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l. RESUMEN 

S e estudl~ron las ~ondi~ion~s de inmoviliz~~ i on d .. 1 as 

en espuma da poliur' etano, al91nato 

de s odio, a~ido poligalá~turoni ~o (APG ), 

Inmovili:;:a.ci ón an espuma da poliurete.no , so hiz o 

ut i lizando ~ultivos homog'neos (c, lul ils disperSás) y heterogéneos 

( ag,'1!o9010dos c elul .. ,'~s de hasta 3 mm de diametrol . Estos ~lltimos . 

mostraro n un iltrapamiento m6.s rapido y estable dentro de l a 

&spUmilll, 

L~s ~ondicion.s mas ~de~uadilos de inmOvil iz .. ~i6n en AIginato 

do¡, sod io y APG C2:% y 4:% p / v, respect ivamente), se obtUV iero n 

smplendo unil cOIl~entr a~ión de CaCl 2 d., 0 ,15 M como sol~lc ion 

p ,' s c ipitilOnt ... y utilizando 2 . 09 Y 1, 0 9 (peso fresco) de c él u las . 

Por o t,'o lado, ens~yos preliminares con Quitosana most,' a ron 

que este pol1m.ro, provo~6 la muerte ~OiIlulal'. po ,' lo q u e se 

dIRscarto s u uso en el proc eso de inmovilizilll~ iOn . 

Un.. vez .. st.bl&~idas la::;: ~ondi~iones de atr' apamiento piIIlr .. 

~ada po ll.me t: 0 ' ¡as células inmovilizadas prlljSlljrvar o n '" 
viabll idad y fueron cap.ces de p,'oducir c apsaicinoides, c uando se 

manh,vle ,'on en medio MS I adiCI onado con 2. 4-D 12 . 5 X 10 -
3 M 

lln PIRrlodo d. 28 .. 30 dlas. obten i'ndos~ l. mayor ~.ntidad de 

capsai ~ lno id.s .n .:é lulas inmovilizadas ... n APG , 

los o tros po llm ... ros y célLllas I ib,'es , 

con r oló'sp.~ to a. 



11 . INTRODUCCION 

Los vegetales cont.1 e.",f),'-, LU1 ..,rupo d .. compuestoá c omple jos 

do;¡nom i nit.dos met .. l:-o 1 i t.os s .. cund.r i ')5 , q ..... e son ut 1 1 i zad~ ::; ce,., 

diversos f ines en la ind ..... s t r io f .... '· mac eL.t.icc. . ;;.. ¡ iment~ , ; ;. 

.... gr e qulm icOs . adqUlriende , por 03111 0 , 

comerc ial en l as (, lt.i mas dat .. das ( 1 ) . 

LEn t .,· e est·c·s met.abc.lit-o ·j; S~ enc ..... ent.· .. n l os c ~ps ""l c:i ,·.oi d ... s, 

f orma dos por l a c apsaiti n .. , d i hidroc .. psai cina, homoc: apsalC l n a. 

n ord l h l droc: aps ¡, ic i na y homodihidroc; ¡,ps " lc:in .. , 

ponsab las del pi co r del C:hile~ 

Los caps aic:i no ldes son prod ..... cidos .:!n el f,- ~. to dli<l géner o 

n ombra que s e deriva del 9rl;;o90 " kapsa " que s i9nlf ic:a 

pico ' · ( 2) . El g l'ado d e P lc:or de 6E t ii< f' ·L.to v ar!/iI de L'na eSF' e C: 11iI a 

Otrll, pudiendose encontra l· entre l os má s picosos a h~e~i ~Ym 

la ·:,-, ,-,,, 1 ·:on 1;. 1 ","';;' , .. d"'fflJos d 'i 

l os c;:;.psaj .: ino id"'s , .;;"'I ..... 105 a=: . p ent.o s a s, m. ne,· ", l es, y 

c ;¡" r otenos ( 4 ) • -:'u '.lSO pri"'C1Pio.l 

e lio.borac ic.n de ';re l OiI!S Y al irneni;.o -.: p,·ocoliScl.a·:)~ .:"mo J;¡"m~, , ', v 

~alch i chas . Tambi . n 60 S l'sa do ..,n la inde.str la f a ,· mio. .:é llt.l c a c o m.) e.r, 

.-el .. ja. ... t.1Ii' muscula,· y/o .. n .:~sos do¡; l umb .. go y r,.e..-:.¡g,eo. j 

c h i l e, la ollillo r reslna e s u nl!:roducto· de importac16r, "le"!! oIi~t:. 

~~.jet.a a Pl" cob lemas d " enrio.,~ci ... mlentQJ debido a 1 .... PI ""sen': la a", 

los aC11!i tes p ,·oceden t e:;; de Si-mlllas . quo;, :;; ':'1) mol ¡ .j ;t, ,; J'.l,·, to c o n 

los f'-L. tOiOl los p,· o blemas pre.pio ·~ de la impe,ri;.,;,c:i .:-'". como c:o~ to:; 

y p.¡¡,rml SO';, a s l ...;: .. m !::. ¡ 0:0> 

J 



cllm!ot ICO$, pI .. g .. s, $ eql,./ I .. ~ ... t e . 

Est .. s r;r.::::ones. 11..,varol1 '" la ~xplor _ci6n de .. 19\.mas 

alternas . que pe," mitle ,"an l a obt""nc l on ;jQ ciApsaicin'?lde$ \1In f or m. 

P~" " "'. En t .r", las v i _s @r x plor .. d"l> SE; ~ncuent ra n 1 ... $lnto8$i$ q~.im ica 

y la producclOn por c u lti v o de t ej i dos . 

é s ta no es d e gran utilidad. 

dabldo a que sr,¡, t'"iOta de un pr' o c,;; '!: ,;:, , n~l y .::oztoso q~'!i in .... Q I~,cr a une< 

$,;,," i e d ... pasos . qu;;r, dan c omo ,"e;;~. lta.do 1 .. obt.enO::lOn de \.ma, '~e:zcla 

d. IsOm"'l" o s c on p ropiQdade s doi! p ico," difer e ntes a l. los 

.:::aps ... i c ~ no ldes na t~ll"al<1<s ('3 ) ... -1 
L.:n la é&et ~lal idild. mediante las técn i c a s de e\.llti vo de célu l a s 

" ege t., les . 1 o. c aps .. icinoides p~l ... den produc i rse a piort.i r de 

callos y célul a s en su !:,pel1s iO' '!d. ... n donde es posib le a~,ment. a. r 1 ... 

prOducción manipu l ando el medio de .:ultivo , 

t. ior l"ea.:to '"es , o bien, ~I t l l iZiondo s i st a mas de 

Inmov il i zada s (6. 7) 

A pa,"tll" de 1979, lo::: :¡; Istem¡¡, s Inmovi lizadas 

ma yol" a t .en.:iOn deb ido pl"esent.an, 

usand o 

.:é l ulas 

,-e':lbi.;jo 

como el 

p o der ~¡ev~r 10 $ n i voiitles do¡, P rOdl' ':': IÓn o::on r espec to e< Ie.o¡; .:elul¡¡,s 

y 

pr 'll sentoiitn va," l C\cion..,$ de t-i p o geneti.:o. 

1 im l tAjO 

.;,Ig \.,nos 

le. div i S ión .:e lu lal" . 

p ,obl",mC\s d",bldos 

S i n .¡;; mbi<l"go , 

a l 

bl o mc. -z c. . s i n gue 

y. qu. est e p,"o.:eso 

preS i<nt.ar. 

y 

"s e n s ibil idad a 1 ... s f~,erz~s de .:o r te, POI" 1 o q~,e es n ... e .. s a ," 1 o e l 

1., 

d. 

de de 

.:ond i e 10n"'$ • las qu"", son e x pllestal> ... n el medio 

c u l tIvo . 



IIr . OBJETIVO 

El Ob j ",t.l\lO d1O<1 pres",r,t.oE< t.r- .. b .. jo e~.:. l de ESTABLECER UNA 

METODOLOGI A P ARA INMOVIL I ZAR CELlJLAS DE º'- ~b!.!:}!:!:} ~ !: , QUE r ERMITA 

PRES ERVAR LA VIAB I L.U,Av CELULAR y LA OBTENCION DE CAP5AI C:NO![¡ES , 

UTI LIZANf'O r.>IFERENTES SOPORTES, ASI COMO CONTR IBUIR 

CONOCI MI ENTO vE EST AS NUEVAS TECNOLOG IAS . 
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IV. ANTECEDENTES 

4.1 . 0 BTENCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR CULTIVO DE CELULAS 
VEGETALES 

La~ p lant.il.S p osean una 9ran V1i!rsatllldad en sus mec .. nismo:;; 

b i o~ , n t. ·:t lCOS, ·je scubr I andose .. ¡rededor de 15QO • .:o mp llestos nuevo~ 

r.·o r dlil l os cual"'5 , ma s del 30 :-; presenta"" a!gl',n grado de 

des tc.c é.ndosQ entr;;;! ell os 1 0 5 metabo litos 

s e cunda ,' I ':' s , d. los c·.' " 1 o!:s 10-.. d .. rné<yo r ~'so I nduztri a l 

ace , t.as e s enc i ales, gllc6sidos y al kal e' ldes, (ta bla 1) . 

ex .. cto doi! ;;;!stos rnll<tabo I i t os , >il!n los 

S il< consider .. n cor~o s~,stil,;,cl as ' q~H¡; c Wflplen u n a fLmc i6n 

e co l6S1ca , 

10. 11) , Estos COmP L, e stos son aC L'mulados en la plant.. en 

c ant. i dades peque.f'"ias, y t .i ..,nden .. $ ;:;'" !:intet¡zados ..,n grL'POS 

t. a xon6rn icos particula,'es (espeCl&S, géne," os o familias), oOln t i POS 

c alul ares II<specializados y en estados d e desar rol l o especlfl cos 

de han ll",vado al 

t- é c n i c .. s "'IL'e f .. c 1 1 i tan I i< c>btenc i 6n de, ;;;!stos 

productos .ir! ~1!<[9 . Entr ~ las .. l t e ..... a tivas usad..,:;; s e, @"'C~h¡!...,tr ... la 

té.:nl':~ de c~llti vo do;"! t~ J ldos .eg -=tale,s, ''1ue S'¡¡' f'ef'ere al 

c'.' 1 1;. 1 " .:o de ·.: '_,acl'lLli er 6r '3¡¡,no , t.,jldo o c élula de 1 .. pl con t a, be. j o 

Este t ipo d", cult.1VO sigL'", 

un", s., rie deo pr¡...,c i p1 0s báSICOS "Iue con si deran 1 .. c ar .. c terlst tc .. 

to tlPotenC l a l d .. la c él Ld .... v e9..,t;;ol , d e cons.;;,r v . ,

y tlstruc t~l/"a genética o "I9ina.ll ( 12) , 

/31 uso de estas c él Llla s -en la prodUCC ión d e rnet .. be.litos, se 

considera como L,na alte,'natl v a biot",cno l Og l ca y d", so lUCI ó n a los 

pt' o blema:¡; que enfrent a la ob teonc lOn d>5: comp~'e$tos "S: 60cLlIldilri 0!1 ",n 



v/rabla l. METABOLITOS SECUNDARIOS DE MAYOR uso INDUSTRIAL 

METABOLITOS 
SECUNDARIOS 

Aceites 
esenciales 

Glicósidos 

Alcaloides 

COMPOSICION 

Mezcla de terpenoides 

Flavonoides, Saponinas, 
Fenoles, Taninos, Glicó 
sidos cianogénicos y -
Aceites de mostaza. 

Formado por un diverso 
grupo de compuestos de 
más de 4000 estructu-
ras conocidas. La mayo 
r!a son compuestos muy 
activos fisiológi c amen 
te en el humano. Algu~ 
nos ejemplos son: mor
fina, nicotina, cocaí
na y tropina. 

Shuler. M. L. (13). 

7 

usos 

Agentes saborizantes, -
Perfumes y Solventes. 

Tintes. 
Colorantes para ali-
mentos. 
Medicamentos (hormonas 
esteroidales, antibiÓ 
ticos, etc.) 

Medicamentos y /o dro
gas. 



" e l 

s~lminist, .. o cont i nuo de mate:ri a l vegeta l homo.g4neo (e stado 

fi r; iol o91t.:O '.mi fo rme ) , b l la independencia del o:u ltivo de 1 a s 

varlaClon,¡¡,s e st.io.cional",s, cambi os el ir~át 10::'::_:;;, pl a.ga s. y 

.¡¡nfe'-medades "I~r e. en la m",yorl a dIO l os e.sos, a f e ct .. n el e sta d o 

f isi o l0910::0 óptimo qu,¡;, e l rnat<iilrial veget.al reqU¡.., ,· Ii. 

momento d e su P ," oc;¡,:;arn ¡ento, 

de la s elo2!cciÓn d o¡¡; va ri antes ato, a mante prodw:: t o ra'i.. 

lleva,- ¡¡, .::a b o la f orll1aO::: lón do¡¡, n~,ev.:)s p roducto.,. por med l Q de 

biotransfOI"lI'Ia c i ón dl la r ed~'CCl ón del t ,i e mpo de pro duCC iÓn del 

meta.bol lto 'JI el el mant.e n lm¡ent_o de los c ult ivos PO'" F· "" .. l o d o-.;. 

Ent.I" '" 10'5 d ite r" e nte s s istemas de produc .::iOn de rn,;¡,taboli tos ---
sacundarlO~ por c ultivo de celulas vege tales, 

cult ¡V~$ con c~ l l os . 

cél ul a s ~nmov¡ll.;;:: ao---ªs ( 1 ) . 

El sls t.ema. d'l! Cll1t. 1VO .:on c all o:o. emp¡ "z .. ¡r.,:,cl, la,)d o uro t ."o :: ú 

de t.e j I do v egoe t.a l en '.'''' medi o s'l!m ¡ ::;0 1 I do (agClr ) . "Iue c o nt_ ¡ en.., l o~ 

nut¡· ien t .es ,.,ece s a ,· ieos ~¡;' I"a la seobrevlven<;la del Inocu lo, y el 

b alanc.:. hco t'monaol .:.spec l f i cú (¡;,u .< lnas-c lt.coci nl nas ) . pa '· ... lo ... ~al· 

un~ de s d l fere m::i a c l ón C<i:l l l1al" (pé rdid a J e l a espec l a ~i..!: a·:: l .!>n 

b io"lu l mic a '1 fenot ! PI<;a celula,- ) ( 12)_ 

En los ¡,ucieos . 

imp.:,,-t .. ,.,t.¡¡¡ de met_ a.bo l i t.o~ secl.ndar ios, i; i n e mbar'ilo . 'l!l Cll ltlvO ~n 

un medi o l i qU I do, en .;, l C'Ja 1 t.¡;,mb 1 é n::e .;..DI: ¡ .;,n,¡¡.n m",t ab.:· i I t,Co s 

h. r e c ibido ;na yor atención d Qb ido ... ",,"~ f;¡' .:: l l l t.. la 

man¡pu !,;¡,cion de l <:l1 1 tl;le. e n gene r al '1 a ql,e e XIs te : .. p':'': lb : 11 dad 



d~ l levarlo a un. esc~la de mayor pr Odu cci6n (1 4 ). 

Si b ién la pos l bi ll d¡; d da pI" o ducci6n da astos r~etabo lltos: a 

9r a n o¡:sc ... la, ha sido conS id<"lr ada com.:· ~m¡; a ltoi:rnatlva d e sde h a c,;, 

1 d.::cada s . :;0 1 0 ~n los ':rl t. l roo':> af"ios, 

c él '..II';¡ $ :¡; 4E< h a .:;om..,. rCla l¡:;:20do con bl~ ,;;n é Xi tO . Esto se. 1091'0 .:;uando 

la corpo ,' a c ion j .. pon,¡¡s ", "11¡tSlll P ""tr o.::hernical Indu :. t.ries Ltd" , 

prodLrC l r :¡,hlk o n l na por c ul tivo de c él l.rli1;S d. 

Este 1~E!tabol ito es '..Is¡;do como 

co l o r .. nt . ..,. ylo m~dl c aroento con act i vida d a nt.ii,) flaro .. tor i c. y 

antlbacterl .. na . El hecho de que so l c Oi! x ista un p r oceso a ni ve l 

o:: o rner C la l . 

presE<nt.a n 

:;e debE< a los diferentes prObl.;;::mas de obte:nci ón ",,'.re 

los si s temas d e C',rltivo de tejidos y c>!!l ulas veget a l es 

Al gunos de ,",sto:; p r o bl Qroa;s son; a l L. 

PI'oduct , l,Vldad vo lumét.rica del cu l tIVO, ya ql~e S ol reqllieran 

b I Ol'reacto re s dijo ;¡r r andes d lmension>2s . bl La in6:s tab l1 ld .. d 

qLre no p,=,rm lte cons arva ,' ¡I n ", .. s 

p rod~r.::t,.;.r .. :: PO" p6:" l odos largos do;, 1;l E<mpo . el la 

sensl t.i 1 ¡dad cel ~jl .. ,' a l as f"er::as de co,' te , 

de b ior,eiloc to riOs convwnc i onales para. la Pt' o ducc i 6 n (15) , 

S i b l..,.n en la pr~ct Ica s e o bti",nen buenos I"endi mlentos d", 

p ,'oduc o: I ó n d lÍl rou c:hos metilobo ll tos. so¡cundilorl Os por ':::l,l tiv.) de 

cQ l ~rlilo s v'l!getb les, so l o en pocos CiIoSOS. la producci>!.n de los 

.=ompu,¡¡,st-os deso<e;¡,dos se COlopara a 1.. obt.en i da <en planta:. 

completil s (tabla 2 ) ( 1) • En la 1 it&<ratut'a, a x i sten v a rios 

lt'. form~ s sobr e a l gun os ¡;,specto-s: ,'elac i om.dos c o n l a producci6n 

do:, rnet abo l I tos SE!CllI',da r lO S . L¡ nds 6:Y y 'feoro .. n ( lE, ) o b s et ' va" c.n , e n 

v ar i;¡,s e s pecie s de So lanác eas i:n cl,l t l VOO¡; ir! Yl!:: r 2. ~rna 

CO I' ,' el aCión 



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

COMPUESTO 

Antraquinonas 

Antraquinonas 

Ajmalicina 
Serpentina 

Di os ge ni na 

Saponinas gi!:!_ 
seng 

ESPECIE 

Morinda citrifolia 

Cassia tora 

Catharanthus roseus 

Discorea deltoides 

Panax ginseng 

Nicotina Nicotiana tabacum 

Thebaina Papaver bracteatum 

Ubiquinona Nicotiana tabacum 

Fowler, M. v. (1) 

PRODUCCION 

Cultivos celulares 

-1 900 nmol.g p.s. 

