
lazl variacionesz de pH. En ruestro caso, este efecto fue mas
marcado, debido posiblementes a la adicién del polimerc v sales de
CaCl 2 al medio.

Urna vez establecidas laz condicicnes de preparacidn de cada
una de lag soluciones wutilizadas, se inmovilizaron las cé&lulas de
C. chinense, haciendo algunas modificaciones al método d=
irmovilizacidn., La eleccidn de cultivos de 4-7 dias de edad,
permitid obterer ceélulas en fase de crecimiento legaritmico, para
avitar la presencia de ceélulas dafadaz. Asimizmo, =1 filtrado de
éstos cultivozs a través de una malla, permitid la inmovilizacidn
de agreaqadoz celulares de un tamafio aproximado de 0.15 mm & 1 mm,

ya Jua de acuerdo a los trabajos de Lindzsey & Yeoman y Mivazaka %



col. (42, 81), la produccidn de metabolitos puede verse
incrementada al trabajar con cultivos celulares con cierta

agregacidn.

6€.2.1. Efecto del tjiempo de curacidn

El calcico ez un catidn que cumple diversas funciones dentro
de la fisiclogla celular de la gplanta. Este compueszto es
importante ern la sintesis de la pectina que conforma la lamels
madia: =ze encuentra involucrado ern el metabolismo de formacidn de
nicleaos vy mitccondrias y en la activacidn de alguras enzimas
como las fosfolipasaz v otras. Tambiér =& ha encontrade gue el
exceso de calcio, puede ccasionar la formacidn de complejos
insolubles qQue tisnden a precipitar y prevenir efectos tdxicos de
ctras sales en la planta. Por otro lado, la formacidn de astos
compuestos  limita la captacidén de calcioc por laz células,

manifestando una deficiencia de é&ste (22, 23).

Tomardo en cuenta lo anterior, ze tuvo gque considerar el
efacto del calcio =obre la wviabilidad de las cklulas
inmovilizadas. Para ella, =e considerd el porcentaje de

viabilidad de laz células de C. chinense inmovilizadas, como =1
Fparametro indicativoe para determinar el tiempo de  curacide,
encontrando gque 4ste es de Z a 4 horas para las ezférulas de APG
al 4%, con un 46¥ de viabilidad, y de 4 & £ horas rFara las de
alginato de calcio al 2%, obtenidndose uma viabilidad de 334 vy
HEX. Se wutilizd une concentracicdn de CaC& de 0.2 M para la
gelificacidn de amboz polimercs (tabla 7). Esta concartracidn fue

elegida de acuerdo a la literatura consultada.

Erv ambos casos, despuds de Sue las células  1nmovilizadas



Tabla 7. EFECTO DEL TIEMPO DE CURACION EN LAS CELULAS INMOVILIZADAS
DE C. chinense.

TIEMPO DE CURACION 2 % DE VIABILIDAD b
(Horas) Alginato de sodio Ac. Poligalacturdnico
2% (p/v)°© 4z (p/v)¢
0 100 100
2 51 44
4 83 46
6 86 38
8 45 -
10 -- 38
12 35 -
En CaCl, M.
Esférulas con 0.1 g (p.f.) de células.
Solucién de fosfatos 0.2 M + EDTA 0.005 M. pH 6.
Solucion de citratos 0.04 M. pH 6.

a o o g
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permanecieron 2 h er contacto con la sclucidn precipitarnta, se
cbservd una reduccidn de 49X a S6X en la viabilidad de éstas, 1o
cual puede ser atribuldo a loz cambios a los que fue sometida la
cilula v a un efecto de adaptacidn, manifesztado por un decremento
ern la respiracidn celular. En el caso de alginato de calcic, las
celulas tienden a recobrar su viabilidad debido., posiblemente, a
una mejor adaptacidn de éstas a la matriz, pero despuéas de 10
horas de estar en contacto con la solucidn fprecipitante se
rresenta un efecto nocivo del 0305 » lo cuwal pusde atribuirse a
que conforme =& incrementa el tiempo de permanencia de las
esférulas en la solucidn precipitants, 21 complejo cé&lula-gel
presenta mayor estabillidad, dificultandose la redisolucién de las
esférulas, requiriéndoze mas tiempo para ello y aumentando el
dafic celular.

En el casoc de acido poligalacturdnico, la pérdida de
viabilidad celular, que fue de un 49% a las 2 horas de =er
inmovilizadas ze vid disminuida com el transcurso del tiempo. Las
razones de este comportamiento no pueden ser praeclisadas, =in
embarac es posible atribuir cierta influencia a las
caracterlzsticaz del acido poligalacturénico polimerizado, =1 cual
fue mas estable y rigido que el alginato, en las condiciones
empleadas. Ademas =l hecho de gue el APG forme parte integral de
la pared veaqgetal, podria favorecer uma unidn mads fusrte erntre

célula vy polimerc vy, de esta marera, dificultar la disolucién

postericr de la esférula con =z=olucidn de= citratos, provocando
dafo en la pared vy, =2n consecusncla, =0 la membrana celular (S6,
24).

Los  trabajos de Brodelius y col. (44, S7) nmueztran que el



tiempo de curacién de las esférulas de alaimato de calcio,
depends también de la concentracién del polimero que se utilice.
Faor ejemplo. estos autores inmovilizan células de Catharanthus

roseus en alginato de sodic al 3% vy las dejan curar durante 12
Foraz en la solucidn precipitante de CaClz 0.05 M; uzando la
mizma especlie, en otro trabaje con alginmato de sodio al SX vy un
tismpo de curacién de 30 minutos en solucidn de CaCE U.05M, se
obtiener. 2n ambos  experimentos viabilidad celular medida
cualitativamente por plasmélizis, respiracisn vy divisién celular.

La discrepancia en cuanto a tismpo de curacidn que muestran
riuestros  resultados reszpecto a los reportados en la literatura
(44, 51, 53, 58, 57) puseden atribuirse a las diferenciasz de
concentracidn utilizgdas tanto de los geles como de la solucidh
precipitante, asl como también a la susceptibilidad propia de
cada especlie.

Rochefort % col. (25) ocbservaron que 21 proceso de gelacidn
depernde  de  muchos factores, entre los que se encuentra  la
concentracidn del ion calcio y zu relacidn con 21 tiempo d=
curacidn. Si aicha concentracidn es alta, la reaccidn gelificante
zard mas rapida que la difuszidn del catidn vy, como resultado des
ella, la formacidn del gel s& realizard preferencialmante cerca
de la superficie. Si por el contrario, la concentracidn de CaClz
es  baja, 21l catidn o serd =uficiente para originar  una
gstructura  firme del gel, requiriéndose un mayor tiempo  de
curacidn del pollimerc.

Es necesaric a&clarar Jque la liberacidn de las celulas
inmovilizadas en alginato de calcio vy &cido poligalacturdnico, se

llevo a cabo inmediatamente después de que =stasz fusron retiradas



de la solucion de Cacg_, obteniéndoze los resultados mostrados en
la tabla 7. Asimismo, al llevar a cabo el mismo proceszo de
liberacidon, en ceélulas inmovilizadas. que permaneciercon mas de 1
dla en medio de cultivo, no sze detecto viabilidad celular al
aplicar el método de TTC, lo cual puade atribuirse a que conforme
Fasa el tiempo, esférulas y células forman una unidad, vy la
despolimerizacidn del gel pueda provocar dafios irreverziblesz a
las células. Esto origind que en los experimentos posteriores se
tomara la produccidn de capsalciroides, como el parametro
indicativo de viabilidad celular, ya que la biosintesiz de este
compussto se da por medio de una sinteiz de nove  (producto
formado por un  gran nbmero de reacciones metabdlicas gque se
iniclan a partir de una simple fuente de carbono v nitrbdgeno) . la
cual no puede ser realizada a menos que las células ectén

viables (86).

6.2.2. Efecto de la concentracion de Cacg 2

Sa estudid la concentracién minima neceszaria de CaCl o Fara
polimerizar ambos ageles, vya que en estudios preliminarez se
observd que para alginato de calcio al 2% se reguerla una
concentracidn de Ca012 0.05M vy para acido poligalacturdnico  al
4% es necesarilia una concentracidn de 0.1M. Partiendo de e=llo, se
incrementd la concentracicon de CaCE! para la inmovilizacidn de
celuylas de C. chinense en ambos polimercs v se determind su
éfectn sobre la produccidn de capsaicinocides. En la tabla 3 se
prezentan los resultados obtenidos para amboz polimercs, en donde

se apreclia gue al utilizar una concentracidn intermedia de :I;aCl2

(0.15 M) en la gelificacitn, se obtiene una produccidn -_———

N
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Tabla 8. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CaC12 SOBRE LA PRODUCCION DE CAPSAICINOIDES
EN CELULAS INMOVILIZADAS DE C. chinense EN ACIDO POLIGALACTURONICO Y ----

ALGINATO DE CALCIO

AC. POLIGALACTURONICO! ALGINATO DE CALCI0?
taCl, Capsaicinoides (wg/g/1) CaC]2 Capsaicinoides (ug/g/1)

(Molaridad) ¢ NDC DHC  CAP  (Molaridad) c NDC HDC CAP

ToT ToT
00.1 78.575 199.065 5.235 282.893 0.05 11.75 . 11.75
0.15 120.45 387.865 ____ 508.315 0.1 17.09 _17.09
0.2 41.91 78.58  5.235 125.725 0.15 17,99 17.99
0.2 8.54  tr 8.54

Condiciones del experimento:
a. 0.3 g (p.f.) de células.
Se utilizaron cultivos celulares con 251y 352 resiembras.
. Tiempo de curacidn de 3 horasly de 4 horasz.

a o o

E1l tiempo de incubacién fue de 7 dias.
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mayor de capasaicinwides totales. miertras GLie 1z

i

concentraciones mernores ¢ mayores de ésta mostraron producciones
bajas.