0.334%p . f. 

1.34%p.s. 

-1 2 6 mg. g p. s. 

0.38%p.f. 

3.4%p. s. 

130mc¡.g - 1 p. s. 

0.5 mg.g -1 p. s. 

1 o 

Plantas completas 

-1 Raiz, 110 nmol.g p.s. 

0.209 %p . s. (semilla) 

0.26 %p.s. 

20 mg.g- 1p.s. 

0.3 y 3.3%p.f. 

2.5 % p.s. 
-1 1400 mg.g p.s. 

16 mg. g - 1 p. s. 

(hoja} 



contlltnido da ~lc.l oi d",s pe,t· lln lade, . y une. rel aci ón dlrE:cta de 

.:.ltlffiO con la dl fe .~enc i éroci6n 

.. r , 1930 

(14 ) , Br o wn ~ Cha ,·l wood en 19 8<!:. ( 17) y Co ll it,:;¡,," ~ Vo,¡,om éron ",n 

198 6 (t8) . 

En c.ontrc;.ste. 

mostra ron lUla Pl' oducC lón a¡ta d ", 

alc.lc- Id", -:; y una .;:! l f e r enClación mo rfoló'H ca pobr .. . AS ¡ 10 1 3mO, 

cul ti vos celulares d"" t ab .. co Y zan ¡,hor i a, 

miento s l mi l .. r ( 1 ) , 

tllVier ,:.r, lJn compo ,·1; a 

RelaCi onando l¡;,s c- bz;""t· v aciones p resentadas t:!tl ios ·::!i fe ,·ente:;; 

&st ... dio s de Ine t .. boli to. s e cundat· i os en celu l as veg.:ttale E, s ... 

c o ns ide t"a qlle ""n mucho::: caSO$ , la producc l on de est·os moe ta bo l i 1;·0$ 

e. indepandien te d..,1 cr eC imIen to y puede se, m~nlPu l aaa 

alt&r~ndo l a divi !iH On celul~r del cultivo, y 

a l,menta ndo la act..l mu lac lt.n del pr Oducto e ro t""j i dc5 or9anl::ados . 

Esta-:; c,bse rva':lone 5 y la:; dlflcl, :tade:.: que p r 'lls e n ta ",1 : ·., lt ¡ v o de 

cé lul a s vegeta l e s en ~llspensl on pa ra l a 5 1nt"'5 1S de m,,,,1; a bol ¡ t os, 

hc.c@ p e '1sar e n 1 .. n"ce~l dad de cClnt.ar c o n un mel:.o do q UE< a Yl,d e ¡;, 

la v'i!loc ~d.d d€ ct"'i!ciml e nto y Sl ml,l ar .::ond. c i .;.n",=. d'i: 

o rganl::::aC lón de . s t. .. :.: .::élul c.s , 

culti \lo y l'n pos lbl" incr <!ment_o e n la p roduc-::lc.n de metabol itQs 

deso¡¡;adQs (19) . 

4. 2 EL GENERO CAPS ICUM 

E l ",ltne,· o ~~e~!s!:!(!! per t .ene c @ a la famll i .. 2Q!!!!J ªS~! , y lkgr up;:,. 

de 20 a 30 e sp.eCl"'S ori 91n .. r¡ a S del .Jr. roil a I;. I·OP IC .. 1 di! S'..Idalne,·iclk , 

Amé ri c ¡;, C.en t .,· .. l t' las 1 sl"'$ do;¡ la r e 9l ón_ L ... ;, ~<;;pe'~ I 'i!:Z :: I I \I-.l:;,; I.I· .. '., 

¡ : 



s e e",c~'E<ntrilln, 'Ólen'li: r .. lmente, cr",clendo !.iIr, ~,re.s no perturbad.s, 

mient.ras las cl<l t.ivadas OCl,pan gr' andes extensiones de 

tlerr~~ d~ cultivo (20) . 

Lits ,¡¡sp.ci,¡¡s c'.dtivadas son las más ~stl.diadas y 

p,·us .ntan m .. yo'· ... s niveles d-i! hibridación, r,o obs:tant.¡¡" con el f i n 

de simplificar su est,ud¡ o. ilc tualmento la FAO solo reconoce la s 

s .9~, ientes i:spec I e:: do'nest l c adas : 

s:t!lD~t}~~· L §![!t:!!:.!!:.!l!'. ~ ... e~[lg!:.!!!:!l!' y Q... e!:.!!;.·'S:~S~!)~ ( 21 J • 

Ero Méx ¡·:.:. eX I ::te w ·, .. g r a n va ' ¡ .¡¡;dild d", chiles cllltlV .. dos y 

con di fel'Emte fo rma., te.maf'lo, .;;olor y Plcor, l os 

Esto s S ido utIli zados principalmente la 

él l imentiOc l ón, dond6r el ';;01 .;. ,· (carotenos ) , o lor (¡¡,c ""i t es 

a s",nc iáles) y pIcor (capsaicinoides) son los facto,'es que mas 11an 

lnfI'.lido oar' a <;;u cot)sumo (;:J . 

4. 2. 1. Uso de l os caps~icinoides 

Loo fr lltos del ~ªE:~i¡;;!.!!!! contienen, entre otros compuesto s, 

un.. m ... z.::la compleja dE< .. midas que se rel .. cic.n .... n .antro;'! sI 

Es tas amidas, consid~radas como el princil='io 

picante d el c;h ile, present an .:;,n :::. ... estruct .•• "-c. al aCldo ~noico , 

octanol CO y dacanoic o de la v.inllla ( 2 3). 

La p r l mo:.rSl amida ident.ificada fue l a cSlpsaicina. la Clla ¡ , 

d~, r .. nt_ ~ m'.lcho t i e mpc. . se c';:'l'";sioe,"O c omo el un 1 co CO ml=' l lE< Z t,j 

"esponsabl~ del picor (:<:4) . la .. pllcaciOn dE< 

t.,ec n l ':;;"'S o~ sep4r.C10n y cromat.09raf i a ay~,da ron a id.;oonti f ica r 

e st .. mezcla, la cual esta formad .. por' los si gUiente s coml='l,est.Qs 

analc.'ilos : Cc.psaicina (e), Homocaps aic;ina ( He), Dihidrocap s .. icin;:. 

10 
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(DCl, Nordihidroc~psaic l n. ( NDC) y Homodi hldr'ocap~al":lna (HDCl 

( f19 , 1 ) . 

y col . 

m~yor i nfluencia tIenen sobre .1 pi cor , 

r epr .. -¡:entar, el 90% d", los caps .. ic¡no¡dEo-¡: total ... s , mant.,;,ni~ndo un .. 

proporción de 2 : 1 6 1 :1 c uando el frut0 .. IC& I):'::" le. modu,';;'z . 

E~tos 

y sept o s d;!l f r ut,o, de donde >te dit.trib"yen .. la!> zon .. s ",1 ",dal'i .. s. 

S e cons¡d;:;:r", que el 9 r .. d o de Picor do;, 1 .. '~~P!i!Cle 

de f a ctor",::; 3"'llétlcc.os como de coque ll os fi<ct o re s; amb l o;! nti<l ""s a Ic. ~ 

que ",~ I c omo 

fruto, la p a rte que de él s ,¡¡, consider e y e l ma ,',e JO que S ol! le dé 

despues de 1 a c: .;.se ch.. (:;;6, 27) . 

En materia .... :0169Ica e s POCO lo qu.., SQ E .. b e soor/¡ la f u" c i6n 

de estos c:ompues t,;:.s, no obsti<nte s. d.n las S lgui!i!ntes 

e x pl ¡caci o nes: 1 ) R,¡¡, s gua rda a la s semillas dit d ... pr.;,d;;,dore~, 2' 

y 3) Sus ef'i!ct.o';;. pue d '';'1l :0;"" ,' := l :n.l .. ,' e -" 

.. l v:;¡; de las a l exinas (5 ) 

Lo. c aps a iCl n o i de:;; :;;:on L~sados 0;>:,', .. l, mQnt¡OOC10n 

y condimento ; y en 

inter'nos y e " t ,,¡;,-nos, qL,e al ¡vial', mol¡;st;.¡óls ·je .. ..,um .. t;.¡sm,;., lL,mb ag·;o 

y nQur,t.lgia 29) . AdQmá s s e p,'oponen corno 

e n la e x t,,;;.ccl":'n dental, 

neu ,'on¡;,s s¡,nso .. i .. les. y t. .. mbi':':n trat ... r condICi one s 

h ¡perc o l e ster e. l , ya gue oO! :;;:tudIOS la 

d¡srnlnL/ye los nlv.;!les de co lesterol ",r-. 

labe. r at.O"IO (30, 3 1 ' EstydlOS 

fi Sio lógi COS , 
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eAPSAleINOIDES ( e) 

H H o , , , 
H-e-~-e-(eH ) -eH-eH-eH- eH 

~ 
25 . , 3 

c=) eH) 

OH 
oeH) 

HOMoeAPSAlelNA (He 

H H O , , , 

NOROIHIORoeAPSAleINA (NOC) 

OIHIORoeAPSAICINA (OHe) 

H-e-N-e-(ell ) - eH-eH rA, 2 1 ~H3 3 

~OCH3 
OH 

HOHODIHIDROCAPSAICINA (Hoe) 

Fig. l. ESTRUCTURA QUIHIeA y NOMENCLATURA DE LA eAPSAICINA y 

SUS ANALOGOS (5, J6). 

" 



pos l bl1Id.d~ .. dO! su ',/50, .¡; ... l a rnedi ci n& , 

2 . p r esenta 

dos y 

CO"'P'.I,,'Sto~ i<n l'¡ogos 1:32 . 33> . E'i' t udi o s ma s e s pec t fi cos muest.ran 

los capsi< lcinoides son ~ I"tetlzados en ,,1 

" .¡; t ! cul o ",n d o plás ml <:;o p . .;. ,- v ía enzimat,ica, parti ,-

va tnl1 llnarn¡ ... .;r Y v,;,r íos ac idos graSO$ . Estos c ompl,.¡¡-stos, lma v '¡; z 

p r oducidos, tlend,en a a.cwnl,l .. r s e ",, ', vo!!s i c u l¡¡s y v"'Cllo las doa;, l",s 

,:~ lo..las ep i d.¡;rmales como una mezc le. l! p ido-ci<psalcinoid.¡; (34 . 3:5, 

J~ ) • 

L3. lixc reci ó n de es to s compuestos por l .s v acuo las. oCL,rre 

cuando l os capsa. i e i I~O i des s e han a.Cllmu 1 ado cons 1 del' ab l ernente . 

mi ent l' as q ue en el COloSO d O!! l a s ve s iculas . e stas son e xpu l sada s 

del c i top la sma p¡;¡ra fLlsionilrse con el plao s m¡;¡lem¡¡. (37) . 

4 . ~ . 3 . ObtenciÓn de los Caps ilicino¡d.s 

Los c apsa l ..:ino ides s on (.bteni dos d li la pu'-i f i cc .. :iOn de llt"\ 

oiI x t,-act,o 1 ! <lU I d o d .w.om i n¡;¡,j.:¡ 0 1 eOl' ,'es i na. l a cllal s e "xt r ae 

preVl¡;¡mente de ctu l es :¡;e cos d",s h¡dn .. l~ados ( 2) . L." ol",col't' esina <l!S 

Linao me :::cl .. comple ja qt..loi! .;:ont ¡ ..,ne .. dqmas dal pI'¡nc¡p¡o p icc.n t e. 

9ra s a s. pi'ilmento :>; , pE:n too;:as, s ales m ¡ noil,'al ~. y .. eSlnas , 

d ifi c ult;;.n y "nc a .. ec"n l os pl'ocesos de plwi f icacio,!,n ( 4 ) , 

Ac tl'a 1 mente, s ... esta.n buscando al t e .. n .. tiva s <lue peor¡nit ¡;¡n l a 

obt"nc 1 0 1', d ", l o~ c~P'Saicinoi des. s in los p .. obler~as ..... t e s 

Ent .. e é st a s s e encl,entr a n la t é cn ica de c',I1 tivo de 

tej ido. y c el ula. voilg~tales . 

Ex p el' ¡ mantos dl s .¡;P!ados ·jetel' mi na,' l . r uta 

15 



Fenil alanina 
amonio Liasa 

TRANS - CINAMA TO 
4- r;1ono xigenas a 

Trans-~-curnarato 

3-monoxigenasa 

Acido cafei co 
0-rnetiltransferasa 

HO@ CH=CHCOOH 

! 
H/;:;\ 

Ho\Q/-cH=CHCOOH 

H CO ! 
~o@cH=CHCOOH 

! 

L-fenilala ni na 

t-ácido c inámi c o 

t - p á c id o cu mári ~o 

t- á c i do c afeico 

t - á cido ferú l ic o 

H 3co@ 
HO o CH

2
-1rn

2 

C: apsa icinoide 
s int etasa 

(Tonoplasrna) 

V.l,.Ll NA 
Vainillilarnina / 

ISOB UTlL CoA 

~~:; CH-CH=CH (CH 2 ) 4 COOH~ 
Leucir.a 

Acido 8 métil - 6 - none n oi co 
( y otros iso -a cidos gra s os ) 

CH 
CO(CH 2 l 4 - CH=CH - Cli: 

3 

CH 
3 

CAPSAICINA 
(y homologos ) 

Fig . 2. VIA PR OPUESTA PA RA LA BIOSINTESIS DE VAINI LLI LAMINA 

Y CAPSAICIN OIDES. ( 35). 
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en 

suspensión, 1':>5 nl v,¡,les de p ,".;.du .::.:::¡ón de 

O::i\PSai C lnOld",s son ma'3 b odos an cultivos 10 '!!.!.!;.t:2 Que e n los 

f .. u to~ de 1 ... pl .. nt.:;.. No o bstantE<, s e o b:;e ,"va q'..l~ 'G'! mec ,¡¡;rnsrOQ de 

"'XO::;'-.<:10n .5 el ffiH; mo 10 ~ 1~2 '" 1.!:! Y!:!;,!:Q (16). 

Los 85t.:d i o,.; par .. ..... rn"'nt. ... ~u prod~lcci6n est.lin o¡¡;ncClm ¡nados a 

roan¡pu l .. ,. el m .. di o do;! C~,l t lVO vol;;r¡a ndv nut"" ¡ent,,,t; e s.::en.;: ¡ al '!! .,; 

(ni t .... tos . fo s f .. tos , Cil rbono . ",te. ). cc·ndicl o nes do¡ c~, l tt vo (p H, 

ll'2: , teml'-eratLrra. etc:. ) • 
(foEm i lalan i na y .C:ldo c ir,éornic;o) <36.39) . Adema.s., Jie h .. vi s t e que 

l os n¡v""l.., z. d. F'.-od, • .:;:0::.6n de E:stos compuestos s . ven 

inct"ement,adOs al 

Los tr;t;bilJ05 ,¡me.minados a est,udiar e l .fecto de l. 

inr~ovili:;:ilc:ion sobr e el metaboli s mo primariO, y en consecuenc:ia 

most.ra.ron "lLIE: el promed i o de s ! n t.esi:;; dE: pro:¡t.e 1na 

en célula.s ¡nmovIli;::a.d ... s por lln pe r i o d o d", 5 dlas en med iO Shenl," 

HIldr",bant.. fu"", del ~Q i: con roiisp.a,cto a la s c~l'.lla$ libre!: ",n fas;", 

de creclmient_o estaci onaria, y el p romG-dio d e 

resF· i.rat,o t"¡a es s lrnllat" en ambos cu l t.ivo!. (40). 

L.os result.a.dos obtoinidos ~n est·oi; e.tudloo:: rnostrat"o r, ~4Lle el 

sist.ema d. i nmovi l iz: .. ción. i.ncr<itmentiO l. prodUC,-l o!Jn d. 

ciilps .. i c lnoid",s ",n c é! Lllas de \; .. !. f!:: !::! !:: !!i!s:~t:!1!: en v .. ," : 05 ':',"denes oje 

magnitLld, que el obt.enldo con c,¡¡I ..... 1 .. 5 en s;usP8nsi On • 

~ " 3 I~OVILIZACION DE CELULAS VEGETALES 

inmovilizadas a"lll~ll& s c.ILlla s 

conflniildas f1slc .. m6lnt~ ",n LInao raglon definId .. , 
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su as posible o necesario su 

vlab il ld .. d, plldiendose l,tl1 i:::iilr repetIda y cont ln' .. am~nt,¡¡ 141). 

La. técniciils d e imnovili zaciOn datan d . 1916, al ¡,p! Íca,"se 

p r ll,''''' .... mente a .-;,n:;:irnas a l !:: lilloda.s. El p'-Im&r COloSO ,'oepo rt¡¡"do d e 

c'lul.z comple t ii $ inmovIlizadas , ap.," • ..:e en 1966 con cé lula& d .. 

atrapadas d. 

p ol l acrilamid ... Desde ento nces, Wla gr'U1 v.,· iedad do;! c ellllas , en 

~u may,=,," 1a bacter" 1 aroas son I nmovilizadas en difE<rent<i!s s o p o rtes 

( 42 ) • Pos t.e'"IO'"ment.e lnmovili:;::¡,ron 

cloropla'iOtos y mitOCQnd,"¡as de eSPInaca y eo.';Juacate, para 

estudiar l. reaCCión d e Hlll y l. s l ntesis de ATP, 

r .sp~ctiv.mente. 