La tendencia a wuna baja produccidn de capsaicinoides con
respecto a una concentracidn baja de CaCb » mostrada tanto para
alginato de sodic como para acido poligalacturdnico, se atribuye
a wn  atrapamiento celular deficiente, Jue 1nmoviliza pPero no

causa "stress" a la celula a un grado gue permita su maxima
produccidn.

En lo que =ze refiere a la capacidad de biosintezizs de
capsalcinoidesz, mostrada al gelificar los polimeros con CaCE
0.2 M, el decrementc observado para alginato de calcio (47%) vy
adcido poligalacturdnico al 277X posiblemente se deba a la
formacidn de wna red polimérica muy compacta gque puede astar
limitando la entrada o salida de productos y/o sustratoz al
interior de la matriz. Tanaka y col. (87) menciohan que =1 tamafio
de poro de un gel, dado por el tamafo de la molécula yv/o a =su
concertracién puede afectar la difusidn de los s=ustratos o
productos, limitando la velocidad de reacciones enzimaticas en
celulas inmovilizadas.

Otro trabajo realizado por Wichers % col. (88), con células
de Mucuna pruriens inmovilizadaz en alginato de calcio, reporta
que la adicidn de un exceso de calcio (70 mM en adelante) inhibe
tanto la produccidn como la liberacidn de L-Dopa ¢l
Dibidrofenilalanina) , debido probablemente a wun mecanismo
inhibitorio del transporte activo =n 21 plasmalema. Un  efecto
zimilar fue reportado por Felix y col. {89), quiernes cbservaron

uria inhibicidén  por calcio, de algurnas reacciones enzimadticas

n
w



catalizadas por hexcguinasas vy alucosa-&-fosfato deshidrogeraza
eri céalulas de C. roseus immovilizadaz en alginato vy  agzarocsza.
Ellos atribuyen esta cbservacidnm a la presencia de calcic en =l
medio  de 1ncubacidén, el cual evita la reacclidn por WNlones
14nicas con la coenzima cardgada negativamente.
Cabe hacer notar gus los cultivos celulares empleados  para
la inmovilizacidrn en alainato de zodioc v AFPG, pertenecen a
diferentesz resiembras y to proviensn de una linea celular
stablecida, lo cual podria explicar la diferercia de produccide
de capzaicinoides obtenida al variar la concentracidn de CaC5
En la literatura sze menciona que =1 uso de eske tipo de culbtivos,
Brovoca cambios eplgenéticos, az{ como el redr denamniento

estructural de loz cromosomas, lo que ocasiona una reduccidn o

perdida de la capacidad celular para producir metabolitos

secundarios (90, F1).

6.2.3. Efecto de la concentracidn de células.

Otro de loz factores que contribuyen a crear un microambiente
limitante dentro del ael, ez la concentracidn celular, la cual
pusde afectar la velocidad de difusidn del swustrato vy la  del
cxfgenc (220, repercutiends  directamente en la produccidn de
metabolitos =secundarics. For lo tanto fue neceszario irmovilizar

diferasnts

cormcentraciones celulares. svaluando la produccidn de
capsaicinoides como  parametro  indicative para debterminar la
cantidad mAs adecuada de células immovilizadas en cada  wno  de
los asles.

El efecto de la concentracién celular schre la produccidon de

capsaicinoides e aprecia en la kabla 3 con zélulaz arecviilzada.



Tabla 9.

EN CELULAS INMOVILIZADAS DE C. chinense.

1

ACIDO POLIGALACTURONICO

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CELULAS SOBRE LA PRODUCCION DE CAPSAICINOIDES

2
ALGINATO DE CALCIO

Peso celular

Capsaicinoides (ug/g/1)

(g/psta)
c NDC DHC CAP
TOT
0.1 o . L
0.3 7.91  tr tr 7.91
0.7 9.45 tr tr 9.45
1.0 20.29  tr tr 20.29
2.0 55.63 10.59 5.19 71.21

Peso Celular

Capsaicinoides (ug/g/1)

(g/p.f.)
C NDC  DHC CAP
TOT
0.1 0.0148 0.0148
0.3 0.0353 0.0353
0.7 0.3969 0.0028 0.007 .0.406
1.0 293.2 23.3 18.12 280.62
2.0 182.0 14.88 12.27 209.10

Condiciones del experimento:

a. Se utilizaron cultivos celulares con 291 y 382 resiembras.

b. Tiempo de curacidn 3 horasl
c. Tiempo de

y 5 horas2
incubacidn de 7 dias.
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en acido poligalacturdnico y alainate de sodic. La concentracién
m& - ima de células utilizadas para  irmovilizar 1 acido
poligalacturdnice =2 determind de acuer do a los Froblemas Que se
presentaron al formar la esférula con la mezcla célula—pollmera,
ya que s& cbservd que conforme aumenta la concentracidn celular,
ze plerde la forma de la asférula de ARG (ver fotografia S). En
la tabla ® ze obzerva gue la produccidn de capsaiciroides
aumenta en forma proporcional  al  peso de la= celulas
inmovilizadas, de tal marnera gque con 2 g peso fresco, =e obtisnen
71.21 aa/3/1 de capzalcinoldes totales, mizrntras TR
inmovilizandoe 1a de p.f., la produccidn disminuye ern un 714
(20.29 mas/as1).

Cabe zefalar que la irmovilizacidn de células de C. chinenss
en Acido poligalacturdnico se facilitd debido a gue este gel
prezenta baja viscosidad al disolverlo, Fermitiendo ura
distribucidn homogdnea de ce2lulas, con 1o cual, posiblemente ze
evitaron problemas difusionales ralacionados ok la
transferencia de oxlgeno vy sustrato, as!l como problemas
cauzados por bidxido de carbono, etc.

Fara el caso de las céluylas irmovilizadaz 2n alginmatc de
calcio, la produccidn de capsaicinoides fus similar a la
observada en celulas 1nmovilizadas en AFG, =i embarao, 2r
alainato de calcio =1 valor mads alto de produccidn s=2 alcanzd
con una carga celular de 1 a (p.f.), decayendo liageramsnite &l
aumertar la concentracidn celular a 2 g |~ gl Ezto pusde
atribulirse a que =] excesc de células pudc provocar competencia,
al crear wun ambiente de anaercbiloziz en =1 anterior de la

ez férula.



Fot. 5. Fotomicrografia de microscopio estereoscépico (12X)
de cZlulas inmovilizadas en Ac. poligalacturdnico
(Pelicula PX-PAN 125).



Son pocos los trabajos gque hacen referencia al efecto de la
concentracidn celular en sistemasz i1nmovilizados, debido al
ezcaso corocimiento de los cambios fisiolégicos y  bicquimicos
causzados por el confinamiento al que es zometida la célula. En
estos trabajos Se menciona que un incremento en dicha
concentracidn ocasiona problemas de limitacidn por oaxigens qus
pueden matiifestarze directamente sobre la produccidn de
metabolitos secundarios (87, 93, 94). Mavituna & col. (35)
informan que células inmovilizadas de C. frutezcenz cv annuum en
espuma de poliuretano, previamente sometidaz a wun perlod@
limitante de  oxlgenc, incremertarar la  produccidn  de
capsaicincides en el medioc al reztaurar loz niveles de axlagerc
(arriba del &0X) en el medio de cultivo. Por su parte Hulszt %
col. (96) proponen que para agregados celularez de Tagetes
patula, la carencia de oxigenc en &l cerntro de los  aaresados,

puede zer el factor que estimula la sirtesiz de tioferosz. Este

comportamiento es similar al observado en los s1st

i

ez

i

inmovilizados, =in embargo Jones & Veliky (97) mencionan la
necesidad de continuar con estudics detallados para conocer =1
efecto del O 2 dizuelto zobre =1 metabolizmo de las celulas.

Par otra parte, la baja de produccidn de capsalcincldes con
0.1 a. 0.3 ay 0.7 a (p.f.) en células 1nmovilizadas ern alginato
de =sodio, puede atribuirse a wn  atrapamiento hetarogire
(ezférulaz vaciazs y =z=fiérulas con pocaz cilulas 2n su 1nteriaor) .,

cauzado por la naturaleza viscoza del a=l. Azimismo == obzervd un

rompimiento de la matriz (fotoarafla €) en un ti1empo  apraximado
de 3% dia=s causado por 2l crecimiento célular. Ezto musestra whna
==l resi1ztencia del alainato, lo cual Ciolris1de Zon 1o



Fot. 6. Fotomicrografia de microscopio estereoscdpico {8X)
de células inmovilizadas en Alginato de calcio
(Pelicula PX-PAN 125).
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ercontrado en la literatura (&0, 25, 298).

Cabe recalcar que loz cultivos celulares empleados para la
inmovilizacidn en alginato de sodio v AFG pertenecen a diferentes
resiembraz vy no provienen de urna llnea celular =stablecida, | =]
cual podria explicar la diferencia de produccidn de
capsaicinoides aobtenida, al variar la concentracidn celular, va
que en la literatura se menciona que los  cultivos celulares
mantenidoz por varios subcultivos, muestran una aran variabilidad
=g la produccidén de metabolitos secundarios, as! como  también
cambioz morfoldgicos marcados, lo cual ez atribuldo a cambioz
geréeticos o epi1gendticos de las células (91, 3%, 100, 101).