La:s;; p,"¡me,"as inmovilizaciones de célul¡o, .. v egetales completas 

f u ... ron realizad .. con Qxito por Brodeli lls en 1979, llti 1 izando 

par .. obtener antraquinonas por 

s l n teslS de "novo", l. 

1 .. bi otl itons formao::ion d~ di·~O .. <ln<l (44 ) . Posteriormentfil So::::hnab l 

co l. ( 4 5 ) Y Bornman ~ Zacl>orlsson (46) lnmov il izaron p,>oto plas t o s 

de Yisii fªº~ en alginiJIto de o;:;a10::::i o y Q~!::!:!r! 10~~1ª .¡;-n Cyto dex 1, 

0;:;0 ... oiIl fin d E" medir vi .. bllid .. d . 

No o bstant_ que 1.. mavor!a d e los estúdios con O;:;él u l.s 

v eg,=tale s inmo vili:zadas, E"st.1o.n eno;:;aminado ~ a im,estiga,· el efecto 

d. eXiste gran 

intents e n su aplio;:;aO;:;lón para 16 prc'duo;:;ción de metabol itos 

s eo;:;und¡.r lOS a g"an .¡;-5c .. 1 ... . las s iguient,"s 

ven ta ja:;; : 1 ) El t .. mario de a.gregados ce lu lares p uede controla.rse 

;) Los ",fE:c t,o:;; de las fuerza~ d e c:o .·te imp~lestos p o r .¡;-} 
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movlml~nto del fluIdo, son elim i nadQ~, en su mi!i;yor- parte , 

ik lits cél'.""s c on 1 .. matriz de Inmovilización. 3) 

.1 

Los 

i. nl~ 1 b I dc.r- es ffi&t.bó l i '::<:;110, caus.dos por 1 .. :$ mod i f i cac iones a qL.e s e 

la~ c lHula s . pueden ser cont i nua,~entEo 

per,nit¡endo l. correct. Qx presión de las vlas metabólicas. 4) Los 

probllimios dlilbidoo¡¡ a la inesteobilidad genétl'::¡", s ... pU3:dell reduci r. 

5) . El s istema pe rmite la s e paracl o n de la f .. s", de c rec Im i ento::. 

6 ) No h ay 

Importante de las c:éll.!as y sin emb C!:r·;;Jo éstaos s o n 

r~.tikbÓ 1 i ';:ikmente la rgos 

7) Po s ib il idad de reusar el 

inmovilizado. p,·odw;:t.o del m€ldi o de 

cultivo con relaotiva hIel ¡Idad. 8) Es posible conse,· v .. r l. 

vi .. bllidad celular, y 9) Mayc'r est.bilida d del proceso (47) . 

Laos ct;lulas vegetales s on diri·;;JId",s p",,-a cre.;:er- Eon '"ro est·",do 

Inll ¡ t . i.;:",I, .. lar- Icondi.;:ión pa,-cialmente o rganizada), manténi",ndolas 

en un esteodo f lsi co est.aci o nario . Los g,-adl entes 

qu l rni cos , as! establec idos, si mu 1 al' an ~"1 amb i ente rl\uy SilrneJ ant.¡¡, 

eo l enco n tradó en l~ s ituaci ó n ir! ~i~9 (contacto c 4hlla-célulal. 

l o "Iuc: ést.;;. técrnca faCI lita la manip~llaci6n de laos .:::élLd .. s 

prov5;r, l",nt.E;S de los cult i vos..aro suspenslón y pe.-mlt.e ci ... rta 

dlfet·enciac i6n bioqulmlceo de l.;;.s mism .. s . lo ClI .. I , 

condi c Ión ,," soc iada con .. 1 fl\ e t abo l i s,~o¡;ecl.nd a,- i o ( 47 , 4 8) . 

~ •• ~TODOS DE INMOVIL IZACI ON 

L ~ -;:enslbllldad de 

rn., .;:áni c ¡,.s 

osmóti c o y n utrlclc.nal, 

las c élulas v egetales a 

el t.a.meof"io d ... 1.. c d.! u lal . 

a la t.emperatura , 
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método d. ,romovl J i:::"c:i6n . 

Lcos pl'lncip"lelO métodos di' ¡ ... moví II::!ioci.6n $01'"1: ..tr .. p.,mloi! .... to, 

adsc'rción y ilcopl.mlento (t.aDla )) ( 4 9, :;0 ) . 

L.. t.,¡,cnica da atrapi!lmlanto es 

estruch,," .. d .. ¡ sopo rt&.. dif1cIlmente ori~i n¡¡ camb i os directos en 

la f~mcional idad d", una célul .. o anzíma. 

método su .. ve. do,',de 1 .. r.,d pollmérlca qua s,", forma , 

(5 1, 52 ) . 

Loo¡. metodos d&. a tr apamiento S6! c lasi fi c:an .n cuat.-o 9r'-,pos 

p."inC:ipa l es y s v s mec .. nllOmos de formaclC, .... $': snc' .. ¡¡on t r¡;,n ..,n la 

tabla 4 (53, 5 4 ) . 

La tacn lc .. da adso'-C:lón (tab l a. 3) también es vsa da c on é Xlt.:o 

lit) c elulas vegetales, debIdo a su slmp! iCld .. d y rapide:::, avnque 

pvede d ... f'i .. .- 1 .. VI .. bllidad c",lula,· , p o ,- lo que oa-s n..,;;:a ....... .-IO t .. ner 

ci",r tas p'-eca~,cion'i!:s. 

El método m.!t~os uti!i:::ado, .,s el de a ;;:op!¡untent o, deb Ido a 

l os efectr.:.s per J , .. dicl¡¡!es: que c .usan los: Otge,",te:s acop 1 antes ... n 

las c él ulas. por lo que no se conslde"a ad<itcu .. dco pa,"a I nmovi l iza,· 

cél u las vegetales . 

4. ~ SOPORTES UTILIZADOS EN LA INMOV ILIZACION DE CELULAS VEGETALES . 

Uno ,je l os crlt.erl os para 1 .. ;;lloeCClón de ~,n b ... ",n lOop Qrt"", ,;,s 

q .... e ést"" S 'l!", In;¡," t~ .., y q,le F-enoita ccor,s.;¡,rva.r 1;;. V¡i!lol!ld.!o d \.· .,,¡ ... la ,· 

<55) . Loo¡¡ soport~z maz utilIzado:;;; p.ra la :nrnoVl' I z a ción d_ 

ya. han S i d o e st'.ld lado s ;:. <:>,. a.l'il,. ,no~ éo ~,t ')r" .. :;, 
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Tabla 3. TECNICAS GENERALES DE INMOVILIZACIO~ 

METODO DE 
INMOVILIZACION 

ADSORCION 

ATR APAMIENTO 

ACOPLAMIENTO 

SOPORTES Y AGENTES 
ACOPLANTES 

Madera 
Cerámica 
Vidrio poroso 
Ce lulo sa 
Carbón 

Ag ar 
Alginato 
Pecta to 
Carragenina 
Poliuretano 
Plásti co 
Acrilamida 

Isocianato 
GlutaraldehÍdo 
C a r.b o d i i m i d a 

Ad aptado de Kolot, B. F. (49 ) . 

2 1 

MECANISMOS 

Interacciones --
electrostáticas -
entre el acarrea
dor y la superfi
cie celular. 

Atrapamiento físi 
co. 

Formación de unio 
nes covalentes. 

LIMITACIONES 

[dad de la célula. 
Dependencia del -
pH. 

Difusión del sub s 
trato y del produc 
to. -
Destrucción del -
gel por fo sfato . 

Toxicidad. 



Tabla 4. SOPORTES UTILIZADOS PARA INMOVILIZAR CELULAS VEGETALES 
POR ATRAPAMIENTO. 

PO LIMERO FORMACION DEL GEL 

1. Formación del gel mediante entrecruzamiento iónico (ionotró
pico). 

Alginato 

Carragenina 

Quitosana 

Ac. poligalacturónico 

Enlace iónico (Ca++ 0.1 M). 

Calentamiento (5o 0 c - 2oºc> + Enla 
ce iónico (K +o. 3 M). 

Enlace ccn iones rnultivalentes 

Enlace iónico (Ca++ ) 

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

Agar Calentamiento (5o 0 c - 2oºcl. 

Agarosa Calentamiento (40°c - 2oºcl. 

3. Formación del gel por me d io de una reacción química (polime 
rización). 

Gelatina 

Poliacrilarnida-hidrá
zida (PAAH-G). 

Polifenilenóxido 

Alginato + Gelatina 

Enlace químico (glutaraldehído al 
1 % ) • 

Gli oxal corno agente enlazante. 

Polimerización con glutaraldehído 
al 5%. 

Enlace iónico (Ca++ 0.1 M) + Enla
ce químico (glutaraldehído al 1%). 

4. Atraparniento físico, dentro de una matriz porosa (absorción). 

Po liuretano Espuma . 

Nylon Malla. 
Fibra hueca Sistema de membrana 

Adapatado de Morris, P. y co l. (53) & Brodelius, P. (54) . 
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como p~lede verse el) la tabla 5. 

La Inagn i t.'.ld de 1 sopor t .e. sobre l. 

s~ d~ba a que los geles que 

s e f o rman ~n IM!,ji o iono tr ó pi co y térml <;o, no a f ectan l. 

mi Eilntrilo s qUa l os qua !ióe fot"milon por · mE:dio dE: 

D. l ..,, 1 al'Jinato d e sodi o e:z e l más u til izi<d o 

d""btdo a l. (",e i 1 idad en su man",,).:> Y .. su di. s ponibi lldilod a nivE. l 

r¡,und l a l" E:z un p o i i -¡¡ a<.:at" ido que f or ma p at"te de la pared c:el ~llar 

y fo,-m.. 9"" l es c on 

solUCi o nes .cid .. s o en pn¡,sencid de calcio y ot.ros cati o nes 

meté.li cos polivalent~s , formando una ma l la a través d"" los ione s 

calcio o hidr6~Qno, o por una comb i nac:ión de l os dos (55, 56) " 

En los trabajos de c'lulas inmovilizadas en este sopor t e, se ha 

obse,"vad,) q~lE"I se obtienen cantidades mc.yores de metabol i t os 

s ecunda r"ios, en eomp",rac¡o!,,, con 1.. obt""n ida con los demá s 

soporte";; , doabido, q~.izá , a un mo!!canismo inhibItori o de. éstos 

s obre las c~lula";; vegetales , pos iblemente debido al efec t o de l a 

t empoar a h..-a d e gelac ión u ti l i;:::¡¡oda ¡SS , 57 , 5 8 ) . 

Otr o sopo rte u t ili z ado par .. atrap~r c elvl.s vegetale";; ~s la 

qvi to~ana, ... n pol l mero c:¡U& emp ieza ¡, tomar a U9"" debido a que 

Al p an;,c"" r no Cl fec t.a leo. 

yiabllidad y es d~ baJO precio ~n ~I mer c ado, ademas incrementa 

facilitando as 1 la exc r e c ión d e 

al·3Wlo~ p r odLlc t ..:.s secundari .:;. s q L.e no son I i b oa t"ados al medl O (5'1) " 

La q~lit.osan .. So e d eriva de la q uitina , s egundo 

bi o pollme r o mas a b~lI1dant.;, oil n l a na t ' ... r a leza y ",,1 ro a s ampl¡am,.;,nt ,.;, 
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Tabla S. EFECTO DE LOS DIFERENTES POLIMEROS SOBRE LA VIABILIDAD 
DE LAS CELULAS VEGETALES INMOVILIZADAS. 

TIPO DE SOPORTE 

Alginato 

Kapa-carragenina 

Agar 

Agarosa 

Gelatina 

Poliacrilarnida 

Espuma de poliu
retano. 

Malla de nylon 

Fibra hueca 

VIABILIDAD 
CELULAR 

A B C D 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + / 

+ + + / 

+ / 

/ / + + 

/ / + + 

/ / / / 

celular 

ESPECIE 
VEGETAL 

Ca tharanthus roseu s 

Papaver somniferurn 

Catharanthus r o seus 

Capsicurn frutescens 

Beta vulgaris 

Glycina rnax 

uso 

síntesis de 
novo de al
caloide s . 
Biotransfor 
rnación de ::
alcaloides. 

síntesis de 
novo de a:j.
rnalicina. 

Uso de pre
cursores pa 
ra la sínte 
sis de ajm~ 
li c ina. 

síntesis de 
novo de aj
rnalicina. 

Sobreviven
cia. 

Sobreviven
cia. 

Síntesis de 
capsaicina. 

síntesis de 
betacianinas. 

síntesis de 
fenoles. 

(+) Células viables. 
(-) Células no viables. 

A: Plasmólisis 
B: Respiración 
C: Crecimiento 
D: Tinción con diacetato de fluoreceína. 

Adaptado de Morri s, P. y col. ( 53). 
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di:s;t.'-lb~tldo ~n el t~ul)dQ. L~ E fuent~s pot.enciales d~ ~u Itin~ son 

l os c~ pa '- Co.2.ot1e '5 de langos t. ... d e ma,", 

T~mb ien s. c omo 

c on:=: tl t.uyentQ S d el rRl ce l lO y ,,"SPO"-"'S de rnuc:f10S hongos. 

Su s ens i b il ld ... d ... v""-lac i o nes de pH y a fuerz.iI.:ii i on l C"'S, oz 

mayo..- "IU~ 1 ... de ot.ros poli~ .. c " ri d os y es ~.no d", j·:;. s POCOS 

p o llelectr oll tos c at 10nlC OIO , 

apl i C ilcl 0n&-~ potenc iales, 

"n soluc ión (60). 

debido a S~r particul ar c omlO o rt.am ¡ent c 

LilS ap licilciones potitnc i ... les d", 1 .. qUItos .. n. s on muehr;;.s , 

s e ellclHólnt.,-¡, .. 1 uso de 1 0'5 I l .. ma ·jo s. 9 1 OOU l os de 

q U i tosc.n a en la 

pr o dUCC lon de enZ lm .. s y amino tr.cidos (fo l ) . Vo r lop & kl,¡nn _'39) y 

Rodr iguez - S .. nchitz Se Rha (62 ) proporc ,Íon¡m ..... all OS. l n f o r ,.,iocl0n 

sobr e el u so potimcial de este po I t mero e n el 

cé lulas ..... e ·:;¡et..des. p or cu l ti ..... o de t ejidos. S In .. mb ilr'ilO, e XIst e n 

POCOS Info rmes d", 1_ .. pli e _ci Ón d e qu itOlO ilnCl pio,·a ¡nr~O""'ill:;:i<'· 

g ~,i enes 

q uito s_,·,,, pio '· " c.bt.~ner o ), .. lat.o en ce;.ntidad<2s :E: lgnlflcat. l v as, 

mayo res a ¡as o btenid ... s con c él u las libres . 

En .1 s e9l,,1do grupo \ meCeon i. lOme. t. . rm i eo) • 1 l • 

;¡"9arosa t .arnpoco af¡¡,ctan le;. vIab ilIdad e ell.,lo", 

capacidad bio-si '1t.tici< de 18s c élu las t!s meno,· .. la "'Iue pr .. ~ent .. n 

la:¡ celula .. at.'· ... pad ... s en .. I __ in,.t.o de c al cio . 

que e st.Qs sopo rt es p oe rro l t en l a d ~""'l 'S lón c elula'· ( 'SI ) . 

El at.,· a,¡:·.,m l ento en ~.latl na. y PQIIClcrll ... mi dl<, 

p",,·te"'ec~n al tiPO de 9-el .. ci 6n po ,· ," eaCClón qulrni .;: ... 



• 

,·~comend.do us.o de, c.gen1:-eo;; enlazc.nt",s como el 

<;11 '..1 t ar- a! d .. h t do , la ,· ... s Pi'· .irClÓn celular-, 

( "51 ) • 

5".'st ..... c la:¡¡ qul", icil s corno a9<ii1nte, s ... n lc.za ... te~. G .. lum t. co l. (6-4) 

enc untr- .. r-on en 

poll acr ll .. rni da h iCl,· ~z id .. ( PAAC, - H) y est.irbilizadas con g ll o x al , 

mostr a,·on seme janza con la viabi lldilld e elula ,· o btenida en 

e é lld as 1 i bn,-,¡; . 

Una vi.. alterne. a las ya mene i o nilld as , es la r~teneiOn de 

eel,llas dentro de lln .. matriz semir l glda y .. 11:-.. me,,1:-... po ... osa, 

Rhodes t col. (65) usaron fib ..... s de nylon y es;puma di! 1"0 1 Íllretano 

,· etlculado , Obs",rv .. ndo la e xis t ... ncico de unco pellcllla delgada 

m'JC I 1';'9inosa, eubri&ndo las célLllas atrapadas y la mat r iz. La 

importancia de e s ta pellcula pa r a l.ir ret ... nciÓn d. las celuh,s 

dentr o de la mat,· izo ... s disc'..Itida pe..- e s tos coutor li!S. Linds e y I!o 

(6,7. 4 C) ¡Iev ...... on inmovilización d " 

en espuma de PO 1 i .. ' retano, 

em: o ... ,t,·ando ql'e est ... mat",,·ial no afect .. la viab i lidad ce lula r y 

p~rmlte c'bt.ener m_yo,· p'· OdUCClÓ'·, d .., Ciopse. lclnolde, s ~ue la que se 

10gr .. con celu l .. s lit·res . 

Lil5 c élulas vegetales i nrnovi l iZildas ~n algunos sopo,·t.'iO, 

rnue ·~ tra"', l'n inc,·emento en l e. pr OdUCCiÓn de c le,·+,os COlnF" .,e stos 

natural&s , con r.sPElct.o a 1 .. $ co!¡,lulas libres , l o cual i ndica '=!llE 

e s ta t.~cni.c:a tiene: un fut.u,·ú p,·ometedo,· pa ... .. la o b tenc 16n a mcoy o,-

&.scal il. c a;:, s ':'l c lnOld",s as i o tros met_c.bol l t u:;; 

s e cl,ndar i os , que la s célr.,las retienen Sll capac ida d 

b lOS i ... ,t~t. lca , tanto s l nt esl s " d", n ovo" (,· e .. cciones 



fuente 

.04.5.1. 

En 

Simple de ca,-bo" o como precurso ,' ) , c o mo l. 

Soportes utilizados en la inmov i1izac i6n de c.lulas de ~~ 
~bi!:lt!Qu· 

es t~ tr.b.jo ~e ali9ieron cuatro p Ollme" o$ . 

6sta blacer c o n ellos la s condicIones d~ 

qu i tosana V &cIdo 

pol igalacturonlco . 

-L.. e SPuMa d. poI il.wat.no as consid .... d. como un poI tme,·o 

du,'able e .. , su uso con c. I ~.l. s v egetales, adema!> de que 

la viabilidad c e lula r V filcilit. la m.nipl.daciOn de 

l.s ce l u las, disminuyendo la cont,. minaClOn d~ los .:ultlvv s 

(4 0 ) • 

- El a diferen':la d e l. 

gelatI nA, .1 .. gar. y p"e~1!:r v a con mayo,' 

efi c i.ncia la v iabilidad da las CIII!lu l. s vegetales, YiI qUft SU 

l / SO en l. inmov llizaC:IOn no .. equ i ere l a. Apll c aC:IO .. , de 

-La q uitos anli , \./n p 0 1Jm., r o de rivado de la q .... itina. '5. 'inc\..en tr.,. 

.. epo,· t-adA en la I it·e,' c.tu". c:orno l. ... , ge1 c o n g r a n uso potencial 

en la d .. bido a 

pr e s enta mayo .. e s t lib l l l dad qUe .1 .19inato . por l o q". 
con s i d lli ,' arnos d e inte,' .i:s .pl icarl. ¡¡,n l. InmOVil i zaCión de 
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- El 6¡;i d o p o li';;Jalact.uróni co, guo;¡ "'s- u r, dEt,ol Va do d-= l a. P EKt.i"o, 

do' Su ... 50 6/n 1. lnmo vil i ll%élC1Ón d& bl<¡; t.eriol. .. y 

y s e f). vEn:do lltll Izan do e n el 

d~p",r t. .. mento de Eoi o l: ~cnol o9ia y Bi oingeni etrJa. dilOl CIN'JESTAV -

IPN , an el 

tr ... ns f o rm .. ci Ón d e ~_t",r o ldIil5 y la. p r od~lCción d e ~ta.no l , po r 

lo q ... e e n est e t r .. b¡¡. jo ~e prOF>one o:: o mo un p oI ! m~,· o con 

de e x it.o en l a 11l1ll0vill::: .. C:l ó n d Q cel~,lill 5 

vilOgetale .. . 



V. MATERIALES V METODOS 

~ . 1. CULTIVO DE CELULAS 

S" ut i 1 I za,"on eu l t ¡ vos Gon s~.spens i On d E: c . l U l as de !:i!.El!!!;;!:!m 

~bA.[<~t:':i!ll (ehll. habil.ne,"o), p'"03Vlam~nte esl:.ableeido$ de acuerdo .. 1 

dia-;.ril.ma que s., mu¡¡,s t r a en 1 01. f i gu,.a 3 . 

' . 2 . MEDIOS DE CULTI VO 

Los medi os de elll t. ivo lltil izados fu&tron : 

M5 . Mirdlo mine,.a l Murashi<;lv y $koog, pH S . 7tO .l 

(ap endi e e 1) . 

MSl. M&dio mi. na,·.d Mur .. shige y Skoo9, ad i c i anonado con 

a c i do 2. 4-Dic l o rofen oxiáct!l!t i eo ( 2, 4 -D) 
- 3 

12 . '5 X 10 M. 

ajllstado a pH ::.7 con N", OH 1 N . 

En en 

dfisionl~_d., y l os medio:.; dI! cu l tivo f ... eron est",," ilizados il:n 

aul:.oclave a 15 lb/PUlg 2 dlU" .. nte 15 minl.tos . 

5 . 3 . SOPORTES V REACTI VOS 

Al 'il inat_o d e sodio. 

Acid,;:. poi i'i!iI!actu,"Onico. g,'ado IIr. obte.nido d,;t 

n;¡.,"",nJa t g,"ado practico, obt,enido de concha de 

c a ngrejo. Co . 

el.bos de eSPlIma de pollureta.no ( 1 cm .x 1 cm x 1 cm) c on 40 P O '"OS 

:-< cm aprox . • l l:>O comen:i.al; 2.3.5 clor ... r o de tr¡fe'Hlt.etr¡"zollUfn 

(TTe) , Sigma Ch;¡,rn. Co . Todo~ los dem~z ,"eact ivos lll:.ili z ados 

fw",ron g."a.do a.n .. 1 1 1:.1 Co, obl:.enldos de, J . T . Ba ker S . A. " 
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Planta de 
Cap s i c u m 

J btención de 
c apsaicinoides 

~,,,, :-.:-~. 
{/ : I ,•, '• - Desinfestación . , .. ' 

Semillas "-

c:J ~,~ 
/ 

Explante F=t ~ F1 Callos 
(hipocotilo) ~semana~ 

/ 
F=t Resiembra 
~ de callos 

l 

. 
Células en 
suspensión 

~ 
separa c ión de la bi~~ 
masa e inmovilización Selección 

de l a s --

Ue c élula s ~u:~I~J;;i cé lu 1 as. 

Fig. 3. OBTENCION E I NMOVILI ZACION DE CE LULAS DE ~· ch in e n s e 

PA RA LA PRODUCClO~ DE CAPS AI CI\OI DES. 
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~ • • MANTENIMIENTO DEL CULTIVO 

Los cldt l v"S d e células 1lbt'e .. e ir,movlllzadas se Ir,cub;:".' o n 

Eo n ' .... n .. agi.tadora a 90 -95 rpm baJO I .. ~ ~i~ui&ntes c ond ici o n es: 

a) I llHninaocion cc.n t tnu ao con l,)mpa r as do¡; luz fluo r es.:.¡;nto¡; 

(b lanco fr io ) de 32 wa t. t s y una intensldaod 

l,-,mir,os&. de ~O OO lux . 

o 
Se mantuvo a 2:5 1::2 C mediante un 

slstema de aire acondicionado , 

Los e' .... 1 t i ves en ~U$p""ns i on se rnantuv'OIIro,) ",n miltracas 

Erlenm"YE! " de 500 mI y 200 mi. contentendo 100 mi y 50 mi d. 

rn.¡¡.dlO rn¡neral MS . 

manteniroiento S 1i/! realiz .. ,' o n cada 15 dlas . Los cuitivo~ s e 

m .. r , i F-l ,l a,' on ",n c:ond i eiones de a s":;'psla , empleando lllla camp¡,n;;.. d.., 

flujo laminar y matEorial estéril, 

~.5. DI SE"O EXPERIMENTAL 

Los r esul t ados, t a nto p ..... a es·, abl'i!!cer las c o ndi ':: l one5 de 

i n mov ilizaCi ón pol l mer o~, come, para 

cuantifi c ar la produccion de c a psaicinoides de 

inmovi I izadas s ", h¡cle,'on por tripl i cado . En cada ca,.;o l os 

1,1.1 0 ,'..,5 .:.b t e n l dos r-e:p .. .., s ent¡.n ;:,1 ¡:· r e,meClo, 

~ . 6. INMOV ILIZACI ON DE CELULAS DE ~~~bi~~QjS EN LOS DIFERENTES 
SOPORTES 

5 . 6. 1. E5Pum. da poliurat.no 

El p ,' oceso de Inmovilización de célula= ." 
po I iuret,ano, •• llevó a c abo de a cuEordo al d lagram. d e la 

fI9'-" ·" 4. 

En 6:st", mét,cdo ~E: empl..,ioroll hOjas de e spuma '=e poll'.Jret ... r,o de 
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CUBOS DE POLIURETANO 
(1 cm x l cm x l cm) 

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

LAVADO DE LOS CUBOS CON 
AGUA DESTILADA (8 a 10 
veces). 

ESTERILIZACION 
(a 15 lb x 15 minutos) 

INMOVILIZACION DE CELULAS 
EN SUSPENSION EN LOS CUBOS 
DE POLIURETANO ESTERIL (p~ 
ríodo de carga). 

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 

RE TANO. Adaptado de Conner (67) y de Lind-

sey & col. (42). 



1 cm de 'iWOSO'"' cm x 1 

cm x c m (con un ~ rOm;¡¡dI O de 40 POt·os / .:ml de .. cl~@t·do .. Lynd:::ev 

.~ c o l. (42) . Lo~ cubo:; fu ... ~ · "n t.ratados ·:c .... u r,a so lucIón de He:l 

o . • N, 

15 rnin~,to$, 

comp~'es to~ res I du¡¡. 1 e .... 

métod" de C"n n e," y Meredlth (67) y 

est~t·l liz .. do~ óin auto.::l .. v", .. 15· lb/puli 

1" c~~al •• 1.. remoción de 

com" 1 " S mono/n';¡," os de ISO':: i anato " los 

solvent<3ts " r9;'0)1COS utIlizados ",.1 1 .. fabricacion de la. e,sp~~ma . 

qU~ p ud ieran r'isu lta r tox icos para la célul .. (69). 

El período dol' carga (tiempo necesario p a ra. s ¡¡. tllrar los cllbos 

se i nIciO al ¡'1cub ... r 59 de célu la s 

(p . f . ) y 3 cub os de espu;n ... de p o li","etano , de las dirM!nsiones 

ya mencionadas. '.in matraces Erle.,meyer d e 125 mi co.,te.,iendo 30 

mI ce /nedio mineral MS l. El tiempo de sii;t~lración d e las espuma s 

s e det.e r minó mIdiendo el peso s eco (p . s . ) do<: las o::élula.s ¡ibr ... s e 

inmoVl1izaddls hast ... obtener un peso constant.e . 

~.6.2. Alginato d. ~odi o 

Se ... t . \l i:;;::ó ... 19inato dI: sod io al 2:-:, di 5~,elto oi!n el rnoi!dio MS 

eor. un pH final dI: 6 , y s e oi!m p loi!ó ' .. na So l ... O::IÓn proe;ci¡:.it ante de 

C .. Cl c. dlf,¡¡,,- ... nte:s c o .,c ent ,· .. ciones (0 . 005 M a tl . 2 M) di:¡¡~l .. lt.o ",n 
2 

al miSf~o moedlo mln.réll Y ~ jllst ... do iI ~ln pH final de 7 . 5. Ambos 

p H' s s e dete rmInaron e x perlmenta.lmente en el lélbor ... torio, 

prevt!ni,- cambI o$: en la. acid,fl c aClón de las $oluo::iono<:s provocados 

PO, s~~un se muestr ... a., la tabla 6. Lo s 

!!OoluO::lones se e st~ri I i::at·on a 15 lb/pulo;; 2 d~~ .. ,¡¡,nte 15 minutos . 

En 1. •• 
inmovili zacibn di! l¡¡o,s o::élLl las e n este, gel. ~,t:l j=.a.-.do C ..... J t lvOS e t·. 



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 poligalacturónico 7.0 5,5 
(4%) 

CaCl 2 0.005 M 7. 5 5. 5 

0.05 M 7. 5 5. 2 

o .1 M 7. 5 5. 2 

0.15 M 7. 5 5.0 

0.2 M 7. 5 5.1 

a. Los geles y la solución precipitante CaCl 2 fueron preparados 
en medio mineral Murashige-Skoog. 

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

OBTENCION DEL PAQUETE 
CELULAR 

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

HOMOGENIZACION 

FORMACION DE ESFERULAS 
( 2 mm aprox. de O) 

INCUBACION DE ESFERULAS 
EN SOLUCIO N PRECIPITANTE 
DE CaC1

2 
(Curación) 

LAVADO DE LAS ESFERULAS 
CON AGUA DESTILADA. 

Fig. 5. DIAGRAMA PARA LA INMOVILIZACION DE CELULAS 

DE C. chinense EN AG. POLIGALACTURONICO Y 

ALGINATO DE CALCIO . 
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f~sw de crecimiento logllrltmi co (411 7 dtas de .~tablecldos), 

filtrlldoa a trav.s de una mall a de 1. 5 mm da poro v ,·atenidas e,., 

otra da 0 . 15 mm de poro . 

Las células s e m&lzcla,·on CO,) 10 mi de l ..,,, tubos de 

muestr¡r, oiiIn las foto';waftaos 1 y 2, 

.. cer o inoxid~bla da 2 mm de d lametro interno . P o r el 

infer i or :s. hiz(.o pas¡¡,,· la mez c la gel-Células. 

bomba perist.;!o,ltica y por el tL,bo superior d.l diSPoslt,i vo. 

si,·vio como aapar·sor, $ 11 hizo pasar un flujo de aire. 

t t ,bO 

que 

L. 

inmovilización dE: cé l L.las de GªE'liii~\J'!! . sa llavo a ·:¡,bo .. 1 

ponersoIi en cant.acto la mezcla gel-Células con l a Se·l u Clón 

preciplt.antoli , la cual SI! mantuvo en c:onstante agitacion con .. vuda 

El t.mof'io da la oi!sférula ob t&lrrlda , 

dilP.endiO de lo velocidad de e x trusi.!rn y al flu jo de olre apllc¡,do 

• l<l mezcl ... Las esfé'·l,las se d"'Jaron di fa,· antes ti&lmpos &In 

contilloct.Q con la solL,clon pr..,cip i tantEi para Su "';:;l,rao<:ion " . tl"!mpo 

mlnimo necesario <lua d..,botn pl!,-mane<:&I'" Eistas en 1 .. soluclon 

preciF,itante de CaCl 2 para <lL,e se formoiil la ".,.d polimé"l c a de 

.tr <lpamloi!r,t,o ( fig . E,l , P os ta'-Io .. m,¡mtoi! las. células InfflQv¡lizild.s 

se '-",suspendla,"on en el rnedlO MS P ...... la p,'odu.;:;c\on d. 

<:apsa i <: 1 no i doii!S. Todo al 

<:ond ici ones de asépsi. v..,stQ,-ilid .. d, en '..In .. Compilo na .;1'" fl~'J':O 

laminio". 

~.6.3. ACldo poli9_lacturOnico 

s~ utiliZÓ APG al 4 Y., 

(70) , y Ca.C1 2 <:om-=o soluclon p'"'lIeipit .. nte. • 



Fotograffa l . APARATOS Y MAT ERIALES UTILIZADOS EN LA IN MDVI LI 
ZACIDN DE CE LULAS DE C. chinense EN Al GIHATO Or 
CALCIO y APG. -
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Fotografia 2. DISPOSITIVO EMPLEADO PARA LA INMOVILIZACION DE 
CELULAS DE C. chinense EN ALGINATO DE CALCIO Y 
APG . ~ 



SO LUCION Of: 
ALGINATO DE 
SODIO • 
CE LULAS 

. . 
Ca cr2 •n "'•dio 

mineral 0 

•• ~ ".> <:::x:::. o 

ca2.'"' 
I 

col' '\ ,.z. 
t =o 

Na~ 

No• 

Na• 
N.,. Na••C•~ " 

o , .... Ca -
a Na .. '"'z. No+ 

t• minut o t= 5 horas 

Fig . 6. R EPRESENTA ClO~ ESQUE~1 A1'1C A DEL I NTERCA}1B l 0 DE ION ES Na+ Y Caz+ DURANTE 

EL PROCESO DE F OR MA C !ON DE E S FERULA S DE ALGINATO DE CAL CIO . Adaptado 

de Huls t 6 Tr•~rc r (69 ) . 
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El se ¿.ju~t6 .a pH 7 con W',¡¡, soluci6n de 

Ambas solw:::ion"'!i s e, p'· ... pEo.r .. r"on con rn .. dio , 
minaral MS y se este'"llizitron ¡¡, 15 lb/pl, lg dw" .. ntE: 15 mi nutos . 

F"oo¡; te¡-. orrn€;nte !;e si guió la m. sm .. m.etodolog !a des.;;:.-;'t.;;, pa ra 1 .. 

inmovill=iI.;;:iOn en algimioto (fio;¡. 5). 

~.6 ••. Quito •• na 

las técrlÍca.l; d,,¡¡,c,-i tas PO'" Vorlop &, KlaH) (59), 

Kno,"r "Tt!!utoni co (63) y Rodr t 'iue z & Rh. (6:2), .. ¡¡;os cllélles se 

hicieron modi fi o:;a.c:iones con .. l fin de obtener un pH qLre no 

para l o cual se uti 1 izó lma 

so lución de á cido aCético-acetato de sodi o con pH 6, para. 

disolver el polímero, y una solución di;< po lifosfa.to a p H 7, como 

:501 u':;16r, precipitante. Las esfé"u!as s e obtl! vier o n sI9uiend o 

'!5.7. EFECTO 
CELULAS 

DEL TIEMPO DE CURACION SOBRE LA VIABIL IDAD 
INMOVILIZADAS 

Pa.r- ilI deter-min ... r" e l efe cto del t. iempo dO! "curación" 

DE 

de 

l. 