For  Gltimo, en la mavoria de los  casos donde se midid  la
produccidn de capsaicinoides, la capzaicina se produlo e mayor
cantidad. dato que resulta de interés, debido a que este
comporiehte ez el que le confiere mayvor picor al fruto de Capsicum

(28 .

6.3. INMOVILIZACION EN GQUITOSANA

La muitima de la cual == deriva la quitozana, 23 21 seaundo
biopolimers mis aburndante en la maturaleza, v 21 mas ampliamente
distribuldo en =21 mundo. Ez parecido a la celulosa v no &z uha
20ma industrial debido a gue =3 i1nsoluble en agua (&£0).

Laz aplicaciones potencilales de la guitozana son muchas,
entra ellas, ze encusntra 21 usa de aldbulozs de gquitosana en la
encapzuilacién de céelulas microblanas fFara la produccidédn de
erzimas ¢ amincacidosz, Rha (61), Vaorlop & Elein (5%) vy Rodriguez
& Rha {(&2) proporcionan valicza informacidn  sabre =l =0

potencial de este pollmsra en el atrapamiento de celulas



vegetales por cultive de tejidos=, y& Jue sxi1sten ooz reportes
de  la aplicacidn real de quitosana para  inmovilizar células

vegetales. KErorr y Tewtonico (63) lograron 1rmovilizar célulaz de

tricolor en quitosana, obternsndo una produccidn de
oxalato en cantidadez significativamente mayor=z a las obteridas
con c2lulas libres. Su sensibilidad a variaciornesz de pH v &
fuerzaz 1dhlcas, ez mayor que la de otroz palizsaciaridos v o=z uno
de los= pocoz polielectrolitos catidnicos que proves  dUna aran
variedad de afplicaciones potencilales, debido a =u particular
comportamiento 2n solucidn.

Con &l finm de encontrar los procescs de gelificacide v
disolucidrn de =2ste gel, realizamos las pruebas rnecesarilaz  para
mantener =l pH de la quitozana v de la soclucidén precipitants,

deritro de  los  intervalos toleradoz por lazs célula de

w
1
|-

chinenze.
Fara obterer ezférulas resiztertez, =z hicieron  &l3uncs

ENSAYOsS., QuE  aFarecan en la literatura para la 3elacidén vy

disolucidn del gel (tabla 10).

L

Al =eguir la metodologia wtilizada por Varlop y bFlein  (939)
=e abtuva la formacion de alébelos alargado= ¥
caracterizticanente compactos. Sin embarac =1 pH  obterado Con
este el vy la solucidn precipitante fue de 2.9 ¢ 14,0

rezpectivamente, (=Tuly lo cual rmno =e wtilizaraon Fara la

inmovilizacion de c2lulaz  de C. chinenze. Con el  mzftodo
utilizado por ErRorre y Teutonico (&3) ze  farmarar  hojuelas
delgadazs. mientraz que por el miétodos de Rodrigu=sz y Rhia (625, la

gelificacién lograda permitid la formacidn de gldébuleoz bhuecoz. En

i
S al adiciornar laz célulaz & laz zolucione: estas

h g
i



Tabla 10. PROCEDIMIENTOS EMPLEADOS EN LA FORMACION DE ESFERULAS DE
QULTOSANA PARA LA INMOVILIZACION DE CELULAS DE C. chinense.

QUITOSANA SOLUCION PRECIPITANTE REFERENCIA

GEL DISOLUCION EN: PH CONCENTRACION PH

(% p/v) (% p/v) (% p/v)

A. 1.5 Acido citrico 3.9 Hidrdxido 2.0 14 59
(3.8) de sodio

B. 2.4 Acido asclrbico 4,1 Trifosfato 3.0 1.0.7 63
(1.6) de sodio

C. 2.6 Acido acético 4,7 Trifosfato 1.5 11 62
(0.8) de sodio
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murierorn  1rmediatamente, debido a los valores de pH obtenido

m

Erorr & Berlin (1987), citados por  Beaumont % Enorre {102)
reportan Que uwna solucidn de guitozana en dcido  acético  1.55%

causa la muerte de célulaz de Ok

mopodium rubruwm, debkido  al

tratamiento acido que requiere el polimerc para =zu disolucidn.
Otro  de los factores que intervirvieron en la polimerizacids

de é&ste soporte fue la temperatura. Bihari & col (103) vy

Muzzar=1l1 (104) informan que a temperaturasz altas, laz cadenas de

ze diztienden, dismiruyendo asl la viszcosidad de la

—

este 9=
solucidn, pero gQue  tambiérn retornan a =s=u estado normal, al

ometerze a un estado de enfriamiento.

(0}
w

Far tal motive =e utilizd el método de Rodriguez & Rha,
modificando los valores de pH de laz soluciones. Fara obtener
valorez de pH cercarnoz a 7. y que ademdz fusran capaces de formar

Quitosana al 2.6 X dizuslta en

0]
L]
m
[
o+
R
s
"
5
o

esferulas reszistente
ura =olucidrn  reguladora de acido acético (1.2%) v  acetato de
sodio (0.001%), FH &, y una =olucidn precipitante de trifosfato
de sodioc (1.5 %) pH 7.0. Frevio a ésto e llevd a cabo un enzayo
que  mos permitid conocer la influencia del pH de la solucidn
de la

precipltante, trifosfato de sodio (1.5 ¥) antes vy despue

i
h

esterilizacidt, zobre la formacidn de esférulas y/c gldbulos de
quitosana. Los resultados obtenidos mostraron quie la

teri1lizacidn rno afectd la gelificacidn, va Jue =e obtuvieron

i
ul

f

1=

rulaz reziztentesz, aungue para 2llo se tuvo que someter  la

i
ut

zalucidrn de gquitozana a un proceszo de enfriamisento por abajo d=
ﬂ(% por 12 horas, debido a gque ze obsarvd que un enfriamizsnto a
temperatura ambliente. no permite la formmaciden de gldbuloz,

ha wvez gus se determinaron laz condicio de dizolucidn oy

Ly



gelificacidn de aquitosana, dentro de los valor=s d= pH qus
soporta la celula (&6-6.5), =2 midid el efecto directo [= =]
zstaz zolucionesz.,  sobre la viabilidad celular, observandose uwna
perdida total de #sta. Eszte resultado pu=sde atribuirze a un dafio
directo de la quitosana sobre las células, va que, Kohle (105),
informa que al adicidérnar guitosana soluble, a un cultivo, para

sta alterd la composicidn

=

permeabilizar células de Glycina max.
de la parsd celular, presentando liberacidn del material 1dnico
intercaelular en el medio de cultivo. Azimismo, se detectd musrtse
celular en alto porcentaje. Young & col. (104, 107) mencicnan gue

causados potr guitozana zobre c&lulazs de

1
Is

w
i
-+
14
!
o+
[}
w
o
n
-
<
0
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nax. =2 debe a wna pérdida de 1ones (electrolitos) vy otros
materiales a nivel de membrana v pared celular. provocadoz por la
rnaturaleza policatidnica de la quitosana. Debido a los rumerosos
Froolemas Jue e presentaron decidimos mo  continuar los ensayos
con este soporte.

6.4. ENSAYODS PRELIMINARES PARA LA FRODUCCION DE CAPSAICINOIDES
POR CELULAS IMOVILIZADAS DE C. chinernse.

La bicz{rtesiz de metabolitos secundarios por calulas
vegetales =ze considera que estid correlaciconada, e la mayvorlia de
los casos=, con el grado Jde diferenciacidn celular. Lindsey &
Yeﬁman (4Z) reportan que los cultivos de tejido calloso de O,
frutezcens oV anbuum Ccon mayorss niveles  de producidn, fusraon
aquellos gue presentaron apariencia compacta y lento crecimiento,
lo cual hace penzar Que =] contacto flsico emtre uma  c2lula v
ctra. mejora  la expresién de la capacidad de biczlntesziz de  la

célula vegetal.

Exi1sten evidenclas de Qe la inmoyvilizacidm. Far



atrapamiento, imita condiciones de agregaclion semejantes a  las
ue == dan en cultivos callosos, propiciando la wnidn entre
cé&lula-g921l  gue permite zimular 21 contacto célulz-cdlula de  los=
cultivozs con agregados celularez. Por cotra parte., =1 atrapamiento
tambien limita la dizponibillidad de los nutrientes v por lo tanto
la divizidn celular., con lo cual no zolo se provoca un ambiente
donde ze incrementa la =zimteziz de metabolitos zecurdarios. S10
que  ademds, el atrapamiento de la célula permite la remocién de
estos compusstos de marera cont{nua, ety todozs aquellos cultivos
en donde ]l metabolito ez liberado al medio de produccidn (7. 45,
108, 109).

Lha wvezr establecidas laz condicionezs de i1rmovilizacidn de
células de C. chinenze inmovilizadas en alsanato de calcio,
Acido poligalacturdnico v poliuretano, =2 midid la produccidn de
capzalcinoides con respecto al tismpo.

Em la figura 7 =e compara la produccidn de capzalcincidez de
c&lulazs de C, chinense =n suspenslén con la de cklulas 1nmovili-
zadas en alginato vy ac. poligalacturdrico, durante un per{odo de
incubacidn de 20 dias. Se  ob=servd gque la produccidn de
capsalcinoldes obtenida con celulas inmovil izadas., es
significativamente mavor a la que =e cbserva en cultivosz en
zuspensidn. En el cazo de las célulaz inmovilizadaz =n ARG, &stas
muestram  una produccidn de capsalcinclides maxima a los= 30 dias.
de 150,143 443/3/1, la cual ez 14 vece:s mayor que la obtenmida con
celulas  librez  (10.94 _waa/a/1 ) y 7.5 vecez mayor QJue la
produccidrn de capsalcinoildes loarada con célulazs 1nmovilizadas en
alairmato de calcio (19.94 wa/a/l).