LAS 

la ~ 

Ii!$fe rula.s d_ al'ilinato de sodio y ácido poI igalacturónlco sobr·e 1 .. 

se sometieron 

esf.!;: :- ul;) ;'. o:::on 0 . :3"3 (p . f.) a dif;¡,r-ent;¡,s ti<ilmpos de "curaci6n" 

qUQ variaron de 2 a 12 hor~s_ 

Pan. medi r la viabilidad de las células .je!;:,. 'ib!Q!i!!!Já~ se 

utilizó el método de Steponkus ~ Lampear (7 1) • modIficado p or 

To .. ill Se M .. :::ur (72) • la ..,flclencl .. 

r-esp¡ratorla de lal> cé lulas, la ,:ual se mIde pOI" medio de l. 

r· oeducc 1 on de 1 



origen a un compuesto dCil col or rojo conocido como formazán , 

Insol ub le en ~'il Uil. , luz 

en un. l ongitud de ond a de: 48:5 nm . 

la viabilidad ~n c elulas libras, 5& realiz a ron 

ensaYos para determi nar l~s condl cione s óptl m~S de reacción del 

par a l o c ual s e ~,ti 1 i zaron 

concentraciones ce l ulare .. d. O. 1 y 0. 3 9 (p. f.) , 

concentr acion es de TTC de 0.0 1;'; a 1.4 % ( p /v) d i suelto en .... n. 

so l ... c iOn de f osfatos 0.0:5 M. asi como d i fer~ntes va l o r as de pH d~ 

~ . ~ • ~.9 Y tiempos d. re.cción de:5 • 27 horas . Una vez 

e s t.blecidos los par~met/"os óptimos de reacción , 5e h izo un~ 

curva de c alibraCIón con diferentes porcent .je. de c:él .... l.s v iv.s 

En 01 1 .... c.1 Ld~s inmov iliz~das, primero se 

rllldisolvieron p¡¡r4lo obtenar c. lul as libni'A (i nciso :5.7 . 2 . ), 

l. v a ron c:on "9"'410 dest ilad. estéril Y posteriormente se 

d .... rant~ 18 hor ~ s . 

Daspu. s se ext r¡"j o el fOI"maz.n con alcoho l .1 95% ('11'1) y $O 

midi ó l. c olor_c: íOn en un espectrofotOm.tro .. ~8:5 n m. L_ l .ct .... ra 

obtenld., 

5.7.2. 

sod i o . 

•• lnt.rpol6 .n la CUI"V •• stand.r de c.l ¡bración. 

Di.oluciOn de e.f'rula. p.ra l. o btenc:iOn d. c.l .... l •• 
libre. 

lib.r~r • IfI!; células inmovi l izadas en ~19inilto da 

pH 6. COtllO agente. secue s tr.ntes q Lle compiten POI" e l ct+ de: l . 

rad polim.ricil.. 'Para la . celuli1.s inmov ilizadas en APG, s e ~,tiliz6 

u n a s o luciOn de cltr.to5 0.04 M. a pH 6 .0 como ¡¡9i1nt ... 

5ótCuestr "l1t_il" 
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fig. 7. OPTl~lZACIO~ DE LOS PARA METK OS UE REA CC IO~ : a) pH, 0 )Concentraci6n 

y e) Tie mpo , c.~ el 1"'1ét odn de T r:i feniltetr :izol ium (T IC ) d) Curva P2. 

t r l~ n par a d l' te r mi na r 1 .1 v ; a ::i 1 ! i d ad d ~ ; .J s .: é 1 u l as ¿ ~ C . : 1 in e n s E' • 
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• 1 .. 

inmov iliz.da~. obteni.ndol"!i v ¡.bI e s . 

5.8. EVALUACION DE CAPSAICINOIDES 

inmovilizadas .n 

d e remover el ilXCQ~O de medio PO'" filtraci6n. 

El peso S8 eo se obtuvo filt rando la s~¡~pe"s iOn c elula ,- " 

tr avés de un papel Whatmill n • 1 , pr.viamentQ tarado y colocado en 

lm embudo buc:hner. El papal filtr o y las céllllas r.t.n i d. ~ 

fuer on . poste'" i o rmente . co l ocada s 8') una a stuf. de vaclo a un .. 

presiOn de y t emperatura de 70 · e hasta paso 

.::onstant •. 

y APG s ... midi6 d . la s i9uienta m.".ra: al por dif.,"erlci. de paso 

daspua$ de daspolimar lzar l. matriz . 

En ambos c asos. 

estufa de vac io de f o ."ma simi lar .. ¡ as .:;:&lulas libras . 

!j. a. 2 . Efecto del e.C1
2 

v l. concentr aci On d. c .lula. sobra 
l. p roducciOn da c .ps .i cinoi~s 

P. ,". d.ter'mi.nar 1. infl l,."c:ia d. 1~ c:onc:ent.raC: l0n de Ca C1
2 

sobre 1.. prodl.c:c:i On de c:apsaic:inoides. se hic:iero" esfol!!rulas 

c:o"t.en I endo O. 3 'iI (P. f. ) d~ c:elulas y ~e InmOVili za ron 

di fe,·ent.s c:onc:ent.rac:ion@s de CaC 12 (0 .05 M a 0 . 2 10'1 ). 

Para d .. tlilrrn i n.,· el efec:t.o d. la COt)c:e"t ... cIOn ce l l. 1.r , :1ob r. 

l. pl'oduC:C:lón de capsa, icinoides , ,. hic i eror, esf. rl. la s 

c:on toenlendo ent.ra 0. 1 -;1 y 3 9 d. c: . l u las (P. f . ) . En ambo:5 c a sos; 

" 



• 

con t.'¡ilnlendo ::10 rnl dG: MS I , c~.an t. ifl c andosQ 1 ... p,"odlrcc i On d.,., 

CAP~.l c ¡nOldez PO '" crom.t.ograf t a de IIqul dos de alt.a res o lución 

o:::omo ~~ m",nci o nara pos t ... r i o rmoi!n t.e. . 

~ . 8 . 3 . Cu ltivo d. c. l ula. i n movili z Adas 

~.e . 3 . 1. AIg i nato d. sod i o yAc i d o poligalaetur6nieo 

Se InoClrlar o n lir s fér lrlil. s d4l ~eido poi igalacturOnico y a l'ilinat.o 

de cal cio en m. t...-aces E,· I<2nmeye ..- de 2~1) mi c on 50 mI d e MSl 

cont.en u,ndo 2g de c ~U ~rlas (p. r . ) , 

en el inCISO 5 . 4 . 

en la,» condiciones desc,'itas 

' . 8 . 3.2 . Es pumA de po l i u r.t ... n o 

s. Inocularon <$ esp~.mas de poi iuret.. no. con unio c ant.ldad de! 

c olll l u l a$ compr li!ndide e ntre. 5 9 y 8 'iI (F- . f.) en mat..-ac es Erlenmeyer 

de 250 mI con SO mi de MSl, e n las mismas condi ciones descrit.as 

e n el inci so ... r.t"wior. 

Se hizo el ens oyo I"reliminor de p..-oducc ión do¡¡, capsoicinoides 

lrtili::an do una c o lumn il de vidrio de: 13 cm x 2.5 c m, emPilLcad.;. con 

2 0 c ubos da esp um o. d ... pol lu ,'et.ano .;. se hicieron 

4 00 mi de medio de cl. l t.ivo MS I .;. ~.na v>l!l oc idad d>l! 13 

ml/min . L .. F-roduc clón de c a psal ': l no ides s .. :;>¡gu ió POI' un tiernF-o 

de ~8 dic.s . e x t..'ay,mdo ,;:c.da terc",..- dI .... mu,,"st.ras de. 20 mi de 

medio de ';:lI l tivo F-4; ,'.;. 'iOlI cl.antificación . 

En t ,odos l o s c: a o¡;os so¡¡; c:ompararon loo¡; e xpoe ,' i ment.os r.on 

c élulas en suspen~IÓn. en las rnl:;>m;¡, s cond i Ci o nes . 

5 . 8 .4 . Ex t. r.cc i On y cuantifiCAción de capsa i cino i des 

L;¡, tt .... tracclón de e i<ps aic ino id6:s del med i O d e c~rlt.lyo :;>e h iz o 

'1: n un emb udo de s eparación , c.dicionando un yo lúme n d i: c lorofor mo 

l ino d", medi o y r'eF-lt.lendo esta o pe,' a,: ¡ón .3 yee6: s . 
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• ... '50 e 

El res;iduo se r,¡,susp.¡;,ndiO en 1 m1 de ",&t • ..-.o1 y s... cu.ntiflCÓ 

por Cromatr ogrilfla d", de ... 1t... r ... ~olllción {HPLCl . 

~ltillZil.ndo un CrQm_t691".fo (T,. ... c:o¡-) con 

condiciones : co lumn .. Superco~ i 1 (e-18l. 

(éO- 4 0 Y. ) • 0 . 05 M de A';¡IN0
3 

(pH 2.:;) con un fh' JO de ml/min , 

d@te cto r de luz ultravioleta ¡¡, 280 nm y un volumen de mues tr .. de 

10 .... ll. utll i zill1do un t:stalldar e x t..,rT,o de cilpsaic i n a (73) . 
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VI . RESULTADOS Y DI SCUSI ON 

6 .1 . I NMOVILI ZAC I ON EN ESPUMA DE POL IURETANO 

.. mplaa ndo un inocul o d@ 70:'; (v/v) en fase 

I09arltmi ca de 4 • 6 dlas d e e d a d, y S& d~t@ rm ino ~l perl ado de 

tilnto con ino.::ulos homog&.)6'OS como con heterogeneo~ (fig. 

8) . Al ~.t lllzar c ultivoS homo géneos, el tiempo necesa rio para que 

12 dlas . 

DasP' .• "lis dE: Qste t.iempo se p r es.¡:ntaron f luctuaciones en P€iZO . l o 

cual ind ic a una contInuo7/; antt· ada y s alida d e celulas , que se vió 

f .. vOt·eocid. por al u so de cu ltivos cel ul ares con U,) t.ama f"io de 

agregado s menor .a los 0.2 mm (tama~o mlnimo de los poros de l a 

mat,·¡z) • E:st .. bleciér,dose a s l el tiempo da sat~wac lon a partir d e 

l os 20 dl a 3 . Ademá s, S& obs<?t·vo q lle la mayo r!a de e s tas .::élu l as 

atrapadas. une vez que son ¡r'toculadas e,., el medio de p rod uccion y 

somet idas a la agitaclon correspondlent.e, se des prenden d.,. la 

mat ri z y q~,edan libre s en e l medio, lo que i ,.,dica uro¡;" saturación 

d~ fiel Qnt"l qu~ fu~ observada al miero.cop i o y qu,¡¡ s e PUEild¡¡¡ 

apr¡:,cia t- en 1 ... fot o 91-a.fl a :3 . 

Al utl l¡z.r ag,·",gados e ... I 1.II .r",s d€i has ta 3 . 0 mm d€i diámetro 

;al at.rap.ilmiant.o .::elular empoez6 .1 

s ;;,gundo d i .. , I09,-andose: ~,nC\ sat.u,·aciOn tot,al en so l o ':1 dlas sin 

qUIi: se prEisent .• rao n fluctUiI/,elon~s ;a,., el peso , lo ~ual i,.,dieo que 

n o h llbo liberación c el ular . Una vez qua las eél ~llas sc.t~lraron Ii:I 

interior dli: l a .spl lma s e a~umlllal· on fuera de: ;al la , l o gt·á,.,d osa ~tna 

m",yor eompa cta c:i Or, .ntrE: c élul a y poi ! rA';¡',·O, como s;a muestra en la 

foto<;waf1a 4. 
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Fot . 3 . Fo t omic r og ra fia de microscopio este r eoscópico (19Xl 
que muest r a el aspecto interno de un cubo de poliu 
re t ano saturado con cultivos homog~neos (Película -

PX - PAN 125). 

" 



Fot. 4. Fot omicrograf;a de microscopio estereoscópico (19X) 
que muestra el aspecto interno de un cubo de poliu
retano saturado con cu ltiv os heterogéneos (Película 

PX-PAN 125). 

" 



Est.os "<!;Sl ' 1 t.ado~ <;onCl,e .. dan con los ~ncont ... ados ..... la 

11 t .erat.ura. en donde Rhodes Se col . (74) , t. .. a.baja .... do con 

cu l ti vos hom0geneos .fl .. ma .. , que el reque"llAlento da lar90s 

p,;,r" lodos de ca .. ga, dificultan el c:ontrol de los esta dos inic:i .. l~s 

1 .. inte,".c:c:i ones f!sl c a~ entr e 

<;elu1as y soportQ, son dQbil ... s y <lxtremadam,!mte sensiblo;ts a las 

condlci .;:.nes de corte. 

M .. vituna (i~) , 

mid¡oiIr o n 

... recimiento o:::e l u l .. ,. y consume;, de :;;ust.t"a.t o (glu.::osa), an.::ont ," ando 

interior de l a matriz, donde c:reci",ron y se adl,¡ri,;,t·.;.n unos .. 

c.tros, hasta llenar todo .. 1 ",spa.::io disp.;:.nibIQ. 

Redes Se 0::01 . (65) y Rosev..,ar Se Lambe (7é) reporta,"or. l a 'p ,'e,senc la 

de lln ... cubierta muei 1"91nos .. oan célu las de t:l1:!!!!1:!!~!! !':!e~!!:!§ L. , 

inmovilizadas .n 
polluret .. no , 1 .. cual faCIlIta la adh", s l on de 1 .. 5 cot:lldas di l. 

m"trIZ" Esta cubierta, segtm l os estL,dios de Ak iyama. y col. (77) 

y Fineh;!,' y co l. (78) , 

91 icop,"oteJnas. las cuales son s e .:;r",t·ada:$ por la ·:;él"la ve-;ret .. l 

libre o inmovilizad .. , aunque en l os cultivos en susP'!!n!>16n es 

p oco y~ que 

6.2. I NMOVILIZACION EN ALG I NATO DE SOD I O Y EN ACIDO 
POLI GALACTURONI CO 

l. 

Para la i nroovil izoaCl on do;;, celulas ,j~~:. 'ib!!:!~!:!} !!! en .l..,i l,at-e> 

d~ calCIO y dcido polI9alact-urOnlco , se Ut-I! 1::0 un InO.::ul e. de 



(vlv) en f~~. lo~erltmice (4-7 diaos de 

edad), con un t~m~P'io de ilgregados d .. hast .. 0.2 mm de di;;'metr o , ya 

~ .. l os a.9re9a.dos de mayo r tamaPlo dificultaron ", 1 p,' o c02so de 

lnJllovili zéilci6n . 

Lo s g.le3 y la SO lLlción pr ,;,c ipit.ntQ mo~t .. ~ron un~ ~ .. id. de 

pH c .. u s a.da por el proc e so de es t e,·i1iz.ción 

tabl a 6) 

(ve,' m<etodol o 9 l a. 

Al Kir vin & c ol. (79) report.n una ~c id ifieac ión 

doii!l medio ",¡ ne ral ~lS. p <:Jstt!ri o r al p" oceso de estQrilizaciOn en 

.utoclave. Vi s kot 3. B<otzdek (80) mencionan que .1 medi o mineral MS 

c<:Jn Lln pH inici.l de ~.O, ~ . J9 y ~ . S t.mbién tiene un~ c a í d. 

02nt,· . 0. 2 y O . ~ unidadlilS d¡¡;spuas de la esteri1iz.c íOn . También 

reporta.n que l a acidificac i6n del rnedi o f Lle acompaf"iad~ po,' la 

sedimlill1taciOn dlil un precipi t.do dEl ':.ulfato ferr oso, lo c ual 

indic~ que el c~lor apllc.do en la esterilización favo"Qce la 

form",ciOn de compuestos que e s tan inte"act,uan dO i nd irectamente en 

las va"iaClones de pH . En nuest r o c aso, este efecto fue rn&s 

ma rcado, debido pos i b l emente a la adicIón del pollmer o y sales de 

C .. C l 2 al medi o . 

Una vez esta:blecida!'. ! .s c ondi c i o nes de preparac ión de c ada 

una d .. las; soh.-=iones ut ilizad .. ". se inmovil i.zaron las célul as; dEo 

inmovi 1 i;:¡,ciÓn. 

h .. ciendo .1gunilS madi fi c.c le.nes a 1 método de 

L.. elección de cu l tivos de 4 -7 dias de edad, 

permiti6 obtener celul~s t=n fas. d. crecirnien!;.o loga,· ltmlce., pa"a 

evit~r 1 .. presencia de cél~I¡a,¡; daf"iada o;, . ASImi s mo, el filtr",dQ de 

la inmovilización 

de a 9,· e .;¡ados e alulc.r&rs de un tClm ... f"io ;¡"prox¡ mitdo de 0.15 rnm ... 1 mm , 

y A que d. aCLlerdo a los t"abaj os de Li.-.dsey ~ Yeoman y Miyasa ka .~ 



-::01. ell • 

incrementilldill iIIl 

.. gt'e",OI.ciOn , 

trabajat' con cultivos celcllares con cierta 

6 .2. 1. Efecto MI ,~ de cu,..,ciO" 

El cOl.lcio es un Cillti':'n -que cumple divvsóI.$ funcione$ dentt' o 

de 101. fj~iol o ... íill celulillr de la pl antill. E .. t. ~ompcle$t o:. @!$ 

impor tante en l. stntilsis; de la pectina que con f orlnOl la larna}" 

m..,d i h.; sa enc:uentr il I nvo 1 ucr . do Qn e l Inet.bo 1 j :;rno de f-:.rmlle 1 O" de 

nüc:leos y mitoc:ondrias y Qn 1 .. aetivaeiOn de algunils er,zima. 

como las fosfol ipasa s y o tt' ''s, También se ha enco ntrado que el 

exceso de c alci o. 

insolubles quoi! tienden .. pre.::ipit.r y pre,v.;;tni r efeeto!O. tóxICOS de 

o t-rillS ~iIIl e$ en la planta. POt' ott'O ¡.do. 

llmit. .. 1... cillptac:iOn dQ eillI eí.;;. por las c ':' l ul ils, 

m¡;,nifll!st;.ando una defi .:; ien.:;ia de est& (82 , 83). 