Ezta baja capacidad de produccién da capsaicinoides de lo=
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cultivoz en suspensidn, con respecto a las células immovilizadaszs,
que e obzerva en la figura 8, también es reportada por Lindsey &
Yeoman (1&, 12, 36}, quienes conslderan Jue en los cultivos en
suspersidn de c2lulas de C.frutezcens cv annuum, los amincacidos

precurzores de losz capsailcinoides, fenilalanina v valina, tiendsn
a formar parte integral de lasz protelnaz. La imcorporacidn  de
estos precursores 2z ma:s alta cuando laz condiciones de cultivo
favorecen el crecimiento celular, ya que durants este proceso e
incrementa la demanda preferencial de amincidcidoz para  la
sintesis de protelnas. Aumads a ello, ze presume que fenilalamina
y wvalirma tambiénm son utilizados en la sintesiz de pared celular

{39, 110). Holdern % Yeoman (111), reportan gue células de

1

P

frutezcens cv annuum wtilizaron wn &3 de la feralalanina

ul

suministrada al medico de cultivo, la cual fue corsumida por 1a
cklulas & integrada a la pared celular., ya sea en la formacidn de
derivados del Acido hidroxicinamico o de lignina. De esta marnsra,

=1 aprovechamientc preferencial de los amincdcidoz en la sint

m
il

=1

i

de protelnas v pared celular, posiblemente limita la expresidn
de 1la ruta de biczlnteszis de los capsaicinoides, al evitar el
paso de fenilalanina-acido Cln&amlca, catalizado por la enzima
fenilalanina-amonicliaza (PAL) vy cuyos pascs dan 1nicio a la ruta
de bicsintesis de capsaicinoides.

Sin  embarao, e cé&lulaz inmovilizadaz el zustrato =3
utilizada preferencialmente en la sinteziz de capzaicinoildes, v
que los procezos  asociadoz con el crecimiento, sinteziz  de
proteinaz, ligmna vy otros comporeentezs de la pared celular, e
veri limitados por la baja dizporibilidad de oxigerc, nutrientes y

reauladores de crecimiento. Rozevear vy Lambe (1127, conzi1derar



que la acumulacidn de metabolitos secundarios en el microambisnte
creado por la inmovilizacidr, aunado & wuna di1fusidn pobre  dada
For la matriz, posiblemente influyva de forma positiva en la
produccidn  de estos compuestoz. Estosz autores, al igual que
Brodelius (108), =sugleren que las condiciornes de la celula dentro
del gel =son similares a las exiztertes en la planta completa v
callo, lo que propicia una mejor exprezidn de las vias
metabdlicas v de alaunos compuestoz metabdlicos importantes.

La diferencia de produccidrn entre lazs célulasz inmovilizadasz
en uno y otro soporte, sugiere gue la inmovilizacidrn con Acido

paligalacturdnico e= mas esztable 4que la lograda con alginato de

n

calzia, ya que se obzervd rupbtura de las esférulas de alginato
er un tiempo promedic de 25 a 30 dias de 1ncubacidn {fotografia
&), lo cual indica crecimiento de las celulas en =21 interior del
pglimero, azl como ineztabilidad de dzte, que ze& ve acentuada par
los fozfatoz prezentes en el medioc mineral MS y/o al efecto de la
agltacidn Aue provoca 21 roce cantinue de laz eszférulaz con  las
paredesz del reciplente, promoviends el desgaste de éstas. Uk
comportamients similar es descrito por varios autores (58, 113,
114, 22), quiensesz reportan urna destruccidn de lazs esferulas, por
efecto de agentes guelantes en el medio de cultivao, los fosfatos
y =1 EDTA, as=l come por el crecimiento de las celulas
inmavilizadaz. Lazs esférulaz de APG prezentaron mayor resiztencia
debido posiblements a gue la conformaczién gquimica del  polimerac,
esté facilitando la formacidn de unionss de tipo éster vy puentes
de hidrédgenc con el calcio, laz cuales no ocurren =h alginato
(SE).

Cabe mencionar gque exizte poca informacidn zobre 21 uso  de

Fk



Ac. poligalacturdnico, =1 cual ze ha =stado trabajando desde
1382 en =1 Dpto. de Biotecrnoloala y Bisingenieria del CINVESTAV,
Fara la 1rmovilizacidr de microorganlismos v actualmente =e esta
utilizando en la 1rmovilizacion de células wvegetales. En  wun
trabajo realizado  por  Navarro % col. {115), donde =1
inmavilizaron célulaz de Sacharomices cervizae en pectina, pPara
la produccidn de etancl, se propone a este gel como un  =oporte
adecuado para preservar  la viabilidad celuwlar, aszl comoe la
capacidad biosintética de las células, Ademas, == observd que
este Folimero retiens tanto = estabilidad como SuS

caracterizticas morfoldgicas, Por lo gue e

0]

Frosible la

reutilizacidn de esférulas v células, alaragando azl el tiempo de

produccidér del metabolito de interés. En trabajos realizadoz =zobrs

inmovilizacidn de células veagetales, Venek % col. (116) informan
de  la inmovilizacidn de celulas de Solanum aviculare en gelez de
pectina, para la produccién de verbencol, aurnque no e dan mayares

datos =sobre los rendimientos.

For otra parte, la figura 7, también nos muestra gque las

células inmovilizadaz en ambos geles, siguen un comportamiento d

produccidn de capsalcinolides zimilar, observandoze altaz vy baja

m

e la producidem, de manera periddica. E=te mizmo comportamisenta

ez reportado por Lindsey y Yeoman (40), en un trabajo realizado

cor células de L. frutezcens, irmovilizadazs  en eszpuma de
poliuretanc, abteniendo whna produccién de cCapsalclholdes en wn
per{ada de cultivo corto (36 diaz) v en un cultive contlnuc en e
sistema de columna (92 diasz). El comportamiento clclico en  la

produccidon de capsalcinoldes, tambien es reportado por Mavituna &

col. (99) 5 Qulenes lo atribuyen a wuna inhilibicidn por Froducto
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final (capzalcinocides), el cual =& puede evitar con la remozidn
continua del madic de cultivo. Lindsey (3%) a su vez. propone que
la inhibicidnm =e da a nivel de una o mads enzimas de la ruta de
ciosintesis de capsaicinoides, =1 embarac hasta la fecha no

=x1zten aeyidencias =suficientzs  al respacto. Fluctuaciones

w

=imilares =orn  reportadaz por  Jirkd vy col. (117) caon celulas
immovilizadas de Solanum aviculare, para la produccidn  de
glucoalcaloides. 1o cual indica que sszte comportamiento no  as
eszpeci{fico del gdrero Capsicum.

En la figura 10 ze compara la produccidn de capsalcinoides en
celulas 1mmovilizadas en APG, en espuma de poliuretano v cilulas
en suspensién. En esta grafica se observa que las células
irmmovilizadazs en espuma de poliuretanc, prezentan hniveles de
producidn similares a los cbtenidos con células =21 suspensidn,
abteriéndoze  wun madximo de &.72 a@/a/1 en ambos & loz 34 diasz de
incubacidn. En cambio con  las células immovilizadas en AFPG  se
obzerva wn  incremento de capzalcinoldes de hasta 57 veces
(394.546 _a/3/1), durante el mismo periodo de tiempo.

La =imilitud de produccién obtenida entre los cultivazs de
c&lulaz inmovilizadas en espuma de poliursetanc v los cultivos de
c&lulas libre=s, cColncide con lo reportado por Vernek v col. (116)
quienes trabajarcn con  ctlulas de Solanum aviculare para  la
produccidn  de tranz-verbenol. A diferencia de sesto,. Lindsey vy
col. (16, 42, 47), informan de un incremento en la produccidn de
capsalicincides en células irmovilizadas en espuma de poliluretanc,
cotn respecto a las células libres.

En ruestro caso la similitud de produccidn obtenida entre los
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cultivos de ceélulazs inmovilizadas an espuma de poliuretano v los
cultivos de células libez puede deberze a que no consideramos
alaurocs factores como: el nlmero de porcs por centimetro  de
STPUma ., =]l tamafo adecuado de lo= cubos de poliuretancs para
inmovilizar eztaz células, Ltamafio  adecuado de agregados
celulares a irmovilizar y la proporcidn antre el volumen de medio
rutritivo v pesza celular incubado, ya que en los trabajos de Fark
& Mavituna (112) =se menciona qus la cantidad de células atrapadas
eficientemernte, dependerd de las dimenziones de la matriz, asi
como de la cantidad de poros por partlcula de poliuretanc. Rhades
& col. (E5) proponen que 2] wso de cubos mas pegueMos (6 mm. )
favorecen la oxigenacidn de las célulaz vy avitan problemas
difusionalez entre ellas. En cuanto al tamafio de agregados
c2lularez  inmovilizados en espuma de poliwretano Mavituma % ool
(35 v 119) mencionan que durante el  atrapamiento  flzicao, la
profundidad de penetracidn de los agregados ceslularezs dentro  de
la matriz, fue determinado por el tamafo de los aareqgados, la
distribucidn de loz tamafPioz de porc en la matriz, laz condiciornss
hidrodindmicas v la concentracidn Jde agregados =m =1 medio  de
cultivo, pPor lo que recomiendan utilizar agreqadoz celularez de

ury tamafo definido.

Eri lo que =se refiere a la produccion de capsalcinoldes,
cbtenida con célulasz  irmovilizadaz en APG sz ha vuslve a
presentarse en cantidadesz altasz, confirmandc que este  zoFporte
resulta  adecuads para la inmovilizacide de  c2lulas vegetales.

debide a las caracteristicaz dizcutidaz cor anterioridad.
Al cuando ro existe nformacidn ue pueda explicar la razon

por la cual las células inmovilizadas 2n APG producer urna mayor

I



cantidad de capsaicinoldes, podrian  tomarsze en cuenta  las
consideraciones de Fukul v col. (84), guienes encontraraon que las
c&lulas en suspensidn de Lithospernum erythrorhizon fuesron
capaces de producir shikaonina, cuarndo se adiciond agar al medio
de cultivo, en dornde el componente responsable de la induccidn
fue agaropectina, un polisacarido acido. Sin  embar3ao, estos
autores menciochnan gque ho s= conoce el mecanismo de accidn, PEro
zugieren wna posible wunidn entre agaropectina, cornn alaunas
srotelraz de la membrarma citoplaszmatica, lazs cuales pueden
OZAT LOoNar cambilos fizioldgicoz =2mn la célula Ague permiten la
expresidn de la ruta de bicsirtesziz de shikonima. En nuestro caso
puede sstar zucedisndo alao similar.

Con =21 fin de corroborar los bajos resultadoz de produccidr,
obtenidosz en células inmovilizadas en espuma de poliuretanc &
rnivel de matraz vy comprobar si la agitacidn de los cultivos v del
medico de cultivo tiense influencia Eabré dicha produccidn, =sSe
realizd wun  experimento 2n un reactor tipo columha con células
inmovilizadas en espuma de poliuretanc. Este ensayo consistid en
inocular 20 cuboz de espuma de poliurstanc zaturadaz con células
e la columna a la cual ze hizd recircular medio rutritive  MS1.
Los resultadoz obtenidoz en este ensayo =2 muestran =n la figura
11 e=n donde la produccidn de capsaicinoides fue mayor & la
obtenida en matraz. Cornziderando 21 caracter preliminar de2l

trabajio s4lo se discuten las ventajasz de

14

experimento, e &st
mantener a las cé&lulas inmovilizadas en un sistema de columna con
recirculacidn de medic de cultivo, e donde =e pudc observar que

las celulas continuan crecisndo hasta aglutirnarse sobre la matriz

~J
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Fig. 1l1. PRODUCCION DE CAPSAICINOIDES POR CELULAS DE C. chinense
INMOVILIZADAS EN ESPUMA DE POLIURETANO.

Condiciones del experimento;

Reactor de columna empacada (13 ecm x 2.5 cm)
Flujo: 13 ml/min.

VolGmen inicial: 400 ml de medio MS.
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liberacidn de células al medio, miznbras que  an matraz el
crecimiento no fue vizible, yva que la agitacicn —ontirua Eramnoy id

la digspersitn de laz células.

—

For obtra parte, el zistema en columna permite la  adicidn
periddica de medio hnubritivo, alargands asi1 el tiempo de
produccidn. Lindzsey & Yeomanr (42) wutilizando un siztema similar
observaran gque los mutrientes zon facilmente dizponibles, debido
al flujo cantirnuo de medic gue bafia a laz células, ademias permite
Wiia mayor iluminacidn vy un ahorro de espacic con respectoc al

zistema de matraz.



VII. CONCLUSIONES

Se irmovilizaron celulas de C

alainato de calcico al 22X y &cido polialactdr

utilizando CaClz 0.15 M como zolucidn precipitante, quitozana

2.6 X, emnmplerndo dcido acéetico-acetato de sodio (1.2 %, 0,001%)

como =olucidn gelificante vy  por absorcidn  en  espumna de
"

poliuretanc d= 1 cm ¥ 1 =m ¥ 1 om, cargados con agregados

celulares hetercoggn=os.

El tiempo de curacidn para las calulazs  inmovilizadaz en
alginate de calcioc fue de 4 a & hpras, obtenidéndoze una
viabillidad c=lular de 283X a S6X.

Las z&lulas inmovilizadas = acido poligalactdronice
requirlisron wun tiempo de "curacidn" de 4 b=, manteniendo la

viabilidad c=lular an un 46X,

La guitosana al 1.5 X (p/v), provocd la muerte de lazs c&lulaz

.

de C. chinmense, por lo que e descartd =1 uszo de este soports
2r la 1nmovilizacidn de células de C. chinense.
Las condiciones dptimaz para la obbencidn de capsalcinoides,

con los diferentes siztemas de inmovilizacidnm fueron:

* Cubos de poliurstanc de 1 cm % 1 cm ¥ 1 cm con wun perlodo
de rcarga de P diazs de incubazidédn vy una concentracide
celular de 0.11024 g (p.=.}, obher éndose una  produccidn

m&xima ode 6.22.43/03/1 & los 32 dias.,

¥ Do sste sistema se ubtilizd wn reactor en columna de 12 Cm

.S cm esnpacado  con o0 cubocse de poliuretanc, oo



recirculacidén de 400 ml de medico de cultivo M5, La

velocidad de recirculacidn fue de 13 ml/min v un tiempo  de

produccidn de 26

dias. Los nivels:zs de produccidn alcanzados

fueron de 1.29% ma/3a/1 a los 9 dias de incubacidn.

¥ Con  célulaz immovilizadas et alginato de calcio (1 a4,
.l o cse obtuvo urna produccidn maxima de capszalciroides

de 37.82_44/3/1 en 15 dias.

*  Corn =] siztema irmmovilizado en dcido polisalactlronico (2 2
p.f. de c#lulasi. zZ= obtuvo una produccidr masima  de

capsalcinoides de 1&€3.4a/9/1 =n 39 dias.

Le las 3 zistemas de inmovilizacidn, el Adci1do
poligalacturdnico  fue el que permitid un mejor mansejo v Superd

los niveles de produccidén de capsalcinclides.



VIII. SUGERENCIAS

Irmovilizar e espuma  de  poliuretano,’ =rvzayatdo [nlaly]
diferentas tamafos de pora de la espuna, azl cono

difaerentesz cultivos celulares con agregados homogéeneos, con

objebts de dizminuir el perlodo de carga celular de lo

0

cubos y optimizar el atrapamiento de las ciélulas, aszl como
cxperimentar diferentez cortes para variar la forma de  la
z=spuma (cubos, esférulas, lamiras circulares inmdviles a2n

el forndo del matraz, etc.).

Realizar =sztudics tanto con 21 alginmato de =zodic como  Con
zl AFPG ey combinacidnn cori otros ageles como pectina,
quitcsana. ebc., para mejorar =1 atrapamiento celular, asi

+4
coms probar la a=lacidn de &zte con cationes como: Ba e

+++
Mn++, Al . =tec.

Llevar & =abo lx irmovilizacién de c#lulas provenlentes de
Lna 1inea c2lulasr productora.
Implemsntar =1 wuso de blorreactorss  que  permitan el

markenimierto de las célulazs i1nmovilizadas.

Realizar ztudioz tendientes a mejorar la  produccidn de
capsalcinoldes, conociendn la biosintezis de loz mizmos,
azl comc =l comportamiento fiziolbdgico de  la celula

1nmov:lizada.



APENDICE

COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO DE MURASHIGE & SKO00G, 1962
(66).
COMPONENTES MOLARIDAD EN EL MEDIO
MACRONUTRIENTES

-2
KNO 1.88 x 10
MgS0,.7H,0 1.50 x 1073
CaCl,.2H,0 3.00 x 1073

. -2
NH NO 2.06 x 10
MICRONUTRIENTES
MnSO , . 4H,0 9.99 x 107>
H,BO, i.00 x 574
Zns0,.7H,0 2.99 x 107>
KI 5.00 x 10™°
Cus0,.5H,0 1.00 x 10”7
Na_Mo0O,.2H.0 1.00 x 10°°
2 4 2 _3

c:oclz.anzo 1.00 x 10
FUENTE DE FIERRO
FeS0,.&H,0 1.00 x 1074
Na, EDTA.2H,0 1.00 x 1074
SUPLEMENTO ORGANICO
Tiamina-HC1 3,00 x 10°°
Acido nicotinico 4.66 x 10°8

-6
Piridoxina-HC1l 2,40 x 1'[3_4
Mio-inositol 4,90 x 10
FUENTE DE CARBONO

=
Sacarosa 8,80 x 10
pH 5.7 5.8

84



BIBLIOGRAFIA

1.- Fowler, M. W., 1923, Caomercial Aprplicationz and Economic
Aspect of Mass FPlant Cell Culture. En: FPlant Biotechrology
(Mantell S. H. & H. Smith Eds.). Cambridae: Cambridge
Univer=sity FPreszs., pp. 3-17.

-

v 2.- Loma-Solis, J., 1986. Capsicum v Cultura. La Historia del

Chile. Forndo de Cultura Ecormdmica. México. 180 p.

//3-- Tapia, R., 1387. Caracterizacidn de Capszailcinocides por HPLC
Froducidos e=n Frutos, Callos vy Célulaz en Suspenzidn  del
Ganero Capszicum. Tesi1:s de Licenciatura, UNAM, México. 75p.

4,.- Govindarajan, V. S.., D. Rajalakshmi & N. Chand, 19285,
Capsicum, Froduction, Technology, Chemestry and Guality, Part
IV: Evaluation of Quality. Crit. Rev. In Food Sci. and Nutr.
25(3): 185-275.

S.- Susuki, T., H. Fujiwake & K. Iwail, 1984, Constituents of Red
Pepper Species: Chemistry, Biochemistry, Fharmacology and
Food Science of The Fungent Frincirple of Capzlicum Species.