Tomando en cuenta l o ant.arior, se tuvo ~l<e .:;onsider il t' el 

efecto del cal.:;ío sobt'e la viabilidad las c eh,lil s 

inmovil i zadas, ello , se consid&ro al porc.;;,ntillje d.: 

viilbilidad de las ce l • ..!las de ~.:. ¡;:bi!:}!!'!:.I}~ Inmovilizadas, como ... 1 

indi c at, lvo para detar'minar.;;,1 tiempo de cc,rao:.16n, 

encontrando que é stli! QS ~ :2 iiI 4 horas paril 1a$ esférul .. s da APG 

al 4:%, con un 46 :~ de viab:lidad , v de 4 a 6 han.,s para las d.;;, 

,ao.l-ginato de cal c io al 2:%. ,) bt;.~niéndos..! una vl abl l ld ... d <:1,;; 83:% V 

86;':. Se uti 11 ;;: ó '-'1"1<', ..:or,c .;;nt,racíón d.., CaCI:2 la 

'SjelificaC:10n dE: . mOos polímer o:;, (t, .... b la 7J . Est;.. c:oncer,t;.,' ación f~le 

&le9ida. de i!lc ~'erdo ;¡" la I l1;.er.tura consultad •. 

En ambos Ci!lSOS, InlncI,Ill iZ&das 



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

TIEMPO DE CURACION a 

(Horas) 

% DE VIABILIDAD b 

o 
2 

4 

6 

B 

10 
12 

a. En cacl 2 M. 

Alginato de sodio 
2% (p/v)c 

100 
51 
83 

86 

45 

35 

b. Esférulas con 0.1 g (p .f. ) de células. 
c. Solución de fosfatos 0.2 M + EOTA 0.005 M. pH 6. 
d. Solución de citratos 0.04 M. pH 6. 

5 3 

Ac. Poligalacturónico 
4% (p/v)d 

100 
44 
46 

38 

38 



p02: r m .. n e c i.¡¡;ron 2 h .., r, c onta.cto <:on la So l",cl.!on pr~o..:l Pit, .. ntQ, s e 

obs'i:r",ó ...... a reducc 16.-. de 4 9 % a 56'; "'11 la ", iGbl l ¡dad d .., 4stas , l o 

c ual P l.ed", ser at r" ib ... ldo a los carllblO$ a lo!; QU61 f u .:;, sometlda la 

cél ... ¡¡, y a un ef6lct.o de eodal"t .. ción, manl festado p o r un d""o:remento 

e n l a respiraclón c.¡;¡lula. r , 

cel ... las ti6lnden a recobrar su viabilidad debido. pos iblement... . a 

10 

horas de e s tar en contact.o con la. solución preciplt .. nte ~. 

presenta ... n ti:fec t,o ne'C1VO del CaC ~ 10 cu .. l pucd", a.t,r ibu i .- s.~ ;¡, 

qu~ c onfo rme se incrementa el t ier~po de permanencia de los 

esfé,"u1as . n 16 s ol u c i6n ¡:>recipi t ant.;¡, 

pr.;¡senta mayo," estabilidad, d lfl c ultándo s e 1. ".disoluc l 0n de l .. s 

esférul¡"s, requiriéndo se mas t.iempo pa .. a a110 y aument ando el 

dar.o cal .... lar. 

En el caso de aCldo poli<;;ralacturónlco. la p~rdldeo d ", 

viabilidad celula,·, que fu,¡¡, de un 49% a las 2 horas de 5€W 

inmOVllizadas so¡¡, '110 di sminuida e o r, el transcurso del tlempo . La s 

'-it.:;:o ni!S di! este compo,·t .. miento n o Pl~eden ~e r p,·eclsadas, s in 

embar90 os p o sible at,' ibui.r c i.~rta inflllen';: lit. • lit.s 

carac;te,· l stiea:¡¡ del .1c ido poli<;;r_lac:tu .. 6nlco poi imatriZ_do, el cl~al 

fue m~s estable y rl <;;r ido que el al9inato, en l as condi ciones 

empliladas. Adem.s el ;1eC;)0 de qu<;: al APG fc.nne p a .. t:.e i .. ,te9ral de 

l a pared v eget.a l, F" o d,"la f .... vorec er l U" ilo ' .• nión I~.S fu ", r ": & entre 

de esta In .... ne .. a, d ifl ,:: .... ltiO.r la d l Solu';:lón 

post_eri or Oil la Qsf~ru la con soluc ión d ... citrilot.o s. provoc ando 

da~o en 1 .. pit.,- ..,d y, en c o ... se';:l~enC l _ . en la InambriO.na c elular (:i6, 

8 4) . 

Lo. t,"aba Jos de B.- o delius y col . ( 44, :i7l ,nue s +. ," .. r, que ,,1 

54 



t . j oeMPO de c~lr.ciOn de l ils oa. s fer~. lilS de .. 1ginato de c~1cí o , 

depend" t.mbi én d O!¡ 1 a. co"centr ilC í O" d<i! 1 PO 1 t m"ro que se ut i 1 ice. 

" J emp10 , 

.r:: 2~ s; !:!§ er, a.1S1in.to de 5 0 di o a l 3 ;.; y 1 .. 5 de j ",n c ura r dur .. nte 1:: 

hor ~$ an la solución pl"ecipit.nte de CilCl
2 

O.Ú~ M; uscmdo ,. 
mi s ma a.p.ete, an ot,"O t .... b ido c o n al'ili,).to de s odi o ... 1 5% y un 

ti e:mpo de e u." ile 1 On d e 30 minutos e n 50 1 ue i On d6! CaC ~ Ú. ú5M , ,. 
ob t I ener" en arnbos i!xper !m .. nto:s viabí 1 id .. d .;::elu1.... med1da 

cua l lta t. ivarn&r,t<i! p o r p1i1.:s rnó li 5 is, r e:spiración y div i sió,~ cel u lar. 

!... . di s.;:: repallcia en cuanto a ti",mpo de .;::u'"aciÓn qua muestran 

n ues tro s re:sultado:s r,¡;, ::;pecto ... l o s r ,¡;portildos ,¡;n l. I iteratur .. 

(44 . 51. 53, 55, 57' pueden atribuirse a las diferencia5 de 

c oncentrac iOn lltili:;;:¡¡dij,s t.nto de l os gel,;:s como de la So lllción 

as l c omo también a la susceptibilidad propia de 

cada Qs¡;¡ecie . 

Rochefo ."t & col. (85) obs ... var on que el proceso de gela';::lÓn 

f a.;::tor6!s . ent'"e l. 

eoncent rac ion d.l i o n ci!llcio y Sl' t"EdaCIÓn con el tiempo de 

c uri&.c:iÓn . Si dic:ha c o n c entraci6n es alta, la reacc:ión gelif ic .. nt~ 

:. .rtJ, In!s rt.pida que l. difusión d-:.:¡ ':ation Y. c o rno ,"",sultado de 

ii: 110. 

S i por el c ontriot"i o , l a c:oncent ra.;::iÓn de Ca Cl 

e5 ba j a. .1 e .tiOn no s era s~/fi.;:: i ente par a o r1 9 1n ar una 

estt" uctu ra firr"€! d~l 

c lwacio!on del p o llm&ro . 

'iloit 1 • t"eqlliriéndos e l/n rn,¡,yor 

Es nec esil .. io a e la,"ar <¡l/e 

t iempo do<: 

Ids c élldas 

inmovili~adas an al~inato d@ cal c: i o yacido p o l i 9alacturOnico. s e 

llevo a ":3bo inmediatarnente des ¡;¡'"/oI;s d o:, qUE; ",s ta ~ fue,·o n re t ll"ada s 

2 



de l a so luc i ón da CoC 1
2

• obt.eni ~ndose los ,· esultildos mo-..t .. ... dos ;I!n 

l~ tabla 7 . Asimismo. al ¡levilr a cabo el mismo proceso de 

1 i b&raClon . &n c l!!lula s inmovlli :z ... das . que per maneCle'· On mas de 1 

d l d en mQdio de c ult ivo. no s e det.llcto vi.,bilidad ce l ~,l ... r a l 

ep l i car al ¡ • • todo de TTC. lo c ual puade iltr ibui r s4io • q ua · confo rme 

esfl!: r u1as y ce1u l.,s form." un., un idad . y la 

despolimar lz .,ciOn del gel puede provoca r d.f"ios ir r ev &r sib1es a 

Esto o ri",lno "Iue en los e x perlmantos po:.>terioras :.>e 

t.omar a 1i1 p ,·oduccion de c ilps.icinoidas . como &1 par~metro 

yil q u.e la b ios lntes is d e este 

compu~sto s e ~ por medI o de u na s l nteis g~ !:!StYSt (pr o ducto 

r o r' mado por ~ln ... r ilOn nt'.tmlRro d o;: reaccio"IiI S mliltaob61 icas q ue se 

i r,iclan. p a r tir de lrr) . simple fuente de c.r b ono y nitrogenoJ, la 

cu. l no puede s er real i zad a a fIIe no¡¡ qlle l i1s c .l ", l a .. estér, 

viab l ,¡¡s (86) . 

6.2.2. Efecto de la concentración de CilC~ 

5 \1 IiIst.ud i 6 la o::oncliílntrac ion mi ni ma neces; ... r i ... de C.Cl 2 pa r a 

po1imer i z.r ambos geles . y a qUIiI en estudios prelimi n a res se 

obse ,·vó qua pa r ., algiroato da Cil Ici o .1 

concentr. c i ó n de CaCl 2 

4 ;< 6!S n.ce~ar·l. ~,n ... conci!nt,-.c i6n da 0 . 11'1. 

increm.ntó 1 ... conCE!nt t· ~ción de CaC ~ piIora la inmov i 1 i zaci ó n de 

c 4!hdas dlil r;~ :iibi!:!~!::!:ª!i!! en a.mbo:os pol l me,-os y Si! deterrninó su 

e fec t o sob rio l a producción de c~ps.ic i no i des . En la tabla. 8 Si! 

p,· eSlilntlo.n los rasul t.dos o b t enidos p a ra ambos poI J mQros. Eiln d o nde 

s e .. prlioci a qw;t a l u ti li:o: a,· l mi!l concentr a ción int&rmedi .. de Ca C12 

(0.15 M) .n la o¡elificaclon, o;;c;, o btiene ~m. prOdu c c ión 



Tabla 8 . EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CaC1 2 SOBRE LA PRODUCCION DE CAPSAICINOIDES 
EN CELULAS INMOVILIZADAS DE ~· chinense EN ACIDO POLIGALACTURONICO Y ----
ALGINATO DE CALCIO 

AC. POLIGALACTURONIC~l ALGINATO DE CALCI0 2 

eac l 2 Capsaicinoides (~g/g/l) CaC1 2 Capsaicinoides (~g/g/l) 

--
(Molaridad) e NDC DHC CAP {Molaridad) e NDC HDC 

TOT 

00.1 78.575 199.065 5.235 282.893 0.05 11. 7 5 

0.15 120.45 387.865 508.315 o .1 17.09 --

0. 2 41. 91 78.58 5.235 125.725 0.15 17.99 

0.2 8.54 tr 

Co ndic ion es del experimento: 
a. 0.3 g (p .f.) de células. 
b . Se utilizaron cultivos celulares con 25 1

y 35 2 resiembras. 
c . Ti empo de cura c ión de 3 horas 1y de 4 horas 2 

d. El t iem po de incubación fue de 7 d1as. 

57 

CAP 
TOT 

11. 7 5 

17.09 

17.99 

8 .54 



m~yor de 

~on~entr~~iones menores o mayore,s de ~st.;a mostraron produ~c i on .. 'S 

L.... tendencia • un .... baja producción de '::i>.ps.icinoide.s; c.on 

res;pecto a una concentracion b~ja de C.C ~ mos;tr.diil. t;ant.o para 

• un a.tt"a.pa.miento celular deficiente. QUoil! Inrno 'o'il lza pero no 

Cil.ljS. "stress M a 

produccIón. 

En 10 que se refiera ~ l. capa.cldad de bios!nte3is d8 

capsio 1 C i no i ,jes, 

0.2 M, 

ácido poI i<¡¡alactUf-ónlco a.l 

los pOl lmeros con CaC~ 

27% posiblCi!rnente se deba .. 

y 

l. 

limitando la ent·rada o 'Sal id. de pr o ductos ylo 'Sustr"ato!> al 

interIor d. l a mollt/"iz. Tanaka y col. (87) menclon.an que el t.artlltl"io 

doil! PO'"O de un <;Iel. d.do por el t.amal"io de la molecula y / o.. Sl' 

conccnt.,-aci6n puo¡,de .foilctar 1& difu:¡¡ión d& los SljS l:.r a tos o 

product.os. 1 irrri t.ando 1 a ve 1 oc i d.d de ro¡,iiJ.CC iones enz i rnat i c a s er, 

células inmovilizadas " 

Dtt"o tr.baj o realizado por Wict,Qr s I!. col. (88l, con c61ulas 

de ~~~~Q~ ec~riIQ~ inmoviliza.das en al<;linato de calcio, reporta 

ql'e 1 .. adición de l'" exceso de calCIO (71) mM en adel ar,t e) inhibe 

tanto l. producción como la líber.clÓn d. 

debIdO p r obablemente a un 

inhibit.o,-io del t.,"ans;port_e a ct.lvo 'ln ~I plasmal~ma " 

L-Dopa <L -

mec a nismo 

IJn .f~o:to 

Slrrrilar fue reportadO per Fel i x y col. (89) , qUlan",,'S ob!;oiirrVarOn 

inhibiciOn por CalC IO. da al.9unas reacci o nr¡¡,$ enZ¡lnat,cas 

58 



c at ... l izad ... s por h e XCQUlnaSas y glucc-sil -6- f os fat o dE:shldr o gen .. s a 

en inrnovi lizildas e n al9i"'ato y .garosa. 

E ll os at.ribuyen esta o bserv .. clón a 1 .. pres.¡¡nCl. de c al c i o ",n 

rned lO d. I nC~lbac 1 6n, el c ual evite. 1 .. r e .. cción po,' uniones 

lóni cas con 1 .. co",n;;:ima ca,·g.da ne9ativam<Jtnte . 

Cabe hilce" notar que los c ultivos cel e.lares empleados p ar a 

l. inmo .... í I iZéoCI<!on .. I g inato de sodio AP6, • 
dlfe .. ..,nte s ,·es i..,mb,-c.s y provienen d. una lim;;a 

e stablecida , l o '::ual pod .. ía expi i .;: a,· la dl f e '-..,ncla d", p rod~jcc ló", 

d.., .;:apsai c inol de,;:_ obt ... nida a l v a .. lar l a cor Lcentr .. ci6n d", (:aC ~ 

En la lite" atura s ... menciona q L-,,,, ... 1 tlSO do:: est;¡¡ t~ I PO d e ':: ~ll t. 1V)S , 

provo.;:a o::ambi os ep 1 genét i cos, .. :d o:: omo .1 .. ",o. dE:néomien t.o 

est .. ...,ct...,,-al 

p €ct'di da de 

d . 

la 

los .;:romoso mas, l o que o .;:a$IOno ~ma ,-... d~lccl ón 

o::apacid .. d péora pr o d Lrc Ir 

secundar ios (90, 9 1 ) . 

6 .2.3 . 

., 

Ot,'o de los f .. .;: t o,' ",-:; q~j¡= cont ... ibuyen a c,· e .. ,' ur, rnlc ,' o .. rnblent.e 

lirnltantE: dentro dE: l 9..,1, es la cOl)ce ... t,'a.;:iOn .;: el ~, l ... r , 

l a vel c,c ldad de di f u s ¡ó", d el 

ox I geno (92) , .. ",pe,.c~,tl..,ndo dl r @o:: tto mente e n la P I' od~rcC: lón 

m@tabolitos se ,: ~,,.,da " I os . P o ,- l o t .ant.o fw'!! neo:: ..,-.;a.ri o i nmovlli:: ar 

difer~nt.eEó concent ,'aC10,.,"'S c:elulares, e" ... l ~,a.ndo la r.·,'odu o:;. .;.¡.!., •. j", 

o::ap sal.;: ¡ nOldes pa,'~rn ... tro lr.dl cat l.rO l. 

m.t. s a decuad". d.., cél ~,l .. s I nrnov i llzad as en .::~da d e 

l os -;;",I.;,s . 

~ l ef",cto de 1 .. o:: c.,', ..:",.-.t· rac IOn c el .. ,la" s.;:.b r", ; .... p rod,_. o;: cl .~n d o¡¡, 

cap<~a l c ¡n':' ld..,:> ::~ a p"'¡;":: I" en la t.ab l".·::' : .;:." : ", 1,-,1 .. :; n"n.;:.r ¡ il ::: aoJ e. _ 



Tabla 9. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CEL ULAS SOBRE LA PRODUCCION DE CAPSAICINOIDES 
EN CELULAS INMOVILIZADAS DE C. chin en se. 

ACIDO POLIGALACTURONICO l 

Peso celu l ar Capsa icinoides (~g/g/l) 

( g /p . f.) 

c NDC DHC CAP 
TOT 

o. 1 - - - -
0.3 7 . 91 tr tr 7.91 

o. 7 9.45 tr tr 9 . 45 

l. o 20:29 tr tr 20 . 29 

2.0 55.63 10.59 5. 19 71. 21 

Cond icione s de l experimento: 

2 
ALGINATO DE CAL CI O 

Peso Ce lul ar Capsaicino id es {~g/g/l) 

{g/p.f.) 

c N DC DHC CAP 
TOT 

o .1 0.0148 0.014 8 - -
0 . 3 0.0353 0.0353 - -

·O . 7 0.3969 0.0028 0 . 007 . 0.406 

l. o 293 . 2 23 . 3 18.12 280. 62 

2. o 182.0 14.88 12.27 209 .1 0 

a . Se utilizaron cu ltivos celu l ares con 29 1 y 38 2 resiembras. 
b. Tie,po de cu raci6n 3 hor as 1 

y 5 horas 2 en CaC 12 0 .1 5M. 

c . Ti empo de incubaci6n de 7 dia s. 

bÜ 



.en .!<o:::ido POll'ilalaGtl.rÓt-.io:::o y ",lglnato de 'Sodio, La o:::onGent.,· aGIÓn 

d. c ell.l a " lltll,zada::; para ln,novlllzar áCIdo 

po I igalact ..... · o!onlco s <e det.",t·rnlnO d", ",Clle, ojo a los problernas ":¡ue se 

pt",¡,sentat' on al fe,.-mat- la esfét"cda ee'n la mezcla GélLda-pol lme t·o, 

y a ~ue se obser" vó que confOt-roo¡, .. urnenta la concentraciór) Ge l ular, 

s e plo¡,rde 1-. forrni:< de 1 .. ;¡¡sfénda de APG (ver foto.¡waf!a '5) . En 

la t.abl .. • se obs-erva que la prodUGc ión de eapsalcinoides 

.n form. prOPorcIonal a l peso d. las e~dulas 

lnmovili::::ad .. s , de tal rnan",t'a que con 2 '3 peso fresco, s""' obtienen 

71. 21 d. capsa¡einoides totales, mientra~ 

I nmov i 1 i :::: .. ndo }';:I de P . f . , la pt·odt..ecion disminuye en e.n 71i; 

(20 . 29 .,M9/9/1) . 

Cabe se~alar que la Inmovilización de células de ~~ Sb!~~Q~~ 

en .!<cido Poll'3Cio lacturónico se facIlitó debido a qu,", e st_e ge l 

presenta baj a viscosidad al disolv'lr l o, permi tiendo lma 

dlstribl'Cl ,!on hOlno-;¡é nea de células, con lo cual, posiblemente se 

evi t .. r cn di fuslo ..... les r",1 .. cion .. dos c:on la 

t.rat·,s fer·enC:la de o x igeno y Sl. ::trato, corno pt'oblemas 

cau$,;,d.::.::; por biOx ldo .je ,:arbono, .et.c . 

caso de l .. $. célld .. :: inmc<vi l izadas.;:,n Cio19inato de 

la pt··:;.dl.eclón de capsCioicinoide:s fue simi lar a 

observada en célu1 .. s Inmovi1i::ad .. s en APG, 

¡,,19In .. to do: c",1clo 0:1 valor ma s ",lt.o de prOducción s... ..l .: .. nzó 

con lw,a <::."'9Cio c:elula.r de } 9 (p, f,), 

1 .. conc¡;,r,trCioc l or, cel"lar .. 2 9 (p , f . ) . 

atrlb,_.,rse a -:¡u!< el e x ceso do=, c él '.llas p '.;,j.:, pt'ovoc:«, r c-:,mp.;:,t€:nC la , 

.1 



Fot. 5. Fotomicrografía de microscopio estereoscópico (12X) 

de c~lu la s inmovilizadas en Ac. poligalacturóni co 

(Película PX·PAN 125 ). 



Son pocos los trabajos que hacen referencia al efecto de la 

cel1..dar· en sistemas inmovilizados, debido al 

escaso conocimiento de los cambios fisiológicos y bioqu!micos 

causados por el confinamiento al que es sometida la c4lula. En 

estos tr·abajos se menciona que un incremento en dicha 

concentración ocasiona problemas de limitación por 

pueden manifestarse directamente sobre la p1-oducc i ón 

metabc• l i tos (87, 94). Ma vi tuna ~< col . (';15) 

informan que células inmovilizadas de ~~ frYt§§~!Q§ cv ªQQYYm en 

espuma ~e poliuretano, previamente sometidas a un periodo 

limitante de i ncrernentat·on la de 

capsaicinoides en el medio al restaurar los niveles de oxigeno 

(arriba del 60%) en el medio de cultivo. Por su parte Hulst & 

col. (96) proponen que para agregados celulares de I!~§t~§ 

la carencia de o x ígeno en el centro de los a·;.:w e ·;iados, 

puede ser el factor que estimula la s!ntesis de tiofenos. Este 

cc•rnpot· tarn i ent.o E:S sirni lar· al c:ibser v ado en los sis terna ·=:. 

inrnovi.l izados, sin embargo Jones & Veli ky (97) rnen•= i c•nan la 

necesidad de continuar con estudios detallados para conocer· el 

efect•:o del O 2 disL~elto sobr·e el rnet.abolisrno de las cél L~las. 

Por· la baja de producciót1 de capsaicit1·~1des con 

o. 1 '3, 0.3 g y 0.7 g (p.f.) en células inmovilizadas en alginato 

de sodio, puede at.r· i bui r·se a un at.r· aparn1ento 

(esférL~las vac1as y esfét-LJlas con pocas célL~las et1 si.~ int.er io r ) . 

1=aL~sado por la naturaleza v i s cos a del ·3el. As imismo se obset- v~ l't1 

de la matr-1z t fotogr· afia 6 ) en un tiempo 

de 35 dias cat,sado pot· el crecimiento cél1_,lar. Esto muestr· a una 

res1 s tet1ci a del al91nat.o, ] (j 



Fot. 6. Fotomicrograf;a de microscopio estereosc6p ico {8X ) 
de células inmovilizadas en Alginato de calcio. 
(Película px-rAN 125). 
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E:ncont '"OI do @n la lit.@'"a'tura (60, 85 , 98)" 

e ilboi! roi!..::alcClr ,,!ue l os cult"ivos c@lul ... res @mploi! .. dos par"a la 

inroovillzaCl0n @n alg 1nato de SOd10 y APG po!!r toanecen a dlferentes 

resiernbrOls y no pr"ovi~n~ ... de una IJ n e a celular .;;,st ... bl.;;,cidilo , lo 

CUill podr f a e x pl ic~r" la d. producción d. 

capsaicinoides obtenida, al .. ar"í ar la cone ... ntriOciÓ.) celular, ya 

l. lit.e ratl,ra se menClonil q'.le los cultivos c",hdan"s 

mi<ntenido:> por va ," ios subcultivos, muest,-.. n llf)C. gran vari .. bilidad 

en 1 a prodlrcc 10n de met .abol i t.os secundar í os, asl como tambien 

cambios morfológicos marcados, lo clral" es atribt ,1do a cambios 

g ",n e.ticos o epIgenétl': OS de las celulas (9 1, 99, 100, 1 0 1 ) " 

PO," u l t imo, la mayo ria d@ 10$ casos do,)de se midió la 

producción d .. c Olp sal,:ino i d"'$, la c a psaicina SE: produJo.;;,n maYC,r 

c ant idad" d ... to que ,"eslrlt il de inte,"és, debido a que este 

cQmponente ... s el qlle le confiere mayo," p ico r al fruto de ~eeE:i.:;;:',!ro 

(25) • 

6.3 . INMOVILI2ACI ON EN QUITOSANA 

L iI quitina de la cua l se deriva la quitos .. na, \iilS el se9undo 

b l C,pol tme," .) más abundante en la n .. tu r"al e za, y .;;,1 m~s ... ropl iam .. nt@ 

d i s tribuido en el mundo . Es p a r e cido .. 1 .. c elu losa '1 nc. @s u na 

goma i ndu~t,"i~l d.;,bido a que ~s insolubl e en ,;;,<;rua (60) . 

La s apll c a cic.nes pcot,.¡,nCI .. les d e l a quít.os .. nc. son rouel''''s, 

""ntr ... ell",s. se enCL'entra el l'SO de glÓbulos de qUlt.asar'''' en 1 .. 

.;¡ ... capslrla'::l~m de ce l l.las mlcrc·blanas p .. fa la p'"OdllCClon d"" 

enzimas / amlnoá,'::ldos, Rh .. (';:,1 ) , 

(62) pr"c.po r Clon an valios a infor"m"CIOn scot,r "" el uso 

p otencl",l de est"e poI/m.", .:' ""lo E:I 
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de l. par' a lnmO"III=a,' 

, '-=1"'0" 1;. .., :;. 

.;: <!! l ~'; <10 ~ 

vegoEt_ales . I(n e, ,",' y Teutó niCO (63 ) 109'-""01"0 I nmoY ll ¡z .... c élul .. s de 

~!:!!;; Q lº!: en qUitos .. " ... 

oxalato en c a.ntidódes Signi fi cativa.m..,nt", m"YOI"",5 a. las obtenidas 

con ¡lb ... !!!s . 5~, sE:nslbi 1 ¡dad a Vat" la":l o n.;; ;: de y • 
f l,e'"Za s l ónl c ós. es mayo,- que le. d ", o t,"OS p oll s C<·:; b '" ¡ ,;!os y e :;. l W,O 

d. los pocos pol,elect.rolitos cat¡ón¡ cos que ~t·.;:, v e.;, '<I,' a ... 

va," ¡edad apl i caCiones pot_enclale$ . deb i do a 

c o mportamiento en sol l,ción. 

Con el de eno:;:ont .. ¡¡¡,· l o s prc,e .a:sos d. g", l¡ f¡ .: a C lón , 
disoluCIOn de este gel. ,'e.l¡zamOs l .. s pl"'. .• ebas nec es..,,' ¡ a s 

mantener el pH de la qUltosana. y d~ la so lw;:lón pr"eC l ;:> L t: a.",t e. 

dentr' o los ínter'valos t ,oler"ados PO' la; de 

sb!!J~!)É~ . 

Para 

ens ayo s, 

di s ol UC ión 

obten..,,' 

en 

"es i s tentes_ 

Ii< 1 i t.e'·"'tw· ... 

del gel ( tabla 10 ) . 

.e h i C i era", a l )LU",O ':: 

Pi,,' i< l. g .;,I .. C l on , 

A l la rnetodol o gla L.t.l l¡:o::ada p o,' VO"l o p y ! 1"'1 '-' (S-;. , 

o bh.vo l. 

ca ,· ¡¡,.ct.", ,· I s t _1 c ¡¡,.rnent.., 

gel y la 

,'espeet. i v amen t ,e_ 

¡nmav lllz .. clón de 

fOl'maclon 

c ompact.os . 

solUCión p,-ecip it.ant.e 

po,· lo e L.a 1 

utilizado K, .. .:. .... , Teut.onlCO ( 6) ) 

). "" y 1 -l. O 

l. 

( O " el 

f o rmiil'· ·) ", h OJL.e:la o: 

rnHmt_"as "'!L'''' po,' Ql r~.;-t .:.da de R.:.d,· ,g".ez y Rh a i 6 2 ) , la 

ge1Ifi .:a ": l ó,-, l a g,' Coda p"",-,nltlÓ leo f,:..-,n'¡' C IÓr, de glóbul os hO le.: os . E,-, 



Tabla 10. PROCEDIMIENTOS EMPLEADOS EN LA FORMACION DE ESFERU LA S UE 
QUJTOSANA PARA LA INMUVILlZACION DE CELULAS DE f. Chin ense. 

QU !TOSAN A SOLUCIQN PRECIPITANTE 

GEL DISOLUCION EN: PH CONCENTRACION PH 
( % p/ V) ( % p /V) ( % p/v) 

- ------·-
A. 1 . 5 Acido cítrico 3.9 Hidróxido 2.0 14 

( 3. 8 ) de sodio 

B. 2.4 Acido ascórbico 4 . 1 Tr ifosfa to 3.0 1 o. 7 
(l. 6) de sodio 

c. 2.6 Acido acético 4.7 Trifosfato l. 5 11 
(o. 8 ) de sodio 
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mu .. i.;!,'on Inmediatament.e, debido a. los valo ,'€:s d €: pH obt.€:t"oldO$ , 

Kn of"t' e. Be"1 i ... ( 1987) , e I lados PO" Bea~nno ... t & K..,o,· ,· ( 102) 

"epo .. t.an que ~w,a s oll'Clon d€: "''''Itosa na en áCIdO acétIco 1 , 55:·; 

c a usa debido al 

t.· .. t. .. r~ l ~nt.o aci do qUi! .. eq~d .. ,'", €: I pol l m,;;,,'o P ..... S~I disohlció ... . 

Ot .. o de los f" c t o!'E<S q~,€: Inte,'v l n l.;!,'on .;!n la pol lrn.;!,'¡zaciOn 

dE ést, e sopor'te la tempe,'at .. , .. ". B l h¡¡..-i & co l (103) y 

M,--,::::::a,' eli ( 104 ) I nfo ,'man q .. ,e a t .;!mpe .. at ....... as a ltas, las cade.)as de 

SE' dl$I;. lenden, dismlnuy.;! ,',do as! la viscosidad de 

solución, pe .. o q ... .;! t a mb i é n ,'.;!to ,'nan a S~, estado norrn¡; l . 

l. 

.1 

Po.. tal motivo se uti l izó e l método de Rod .. ig .... ez &. Rha, 

;o.:od i f I c¡;ndo los valo .. e s d e pH de las solo...ciones. pat'a obtE:ne,' 

val o .. e s de p H ce .. can o s a 7, y q uo;! ad.;!mas fu", .... n capa c e s de fo,'ma,' 

esfé .. ul .. ::: .. esistentes. So;! ,-,t.ilizó q .. ,itosana a l 2 . 6 ;.; dis~,elta en 

,-,na soi ... ,clón ,'eguiadot'a d€: áCido acét'lco ( 1 . 2%) y a c€:t¡;to de 

sodio (O. OO P;¡ , pH 6 , y una so l ución P"';;'C I Pitant . .;;, do!! t .. ifosfato 

d o!! -=.odlo ( 1.5 ;.;) pH 7 . 0. P"o!!YIO 3 ésto se IleYó iO cabo un ensayo 

q>.le nos po!!rmitió conoc€: .. la I nflu€:nci .. de l pH d€: 1.. so l ución 

PI";¡¡'C lpl t3nto!!. t l' lfosf .. to de, sc-d lo (1 . 5 :%) "nt €: s y de$p~lés d;¡¡, la 

sob .. e, la fo .. macl.!. ... de esfé .... tlas y/c. "iób .. üos d€: 

<::¡ >.I I1:.OS3n3 . Los .. .;;,sultados obt ... nidos most,· .. ron la 

;"st." " l ll:::" C lón ne' .. f€: c tó 1 .. "ellf l caciÓn . ya ' -:¡~'e so!! obt ','l/let' On 

o!!-=.fér"ulas "€:S l st""ntes, l. 

so ¡ .. IC I 0;:. ,', de: ·:¡u i t .os .. n.. .. ...... , p r oceso di! en f t' I"ro I .. nt·o 1""0" ","oaJ o de 

(19:: 1"0'- 12 hot'as. 

t.empe,'at.".rc. ambiente . no p e,'m l to!! i a fOHn" c lón do!! glób',.los . 

Una yez que se d o!! t.€: t'mln .. ron la s condi c i o n es de dl .. ;:. l "":: l .:;n Y 

" .. 



9_ 1 i f i c a c I ón de "IU i tosan ... dent.r o de l os valores de pH q~, ,,, 

la cel~,la ( 6-6 . 5) , se midió el 'ii!fecto directo de 

Est.e res~, lt,ado puede att'lb~'lrse a. ~m dario 

d l r .. .::t.o dIO: 1 ... qUltosan .. sobre la s c elulas, Kohle (J 05) , 

informa q~,oi! al adlCIÓna," q~'lt.o sa.n;:;. So l~'ble , a. un cultiv,), 

ésta. a.lt er· ó la ,:ompOSlc¡ón 

d e p,' es,H"lta"do libera.clón del m",t,,,,rlal Jónic o 

I" t e,"ce lular e", el medio d", c~,l tivo. Asimismo, SE! d",tectó rnw2rt,e 

c ... lular en al to po r c ....... taJe . Yo~'ng & c.:,I . , (lÚ6, 107) mencionan que 

l,)~ ",fo:.ctos nocivos causc.dos por qu itosana sobre c é lulas ,je !ii .. 

s o:. debe a ~ma pérdida dE! Iones (electrol it.os) 

fllc.teri"' le s di nivEo ¡ de rnemb,'ar,a y pc.red c021ular, P,"ovocados PO," la 

natu ,"ale::a pollcat, ióniciil doi! la. q~ritosana . Debido", los nr.lmer osos 

:I', 'e se pt'esentaron de'=ldlmos no cont,lnUa," los ensayos 

con ""st.e soport.e . 

6. 4 . ENSAYOS PREL IMINARES PARA LA PRODUCCION DE CAPSAICI NOIDES 
POR CELULAS I MOVI LIZADAS DE ~ .. ~bi~!~~~. 

L. bloslntesls de moOlt.abolitos soOlcundarios por c:élLdas 

vegetales se conSide ,"a ql,e esta. cort"elaC l onad .. , en 1 .. rnayorl", do: 

los casos, con el grado de diferenCiación ce lulat' . Lindse;,y ~ 

Yeornót"r ( 4 2) r'epot"t~an q~,e los cylti vos de t"'Jido calloso de k: .. 

f!.;':}~~§ ~'§:!:'~ cv ª!:Jo:::!!:!!:!!n con mayor"es niveles de prQduClón, fueron 

o;.que1 10s q~,e Pt'",so:ntaron ",parlenCla cornp",cta y lento creclrnlento, 

lo c~tal hace pensat' qU", el contacto f!slcc, ent.,·e ~,na cél~,¡.. y 

ot,ra" la e x pres ión do;, la capacidad de clo:dntesls de la 

c e l!.rl .. ve-,¡etal . 

E " lsto;,n ,,"v l denc las 1 " I nrnov 1: t :::ac I ,!.n" 



atr ... pamle.nto. imltil condic l one,s de a9'·~9acio ... s"m@!Jan t ",s a las 

q~h;, so¡, da... e ... cul t I vos c allosos, propi c i .!lndo la ~miOn ent-re 

cél l, l a -ge l l o s 

c~,ltlvos con ag,'egados .::elul.;.,' '''s, Por o t,'", peo,' te , el ",tr' apalnlent o 

también limita la disPQ,nbilidad de: l os nutrientes y PO" lo tanto 

la dl v i~lón celular . c on l o c ual n o solo se pr o voca un ambiente 

donde se inc r ero.::nta 1 .. s lnt.esi s de met."'bo l i t ,c. s secundeo." l os, s ino 

que adema.s . el at,' .. pamlento de 1 .. célula p€:rmlte 1 .. ,'emocl.!.n de 

~St.Q5 compue,st.QS de m .. nera cont inua, oi:n t odos aqo"ellos cult, l vOS 

en donde, el met.abolit.o es lib~"ado eo.l medi O de pr o d uCC 10n ( 7 . 48. 