En: The Alcaloids (Brossi, A. Ed.). vol. H¥III. Acad. Press,
Orlando, Fla. 23:227-300.

&.- Lindsev, Ke & M. M. Yeoman. 1924, The Synthetic Fotential of
Immobilized Cells of Capsicum frubtescenzs Mill. c.wv. annuum.

Flanta Medica. 162Z: 435-501.

7.- Lindsey, K., M. M, Yeoman, G.M. Black & F. Mavituna. 1933, A
Novel Method for The Immobilization and Culture of Flant
Cell=. FEBS LETTERS. 1SS5(1): 143-149.

8.- Fowler, M. W., 1986. Industrial Applications of Plant Cell
Culture. In Plant Cell Culture Techrnology (Yeoman, M.M.
Ed.) wveol.23. Blackwell Scientific Fublicationz. Londaon
Enaland. pp.Z202-227.

9.- Balandrin, M. F. L J. A. Klocke., 1985. MNatural Flant
Chemicals: Source of Industrial and Medicinal Materials.
Science. 228:1154-1160.

10.-Bell, E. A., 1921. The Phy=siclogical Raleiz) of Secondary
(Natural) Froductz. En: The Biochemistry of Flants (Conn,
E.E. Ed.) wval. 7. Academic Press, N.Y., pp. 1-34.

11.-Virmina., L. C.. 1926. Secondary Metabolizm. En: Biotechrology
{FPope, H. % H.J. Rekbm Ed=s.) val. 4. VCH. F.R.G.. pp. 17-35.

12.-Lépez, P. V.. 19325, Establecimiento de wun Laboratorioc de
Cultivo de Tejidos Vegetales. Ern  Fundamertos Tedricosz
Fracticos de Cultivo de Tejidos Veagetalez (Villaloboz, V.M.
Ed.). CP-FAQ, Maézico, pp. 12-24.

]
o



13. -Shuler, M. L. 1931. Froductiagn of Secondary Metabolitez
from Flant Tizsuwe Culture-Froblems and Prospects. Arir . N. Y.
Acad., Sci. IEZ:65-20.

14. -Yecman, M. M. . M. B. Miedzybrod=zka, k. Lindsey & W. R.
Mclauchlarn, 1320. The Synthetic Potential of Cultursed Plant
Cells. En: FPlant Cell Cultures: Results and Ferspactives
(Sala, F.. B. Farisi,. R. Cella % 0. Ciferri Ed=s.). Elzavier
Amsterdam Biomedical Fress.. pp. 327-343.

15. -Shuler, M., L., J. W. Pyrne % G. A. Hallsby, 1%34. Prospect
ard Froblems in The Large Scale Production of Metabolite
from Plant Cell Tizsuwe Cultuyres. JAOCS, &1(11): 1724-1223.

=
=

16. ~Lindzay, K. & M. M. Yeamarn, 1923. The Relationship Between
Growth Rate, Differentiation and Glkaloid Acumulation in Cell
Cultures, J. Exp. Bot.,. 34(145): 1055-1065.

17.-Brown, J. T. & B. V. Charlwood, 1926, Differentiation and

Monoterpare Biozyntheziz 1in Flant C=ll Cultures. Eris
Secondary Metaboli=m in Flant Cell Cultures (Morris, F..
A.H. Scraga. A. Stafford &% M.W. Fowler Eds.). Cambridge:

Cambridae University Fress., pp. &62-74,

w

.~Callinaes, M. A. & M. M. Yeoman, 1286, The Relationzhip Bet-
weern  Tropane Alkaloid Produckiorn and Structural i fferenta-
ticr in Plant Cell Cultures of Atropa belladonna  and

Hyocscyamus muticus. En: Secondary Metabolizsm in Plant Cell

Cultures (Morris, F., A.H4. Scraaga, A, Stafford % M.W. Fowlear
Eds.). Cambridge: Cambridge University Fress., pp. 32-83.

ey

13, ~Lindsay, K., 128&. Tha Froduction of Secondary Metabolites by
Immobilized Flanmt Cells. Eri: Secondary Metabolism in Flant
Cell Cultures (Morris, F., A.H. Scragg, A. Stafford & M.W.
Fowler Eds.). Cambridgs: Cambridas University Pres=s., ppe.
143-155.

20, -Govindarajan,V. S., 1925, Capsicum-Froduction, Techhnology.
Chemistry, and Guality. Fart I: History, Botany., Cultivation
and Primary FProcessina. Crit. Rev. En: Food Sci. and

SNutri 22(2): 109-176.

Z21.-Maga, e iy 1975, Capsicum. Crit. Rev. in Food Sci. arnd
Nutr. &80(1): 177=-19%.

2Z.-SARH-INIA. . 1924, Frezente vy Pazado del Chile en México.
Fublicacidn sspecial. Moo 2595, 1a. Reimpresion.

23, -Le=e=, K. T Suzwuki. M. Kobashi, H. Hazewa % K. Iwal, 1976,
Ouantitative Microanalyziz of Capzaicin, Ditndrocapzalcin and
Nordibhydrocapsaicin Usimnga Maszs Fragmentoaraphy. o i of Crom.

LlS=128,

o4, ~Nelson, E | o 19110, Cepzdoumn. The FPunasnt Frifmcipls of



The Detection o

-+
I
m
m

i

-

i

Pl

=

J. Ind. Ena. Chem. Z2:

25.-Iwai, |4 T. Suzuki & H.,. Fujiwake, 1979, Formation and
Accumulation of Pungent Frinciple of Hot FPepper Fruits,
Capsalicin and Its Analogues, 1n Capslcum annuudm var. annuum
TV karayatzubuza, al Different Growth Stage Alter
Flowerirng. Agric. Biol. Chem. 423(12): 2493-2438.

26.-Pur=zeglove, J. N., E. G. Brown, ©C. L. Green % S. R. L.
Robbins, 1981. Chillies: Capsicum spp.. Spices. Longman Groue
Limited. vol.l. London and New York. pp.331-439.

27- Iwai, K., K. Lee, M. Kobashi, T. Suzuki & S. Oka, 1978.
Intracelular Localization of Capzaicincid Synthezizeing
Enzyme in Sweet Pepper Fruits. Agric. Biol., Chem. 42(01):
201-202.

28. ~Tood. Pas M. Bezinger & T. Biftu, 1975, TLD Screening
Techhnigues for The Rualitative Determinatiorn of Natural arnd
Synthetic Capszaicincids. J. of Chrom. Sci. 13: 577-57

29.-Jobnsorn, E. K., H. C.Thompsorn % M. C.Bowman, 1282, Trace
Arnalysiz of Natural Capszaicinoids in Animal Feed, Human Urine
arnd Wastewater Hig-Fressure Liguld Chromatoaraphy. J. Agric.
Chem. 301 324-329.

30, -Buclk, H. qF. - 393 Burks, 1923. Capsalciti: Hot New
Pharmacological Tool. Trends. Fharmacol. Sci. 4(2): 84-27.

31.-Pirg, E., J. A. Negulerco & M. Murnane, 1382, Decresed Total
Serm, Myocardial and Aortic Cholesteraol Levels Faollowing
Capsaicine Treatments. IRCS Madical Sci. 10: 446-447.

32. -Bann=t, D. J. & G. W. Kirby. 1962, Constitution and
Bic=ynthesiz of Capsicum. J. Chem. Soc. ()@ 442-446.

33.-Leete, E. % M. C.Louden. 1963. Biosynthe

"

12 of Capzalcin and
J.o Amzr. Chem. Soc.

20: &337-6241.

F4. -Fujiwake, H., T. Suzuki, K. Iwai, 1730, Intracellular
Localization of Capsaicin and Its  Analoguesz. En: Capsicun

Fruits II. The Vacuole as The Intracelular Accumulation Site
of Capzaicinoid in The Frotoplast of Capzicum Fruait. Plant
C=ll Physiol. Z21(&): 1023-1030.

A5, -Fujiwaks, H.. T. Swuszuki1 & K. Iwail, 1982, LCarsza;
Farmation in  the Frotoplashtzs from The Flacerta of Capzigun
Fruits. Aaric. Biol. Chem. 46010): 2591-2592.

36. -Suzuki, T Hiz Fuliwaks & k. Iwai, 1320, Intracelular
Localization of Capzalcirnolid Synthezizena Enzyms 11 Sweet
Fepper Fruitz. Agric. Biol. Chem. 4Z(1): Z01-202.



37.-Z2Zamski1. E., 0. Shoham, D. Palevitch & A. Leavy, 1227,
Ultrasstructure of Capsalcinoid-Secreting Cells  1in Pungent
and  non Pungent Pepper (Capsicum avimuum L.) Cultivars.,  Bob.
Gaz. 142(1): 1-6.

38.-Lindsey, K., 1985. Manipulation by Nutrient Limitation of
The FEiosynthetic Activity of Immobilized Cells of Capsicum
fruteszcenz Mill. cv. annuum. Flanta. 163: 126-133.

3%.-Lindsey, K., 1986. Incorporaticon of [ C] Phenylalanine and I
Cl Cimmamic Acid Into Capsailcin in Cultured Cells of Capsicum
frutescenz. Phytochem. ZS(1Z): 2793-2301

40. -Lindsey, K. & M. M., Yeoman, 1984, The Viability and
Bioszynthetic Activity of Cells of Capsicum frutescenz Mill.
c.v. atnuum Immobilized in Reticulate Polyurethans. J. Exp.
Botamy. 20(160):1684-1696,

41.-Kl=1n. J. % F. MWagner, 1323, Methodzs The Immobilization of
Microbial Cells. En: Applied Biochemistry and Bioergineerinag
Wirgard, L.B. % E. Katchalskikatzir Eds.). vol. 4 Academic
FPraes=z. pr.11-46,

42.-Lindsey, K. L M. M. Yeoman, 1923. Novel Experimental Systen
for Studyirng The Production of Secondary FPlant Metabolitez by
Flant Tizsue Cultures., En: Flant Biotechrnology (Mantell, S.H.
% H. Smith Eds.). Cambridge: Cambridge University Fress.. pe.
JA9-£E,

43. -Kierzstan M, % C., Bucke, 1377. The immobilization of microbial
cells, subcellular organslls, and snzymes in calcium alginate
gels. Bioctech. Biosrnag.l?

44.-Brodelius, B., B. Deus, ke Mozbach & M. H. Zenk, 1977.
Immobilized Flant Cellz for The Froductiorn amd Tramzformation
of Natural Froduct=s. FEBS Letter=. 103(1): 33-927.

45, -Schrnabl, He. R. J. Yournagman % V. Z1FINMmE T marin . 13923,
Maintenarnce of plant cell membrane 1ntegrity and functionm by
the immobilization of protoplasts in alginate matrices.
Planta, 158: 392-397.

46, -Bormarn, C. H. % A. Zachrisson, 1922, Immobilizaticon of
protoplas by anchoring to microcarviers. Flant cell Rep. 13
161~-153.

47.-Lindsey, e & M.M. Yeoman, 1986&. Immobilized Plant Czll. En:
Flant Cell Culture Techhnology (Yeomasn, M.M. Ed.) wol. 23,
EBlackwell Scientific Publications. pp.228-267.

42, -Roszevear, A. & C.A. Lambe, 1926, Immobilization Teckhnology.
En: Secondary Metabolizm in Flant Cell Cultures (Morris, P
A.H. Scragga. A. Stafford & M. W, Fowler Eds.).Cambridas:

P

Cambridae Univerz1ty Press., pp. 2IZ9-226.

ﬁ
I



439.-Kolot, B.F., 172381. Microbial Carriers-Strateay for Selection.
Procesz:z Bicchemestry.16(6): 30-46.

S0.-Blarnch, H.W., 1924, Immcbilized Microbial Cells. En: Annual
Reports on Fermentation Frocess (Tsao, G.T. Ed.) wvol. 7.
PPR.21-87.

S1.-Brodelius, F. & K. Mostach, 1982, Immobilized Plant Cells.
Eri:  Advances 1in Applied Microbiology (Laskin, I. Ed.).
Academic Preszs Inc. vol. 28, pp. 1-26

S2.-Nil=s=zon, K. % K. Mosbach, 1924, A Gerneral Method for
Ertrapmant of Cellzs 1n Beaded Polymers. En: Biotech: 83.
International Conference on the commercial applications and
Inplications of BRioctechrnology. London: Online publ. pp. 217-

231

S53.-Morris. P., A.H. Scragga, N.J.  Smart & A. Stafford, 1785,
Secondary Product Formation by Cell Suspenzsion Cultures Er
Flarnt Cell Culture: a Practical Aproach (Di.orm. R.A Ed.)

Ceford, R.L. Press. pp. 127-167.

4, -Brodelius, F.. 1924, Immobilized Viable Flant Cells. Ao,
N.Y. Sci. 434: 382~

55.-Brodelius, F., 1923, Immobilized Flant Cellz. En: Immobilized
Cells arnd Organelles (Mattiasszon, B, Ed.). vaol., 1. CRC Fress,
Boca Raton, R.L.; pp. 27-55.

S&.-Glicksman, M., 1969, Gum Techroloay in The Food  Industry.
Food Science and Techroloay, A ssries of mornoaraphz. Academic
Fress. N. Y. % London. pp.159-130.

57.-Brodeliuz, F. & K. Nilsson, 1920, Entrapment of Flant Cells
in Different Matrices. FEES LETTER. 122(2): 312-316.

sg.,-Janes, A. % I. A. Veliky, 1921, Effect of Medium cornztituents
on The Viability of Immobilized Plant Zell=s. Can. J. Bot., S4:
Z095-2101.

S9.-Vorlop, K. D. & J. HKlein, 1381. Formation of Spherical
Chitosan Biocatalyst Ionotropic Gelation. Biotechnol.
Lett., 2(1): 9-14.

G0 -Knare, Dy 1924, Jze of Chitimouz Polymers inm Food. Food
Technology. 1: §5-37.

&1.-Rha, CHa 5 19324, Chitoszan az a Biomaterial. In Biotechnoloay
in The Marine Scisnces (Colwell, R.R., J.A. Sinshua, J. Wiley
% Sons Eds.). USA. pp. 177-1389.

&2, -Rodr iguez-Sanchez, IDI. % CH. Rha., 1921. Chitosan globules. J.
Food Techhnol. 14:



£3.-Knorr, D. & R, Tedtonico, 1926, Chitozan Immobilization and
Fermeabilization of Amaranthus tricolor Cells. J. Agric. Food
Chem. 34:36-97.

£4, -Galum, ks D. Aviwv, A. Danted % A. Fresman, 1923,
EBiotrasformation by Plant Cells Immobilized in Crosslinked
Folyacrylamide-Hidrazide. Flanta Medica. 49: 9-13,

65.-Rhode=s, M. J. C., R. J. Robins, R. J. Turrner & J. I. Smith.
1985. Mucilaginous Film Production by Flant Cells Immobilized
irn a Folyur=sthans or Nylon Matrix. Can. J. Bot. §£3: 2357~
2363,

&, ~Murashige, T. % F. Skoog, 1762, A Revised Medium for Rapid
Growtl and Piocazsays with Tobaco Tisswe Cultures. Fhysiol.
Flamt. 15: 473-497.

&7. -Conner, A. 1 £ & C. P. Meredith, 1984. An Inproved
Folyursthars Support System for Momitorina Growth in Plant
Cell Culture. Flant Cell Tissue Organ Cult. (3): S9-£3.

&3, ~Mavitura, Fe  J. MlPark % A, E. Wilkinson, 1987. Sampling
immobilized cell particles from a biorreactor. En: Plant and
ariimal cells process pozsibilitez (Wesk, C. % F. Mavituna).
Elliz Horwood limited Chichester, England. pp. ZE&&-270

£9.-Hul=t, A. C. % J. Tramper, 1

%29. Immobilized plant cells: a
literature zurvey. Enzyme Microb.

Techrnol., (11): S46-553.
0. -MagafMa, P.I. (Conunicacidn Fersonal).

71.-Stepenkus, P.L. % F.O.Lamphear, 1967, Refinemsnt of The
Triphenyl Tetrazolium Chloride Method of Determination Cold
Injury. Flant Physiol. 4Z: 1423-14Z2¢6.

FZ.-Towill, K. & F. Mazur. 1975, Studies on The Reduction of
2,3, 5-triphem ltatrazolium  Chloride az a Viability Assay for
Flant Tizsus Culture. Can. J. Bot, 23: 1097-110Z.

73.-Ricoz E. (comunicacibn Perszonal).

74. -Rhodes, M. J. C., J. I. Smith % R. J. Robins, 1987. Factors
affectina kthe immobillization of plant cells aon  reticulats
polyuretharnse foam particles. ArPFl. Microbiol Biotech. Lett.

ErEYE11h-120.,

S.-Mavitura, F. % J. M. Fark, 1925. Growth of Immobilized Flant
Cellzs in Rekbiculate Polyuretanse from Matrices., Biotech., Leth,
705 &37-£40.

76, ~Rosaveaar, A. ¥ C. A. Lamnbe, 1987, The Potential of
Immobilized Flant and éAraimal Cells. Enz: Frocess Engineering
Azpects of Immobilized C=l1]1 System (Webb, C., M.G.Black % BH.
Atkirzon Eds.) The Institubion of Chemical Erglresrs.

Ergland, pp. 225-237.

30



77.- Akiyama, Y., S. Eda, M. Mori & K. Kato, 1983, A galactoalu-
comantatn from  extracelular polysaccharids 1 suspension

culture cells of Nicofiarma tabacum. Phytochem.ZZ: 1177-11820.

72. -Fincher, G, B.s B. A. Storne & A. E. Clark. 1923,
Arabinogalactan-proteins: Structure, bicsyrthesis ard
function. Annu. Rev. Flant Fhysiol.34: 47-70.

79.-Skirvin, M. R., M. C. Cha, M. L. Marnn., H. Young, J. Sullivan
& T. Fermanian, 1986, Stability of Tissue Culture Medium pH
az a Function of Autocclaving, Time and Cultured Flant
Material. Flanmt Cell Reportzs. S 292-294,

20.-Viskot, B. & M. Bezdek, 1934, Stabilization of The Synthetic
Media for Flant Tissuwe and Cell Cultures. Biologia Plantarum.
ZE(Z): 13Z-134,

21.-Miyvasaka, H., M. Nasu, T. Yamamosto, Y. Endo % K. Yonedsa,
1936, Froduction of Cryptotanskinore and Ferruairncl by
Immobilized Cultured Cells of Salvia milticrrhiza. Phytochen.
25( 1 1621-1624.

22.-Bidwell, S. G. R., 1979. Plant Phyzsiclogy. 2 Ed. Mac Millan
publishing Co. Inc. New York. pp.25%.

A33.-Baker, A. D., 1983%. Uptake of Cations and their Tranzport
within Flant. Enz Metals and Micronubtrients Uptabe and
Utilization by Plantz (Robk, A.D. & S.W. Filerpoint Eds).
Academic Fress, Inc. London. pr. 13-14,

S4. -Fukul, i N. Yozshikawa & M, Tabata. 12273, Irduction
shikonin production by &3ar in Likhospertum  erythrorbizon

cell suspension cultures. FPhitochem. Z2(11): Z451-I453.

-Rochefort, E. W., T. FReha % P. C. Cham, 198&6. Trivalent
Cation Stabilization of Alginate Gel for Cell Immobilization.
Biotech. Lett., S2(2): 115-120.

i
n

26, -Brodelius, F. 1385, Immobilized plant cellz: preparation and
biozynthetic capacity. Er: Immobilized cells and srnzymes, a
practical approach. (Woodward, J. Ed.) IRL Preszs. O=fard.
Washington D. C. pp. 127-145%5.

27. ~Tanaka, Ha s M.Matzura & I. A.Veliky. 1324, IDnffuzion
Characteristice of Sustratez 1 Ca-Alginate Gel Bzadz.
Bictechnology and Bicaimginesring. 26:53-58

28, -Wichers=., H. Xis T. M. Malirare & H. 1. Huizimg., 1923. The
Effect of zome Envirommental Faclors on the Produaction of L-
LOFA by Alginate-entrapped Cellz of Mucuna prurisenz. Flanta.

isz:4@2-486. T/ T/

o3, -Felix. He.o P. Brodelius & %. Mozbach, 1921, Enzyvme Ackivities
of the  FPrimary and Secondary Mstabolism xf Zimultaneuzly

@1



Fermeabilized and Immobilized Flant Cells. Aral ., Biochemn.
166: 452-470.

20, ~-Deus-Neumarn, B. & M. H. Zenk, 1984, Inestability of indole
alkaloid Froduction in Catharanthus roseus Cell Suspension

Cultures. Flanta Med. S0: 427-431.

F1.-Tabata, M. & N. Hiraoka, 1976. Variation of Alkaloid
Froduction. Emn: Nicotiana rustica Callus Cultures. Phyziol.
Flant. 38:19-23.

92.-Hulst, A. C., J. Tramper, F. Brod=lius, L. J. C. Eijkenboom,
1927. Immobilized plant cells: respiration and oxyasn
tranzfer. Enz: Flant ce=ll=s: Immobilization and ox<ygen
transfer. (A. Cs Hulst. Ed.). pPPR.65~75.

~Gosmar , E. 2 H. R. Juraer, 19286, Oxygen Uptake of
Microorganism entrapped in Ca-alginate. Appl. Microbiol.
Biotachnol. 23: 16£3-167. J

w0
I
.

94, -Andarson, Ea 4§ S 1986, Immobilized Cell Physioclogy. Enz
Frocess Enginesring Aspects of Immobilized Cell System (Webb,
C.y M.G. Black & B. Atkinson Eds.). The Institution of
Chemical Enginesrs, England. pp. 153-176.

)

S.~-Mavituna F., Fa M. Park, A. K. Wilkinson & D. Williams,
1987. Characteriztic of Immobilized plant cell reactors. Ernc
Flamt and Animal cells Frocess Foszsibilities. (C. Weeseb and F.
Maviturna Eds). Ellizs Horwood LTd. Chichester Erngland pe.
11, .

96, -Hul=t C. A.. M. M. T. Mey=r, H. Breteler &% J. Tramper, 1987.
thiophane production arnd cell growbh. E;? ET;Et _E;YIS:
Immobilization and oxyaesn btranms=fer (A. C. Hul=st Eds.). pp.
S9-11%.

I7.-Jones., A. % I. A. Meliky, 1921, Examination of Parameters
affecting the S-B Hidroxilation of Digitaoxigenin by
Immobilized Cells of Daucus carcota. Ewr. J. Appl. Microbiol.

Biotechrnol., 13: 34-89.

93. ~Dainty, L. A., K. H. Goulding, P. K. Robinson, I. Simpkins %
M. I. Trevar, 19246, Stability of Alainate-Immobilized Alaal
T=lls. Biotech. Bioceng. 28: 210-216.

39, -Holder, FP. FR., M. Aitken, K. Lindzey % M. M. Yeoman, 1986.
Variability and Stabilibty of cell culturs of Caps m

frutzzcenz. En: Secondary metabolism in plant cells cultures

{Morris, i A. H. Scraa, A. Stafford 2 M. W. Fowler, Eds.)
Cambridas LUkiversity Frazz. pp. 237-2353¢

100, -Dougall, . - 1925, Chemical from plant cell cultures:
yields and variation. Eti: Biotechrology in plant Sciatc
(Zaitlainm, Meix Po Day % Hollaender, Ed=.! Academic FPres




Irmc. USA. pr. 174-150.

101.-Holdern, F. R., M. A. Holdex % M. M, Yeomar, 1922, Variation
1in the secondary metabolizm of cultured plant cells. En: The
manipdlation secondary metabolism 1n culture (Robains, R. &
M. Rhodez Eds.) Cambridae University Fress. pp. l6-28.

102, -Beaumont, Do M. & D. Knorr, 1987. Effectz of Immobilizing
Agents and FProcedures on Viability of Cultured Celery (Apium
graveclens) Cellz. Rioctech. Lett., Z(&): 377-332.

103. -Bihari-Varaa, M., i Sepulchre & E. Maczar. 1975.
Thermoatalyvtical Studiesz on Proteiln Polysacchacaride Comples
of Cormective Tizzuess., J. Termal Annal.?: 675-6£23.

104, -Muzzar=li, A. A., 1377. Chitin. Fergamon FPresz, Ernaland. pe.

4S-2¢.

105, ~Kohle, H., D. H. Yo & H. FKauss, 1924, Physioloaical
charass 1n  suspension-culbured zoybearn cellz elicited by
treatment whith chitozan. Plant Sci. Lett. 22 IZ21-220.

106.-Youra, H. D., H. FKohle % H. Klaus, 1932, Effects of
Chitozarn o Membrarns Permeability of Suzpernsion Cultured
Glycaina max. and Fhassolus vulgaris Czlls. Flant Fhy=zicl.
F0: 1443-1454,

107. -Yourng, H. D.. & H. EKElaus, Sz teleaze of Caloium Srom

Suspension Cultured Glycina

Folycations and Folyamirnes
Membrane Fermeability. Flant

Chitosan, Other
to Effects  on

&92-70Z.

108, -Brodelius, Fais B. Deauz, k. Mosbach & M. H. Zenk, 1921.
Europearn Fatenl Application 2055011050,

109. -Dainty, A. L., Goulding, 1785. Effect of Immcobilization an
plant phiziology-real or imagirned?™ Trendz Biotechnol.
(35359,

110. -Hall, R - M. A. Holden & M, M. Yeoman, 1927, The
accumulation of phenilpropancld and capsailcinold compounds
i cell cultures and whole fruit of the chilli  pepper, O
frutescens Mill. Flant Cell, Tissue and Organ. 8: 147-176.

111. Holder A. M. & M. M. Yeoman, 1287. International confer sncs
orn bilorsactor and baotransformation (Moody., N, . % FP. R
Baker Ed=). Elsevi=r fApplied Sciernce Fublizherz LTD. Fp.7.

112. ~Rosevear, A. & C. A, Lambe, 1722, Immobilized lant and
ariimal cell. En: Torpics in Enzyme and Ferment Biotechral.,
tA. Wiszseman, FPH. DF.R.I.C., M.I.Bial., Eds). Elliz Horwood
Limited Chichester London. Vol 7@ pp. 13,

113, -Birnbaun, ey R. F. . Larson & k. Mosbach.
3

321. Covalant
Bilization of A E

. 1
g1rmate gel Ffor the Erbrapment of  livina




Whole cells. Bioktech., Letbt., 3 (8): 393-400,

114, -Watt=s, M. J. % H. A. Collin, 1285, Growbth and nutrient
uptake by Immobilized tisszue culture cellz of Celery (Apium
graveoclenz). Flanmt. Sci.4Z: 67-72.

115. -Navarre, A. R., M. C. Rubico & D. A. G. Callieri, 1983.
Froduction of sthanol by yeasts immobilized 1n Pectin.,  Eur.
J. Aprl. Brotechrol. 17: 142-151.

116.-Venek, T., T. Macek, K. Stranszky. 1982. En: International
Sympasium  of secondary products from plant tissuse culture,
(I. R. Hutchinson Ed). Kings College London. pp.é&8.

117.=Jirku,. V., J. Verek, V. EKromphazl, V. EKubanesk. 1981,
Corntinucs production of steroid alycoalkaloids by
Immobilized plant c=ll. Bioctech. Lett. 2(8): 447-450.

112.-Fark, M. J. & F. Mavituna. 1326, Factors affecting the
Immobilization of plant cells in biomass zupport particles.
Eri:  Frocezs Erngirnesring Aspects of Immobilized c=ll system.
(Webkb, C., M.G. Black & B. Atkinson Eds.). The Institution
of Chemical Engineers, England. pp. 259-302.

112, -Mavituna, F. A. K. Wilkinson & F. D Williams. 1987. A
Teckmigque for rapid production of  plant-ce2ll suspension
culture  from callus culture. En: Plant and Animal Cells.
Frozezs Poz=zibilities (W=bb, Eay M. Ga Black % B. Atkinzon
Eds. ). Elliz Horwood Limited Chicheszter England. Fp. 263~

ZEE.

T4



	Portada

	Índice

	I. Resumen 

	II. Introducción 

	III. Objetivo

	IV. Antecedentes

	V. Materiales y Métodos

	VI. Resultados y Discusión  
	VII. Conclusiones

	VIII. Sugerencias

	Apéndice

	Bibliografía