108, 1 09) . 

Una v ez establecidas las condiciones d e In,~ovilización de 

Inmovillzádas en al9lnat.o d", c iol c l O, 

.cido po l i9a lactL,rónico y polh,retano, 

capsaicinold",s con r'E<s¡:.",cto al t.i",lOpo. 

se midió la p ,' odl'cción de 

En l a. fl9l,ra 9 se comp",r a 1¡¡. prod~<cc l ón de, C"¡::'Sil¡':lnoid,,,s d'" 

células de Q .. S;;b!!:!~!:!§!; €:n s~'spenstón cor, la d.: célul iis Inroovi 11 -

z a das en a l9 1"ato y a.c. pOli911 lacturO" l CO, dl,,' ante un per'lodo de 

inCl,bacio::On d", 30 d i a s . 

capsaiC l noid.o:s obt.@nida 

§.igniflcat l vament.e mayo,' a 

con 

l a prOdl'CCIOn 

Inmov ilizad;;.::, 

de 

la que se obse,'va en cult,lvos @n 

suspens i ólO. En el C .. 50 de l .. s célul .. s l"movll l z .. das .¡;,n AP(i, ",$t"$ 

rouez;t_ran l m." p,'od l'cc ión d", ,:;¡,ps .. iclnoid",s ,n;lXl ,na eo. l eos)ü dla "' . 

de 150. 14 3A19 / 9 / 1. 

célldas 11 br' @s ) y 7 . 5 v e ces m., yOF q' .. & l. 

prodUCC ión de c apsiolclnoldiOs lo~riid. CO,... céll,l.s I nmovilIzadas en 

alSOll1at.o de .: .. lclo (J. 9 . 94 ..... \g/g/l) . 

Esta baja CéoP"'':ld .. d d i! prodltCCl6n d . caps .. tcl n Oldes de l os 

70 



150 

100 

' o ..... 
1 
(/) 
11.1 o 
o z 
o 
e 
(/) 50 ll. 
e 
(,) 

10 

10 15 20 25 30 
Tiempo (días) 

Fig. 9. PRODUCCION DE CAPSA ICINOIDES EN CELULAS DE 

C. chi nen se INMOVILIZADAS EN DIFERENTES SO 

portes. 

A--- - 4 Células inmovilizadas en Al g inato. 
l:>.---b Células inmovilizadas en APG . 
0----0 Células en sus pensión. 

7 1 



cult. ivo:!O .n suspensión. o:::on '·esF--=ctc. a las c élulas Inmovilizadas. 

g~,e "502 o bse,·v a ,¡,n la fi9lU"a a, t .amblén es ,·@portada po ,· L¡ndsE:Y & 

Yeoman ( 16, 19. 36) • "llli..,n..,s conside'· .. n qu.¡; en los cultivos en 

preel.,·so reS de l o:!O e apsa i cinoide s, fenllalo!>.n¡n,," y v a..li na, tienden 

• f o rm¡¡r partE: integr .. l de I¡¡, s p r ot.e fna s . La i ncol'po rac: iOn de 

estos prec~.rsores es m~s o!>.lta cl.ando 16s e ond i c l o n<;;;s de cl.ltl vo 

f_vor e c en ,¡,l c recim iento c elula,', y .. q ue dL.,· ... )t,¡, este p ,' ocesa :;e 

d.., amina~o::i das pa .... l . 

sínteSIS de protefnas. Aun_do a ello, s e pres'_lme qu,¡, fenllala,",¡na 

y v iloli na tarnblén son utilizados en la slnt",sis d e p.;.r"'d .: e:lul .... 

<3 9, 110) . Ho ld",n & YE:oman ( 111) , r epo rtan ·::¡ L.e c él Lllas d.., 

feni ¡alanl n .. 

sum¡r)Ís t," ada al medi o de c:ultivo , l¡¡, cual fue consLunlda po'· la s 

der ivados del aCldo hid n;.;<Íc lnaml co o de 119,nn .. . De esta mane,· a, 

el aprovecham iento PI" E:fe,"enci al dE: l os .. mlno á c ido"5 ..,n la s lnt.>!!SIS 

de prot..,i n a s y pared c elular, posib lemente llmit_a la o¡¡, x presión 

de la !"LIta de bios l ntE:s l s de l o s cap sa lc inoide s, ¡;,l evit.a,· el 

paso de fE:ni lillanina - ácldo ciná'nico. eatltllZado PO'" la ~nZlma 

f..,nlla lanin~ - ame,nlol iasa (PAL) y CUYOS pase·s da .. , 1»1<:1 0 a l a ,· ,., t a 

de biO$!ntesls de eo!>.psilicinOldes. 

S in embat"90, lnmovlli:¡:;aodaz el "5'--IS t.t· So. t e. 

utlli::::ado r;- '"eferanC: lalmente en la síntesis d~ c ap SilIClnO I,j.,s, y óo 

l os p..-oo:::eSO$ aso':::: laodos con el c ' -e c im¡ento. slntes lS de 

119nlna y ,:o t . ,"OS c:omponent.ez do¡¡, la p .. ~ed c elul ar . se 

v en llmit.~dos po,· la biio.Ja ,jispon¡billdad d_ OXI9"' '''0, nLltrlentes y 

'"e91"ladores de c ,·eclmiE:'1te .. Rosevear y Lambe ( 11 2 ) , o:::onsl ·j.¡r ¡¡, n 
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"I~ • .e 1 a .c~,m~.l .. c I ón de m.at ... bo 1 i t.o s secundar i os en .al mi ct"oambient.e 

c re",do ¡:.or la InmOV ilización, aL~nado a Lw,a di fusi ó n p obre da.d .. 

la mat.riz, pO$lbl~,~ente inf l ~,ya. de forma. PO$ lt,¡Vil en la 

P'"OdLICClón de .stos compuestos, Estos alltOt'es, al igual que 

Brode lL~I s ( 108), sLlg i er en qLle la s ce.ndiClones de la célula. dent"o 

del 9.1 son similares a las e x i s t .ente s en la plant.a comp leta y 

c allo. lo qu.e p ,"o¡:.ic¡a l lna mll!!jor e x presión de 1 .. vlas 

", .. tabóllca s y d .. a19llnos compuest.os metabóllcos importantes , 

L .. dlfer..,nc ill do¡;¡ prOduCCiÓn ent·re las c élulas Inmovilizadas 

en uno y o tro soporte , s~'9iel"e q~",! l a InmOVilización con á.cido 

pol l gal¡¡ctw"ÓI11CO e:.: ,nas est.able ''1l1e l a l ograda con alginato de 

c .'¡cio, ya qLU" s ... ob:.:,¡¡rvó nH:'tLwa de l¡,s esfottndas de .dginat.o 

en LIn tiempo proflledio de 2S a 3 0 di .. s de ¡nCUbilCión (fot.og ,"af!a 

6) lo clIOI.l indica creC imiento de las celulas ..,11 el ir,t_et"¡or del 

poI {me r o , asl como Inest,ab¡l ¡dad de .;Iste, que :.:e ve a CG!n t uada p or 

los fosfat o s presentes en el medi o mine," .... l M$ 'l/o al ",fecto de la 

.. gltación que p r ovoca el roce o::ontÍnuo de las esf4'"ul .. s con la s 

prOl~ov lendo el desgaste de éstas. Un 

COmp o,"tamlento Simil ar E;S descrito por varios autores (98, 11 3, 

114 , 88), "IL,¡ene:.: reporton una destl"ucc ión de las esfe r":I¡iI;s, por 

.a:fect.o de agent,¡;,s qu¡,¡,lantes en el mediO de cu l t ivo, l o s f osfatos 

y el EDTA . os! corno por el c,"ecirni.;;;,nto da cé lulas 

lnrnoviliz .. d¡;,~, La.s esférulas do¡, APG presenta/"on mayor ,"esisl:,encia 

debido po:.:iblemente a c::¡ue la confOt"ma C16n c::¡ulmica. del poi (mero , 

,;,st.e facillt .. ndo la formoclór, de uniones de tipo este," y puentes 

de hidr6'i!eno ee.n el ealc1':O, la s e,-,ale s no OCl, ,·,"er. en .. lgi nato 

<56) , 

Cabe menclona.r qLle e Xl st .. pe.c a info,"rnaci ól1 s ob,·'" el LISO de 



Ac. pollg .. l .. .::t~¡rOnico . él cual se 1', ... f:st",do t.r' abáJando 

196:2 en el Dpt.Q. de Blotoi:cnolo·sdc. y Bi o lng.e;n¡e r- ía del CINVESTAV. 

1 .. ¡ nrnoy ¡1 1 z ... .:;: ión de mic,' o organ¡SInOS y ac:t_~'alrnéntol! s e e ste. 

~jt i 1 izando en l. lnmOVlliza..: i on d e cf!l ulas veget,ales . En W 1 

trabajo ,'ea l i zado po,' Navarro ~ co l . i 1 1 '5 ) , d o nde 

inrnovi I i.za r-o ... c:élulas de ~~:;;;bii!!:Q!!!!!;;;!i!~ :;;; ~!: :l! !~ª!i' en poectlna. para 

1 ... prOducci ón de etar101 . SO<: propone él este gel ;:0 100 lln :E;o,," o .- t ... 

.. decuado pa,".. p'"éSe,·v .. ,· 1 ..... ¡abí 1 idad c ehd .... , 

capac: i dad b i osintétlca de las c é h,¡¡;.s. 

este po l l mer o n lti.ene tanto Sl' 

c aracter I st¡.:: .. s rnor fo 1 Ó9 i c:a.s, 

s e observó 

es t abIlidad como 

lo que es pOSible 

l • 

sus 

l . 

,'eut.iliz .. ción de esténllits '1 cé lllla.s , alargando a s! el t.lempo d .. 

p ' ·OdUC:C:10n del me tikbolito de int,erés . En tI"abaJ os r ealizados sob,· e 

inrnovi 1 izac:ión de c:éh.}ilts vegetales, V..,nek "~,:ol. ( 11€-) lnf o ,· man 

de la inmoviliza':;: ión de, c:élulas de §Q!~Q .... m ~Y!S:o,!!~r:~ en ge les de 

pec:tinik , pa rik lik prod~.c:c:¡Ón de ve ,"beno!, aunque no s.., dan mayo.·es 

datos s o bl"e los ,·",ndimientos . 

PO'" otra pa,·te, la figLlt". 9, t, ar~blén nos ml.est,· a que las 

c:.:tll'¡ as i nmov i 1 i :;¡:adii.s en ambos .¡re l es . si ';tl.en l '''' c:omport.am ¡ ent,o d ... 

prod, .• c:c:iO,) de c;apsa l .::;inold",s s lm ll al". 

",n la p,·oduCIÓn , de r~a"'e,·a pe,· iOdl C: iL Est e "'ISlno .::;ompo ,"t.arnlent o 

es r.portikdo por Lind~ey y YiI!o",a ... ( 4 0), ~n cm trabaj O ,·eallzildo 

con c élL,la s de ~ <. 

p o 1 i LO" et,ano , obteniendo una p,·oducc lón de capsalcl no l d ",s e n e.n 

perl e.do de cl.}ti vo ce.,· t.o (J6 diasi yen lit". c'.rltl vo c .:-nt.i n u o e " ' .... , 

$ I st ",ma d", .: o l lrrnr·, io, ( 92 d,as ) . la 

P '" OdlKC I ón d", c: aps a ¡ C i no I des, tii.rob ¡ én es ,. epo," t.adO PC>I' Mav ¡ t.un.. t< 

ce. } . l o at,"¡buye,', a u,',a ¡,',.",i b¡c¡o! .... P O" 



el c~, ... l s.., p~, ... de evit ..... con 1 .. remOStón 

contln~,. d.1 m..,dlo de c~,ltivo . L i' lds.;¡,y (39) a s~, v",z , f."ropon.., q~,,= 

1.. InhlbiCl6n s e da .. nivel de ~ ... , .. o m~5 enZlrnioS d e la ,· ~,t.. de 

O¡oslnt.sls de c:apS.lcinoid~s. s in ernbi"'"" 90 hiosta la f..,cha n o 

..,x lsten 

slmll.,"t1s s on ,"eportad.s POI" 

,"e sp..,cto . F 1 ~,ct"'",ac I o nes 

con cél~,las ]Irk~, y co l. ( 117 ) 

l. p,"oducclón de 

glucoalcaloldes. l o cllal i nd i Cio q~,.., e st . .., Compo ," taom 1 ento n o es 

especifico del género Gªe§!~!::!!D . 

En la fi9~.ra 10 se compa," .... la p t"oducci ón de cClPs ... lcinoides e,) 

cél~,las l .... mOvlllZ~d .. s en APG, e .... esplIma ' de poli~,ret .. no y céllll~s 

en sU5pens 16n. E,) ,"sta graflCa se observa que las célul as 

inmovilizadas en oi!SPumi< de poliu"etaneo, p,-es..,ntan ni ve les do;¡, 

p,"od~'ción simila,"e,.; a l os obtenidos con c élulaos en susp.¡¡,r,slón, 

o bte'Héndos .¡¡, un rnax imo de 6 . 9 2 ..-'\.(9 /9/ 1 en ambos a los :<4 días de 

I nc~,bi<C IOn _ 

observa '.1" 

En C3mblO 'Zon las cél ~, las inrnOVllizadas en APG se 

j'K,"emento de c apsaicinoides de hast.. :57 veces 

(39 4. ~4 6 ........ 9/g /l) , dw"ante..,1 mismo p",rl o d o de tiempo . 

La s lmlI1t~.d de produc.::iOn obteni da ~nt, t" e l o s c ult. ivos de 

cél ~'¡a s ¡nrnov lllzadas en espume. d.., p o liur..,t"ano y l os cultivos de 

':: él ~d .. s libres, ce'ln.:: ide ,:on l o .--.,port.ado PO'" Vene l< y co l. ( 116) 

p,·odc.cciOn ,je trans-verbenol " A difer"encla d.., ..,st'J, L indsey y 

'::: 0 1 . ( 16.42 , 4 7), l.nforrn ... n d e W ", in.::: ,"ern>!:nt_o en la F"-Od~''::CIOn d e 

.:apsai cinOldes en c éltllas ¡nmov II izadas en espwna d;¡¡ p'JI I~,ret.ano, 

con ,".¡¡,spectc ... las células l¡b ,"e s . 

En n~,estro c aso la si'n ¡ll t~,d de pre.dc,c.:::¡ón obto:nlda .., .... t'-e l os 
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cult.ivos de células inmo v 1l1zadas e n espuma de poliur·etat10 y los 

c :.1ltivos de célL~las libes puede deberse a que no consideramos 

al9unos factor· es c orno: 

espuma:- el tama~o adecuado de los cttbos de poliuretano para 

inrnovi 1 izar· estas cél1.das , tama~o adecuado de: a9r·egadQs 

celulares a inmo v ilizar y la propor·ciót1 et1tre el volumen de medio 

nutri t ivo y peso celL~lar incubado~ ya que en los trabajos de Park 

& Mavit.una ( 118 ) se menci o na que la car1t idad de células a tr apadas 

ef ic ientemente, dependerá de las dime nsi o t1es de l a matri 2 , así 

como de l~ cantidad de poros por partlcl~la de poliut·etano. Rhode s 

& col. ( 6 rnrn. :. 

favor-ecen la o x igenacibn de las células y evitan pt· ob l erna s 

difusionales ent~e ellas. Er1 cuantc1 al 

ce 11.11 ar· es inmovilizados en espuma de polil~retano Mav itL~na & 1=01. 

(95 y e: 1 a t t· aparn i ent i:1 ffsi c o, la 

pr·ofundidad de penetr·ac16t1 de los agregados celL~lares dentr o de 

la rnatr· iz, fue det.e rminado por el tama~o de los agregados , .l a 

distribución de los t. ama~os de poro er1 la matriz, las 1=on1jicior1es 

hidrodinámicas y la concent.ración de agt· egados en el medio de 

cult.i v c1, lo que r- ecomiendan utilizar agregados celulares de 

lm tarna~o definido. 

En lo ·~lJe se r-efiere a la producción de capsaicinoides, 

o btenida con cé:lula '.=:. i nroi:iv i l iza das en APG ~s t .a v ue 1 ve 

pr eser1tat· se en can tidades al t a s , confirmandc. gl~e este soporte 

adec uado pa r a la inmovilizaci ó r1 de c élu l a s 

A~n cuando t10 e : ~~ iste informaciót1 ·~ue pueda e x plicar la r·azón 

p o r la cua l l a s c é l ulas ir1moviliz~das er1 AP1~ F· t - odl~ C et~ ut1a rna y o,. 
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c antidad pod," lan t oma t",se en cuenta las 

cons ldo:!t" ~C1 0nes de Fuk~1l y col" (8 4 ), q~HeneS encont,rat"on que las 

ctdulios an suspens ión de bl.s,!::!Q:aE:![t:!\,i(!! !r~s,brQrbi:¡::S'!J f~lel" on 

c .. paces de producit" sh ll.: onin .. , cuan do s e adi c i onó agal" al medio 

de c ultivo, en donde el componli!nte responsable de la. inducción 

fue agaro pectina, un poI i sacat" i do áCido " S in embargo, 'l' s t os 

a uto '"es mencionan que no s ,¡¡, conocoOl el moOlcanismo de aCCIón, pet"o 

s~.gieren una pOSible unión oi!ntl"e agaropect ina, con algLmas 

prot.,lnas do¡¡, la membrilt'" c ito plas mátic ... las cuales p~.eden 

c .. mbl OS fisi o lógi cos en la c¡élula que p e rrnit_en 

e XPt"eS1Ón de l. ruta de b ios lntesis de shikonina " En n~.estro c a so 

puo;¡,d¡¡, .;;, st~t" s UCoOldiendo algo simi l ar" 

Con e l fin de co r rob or .. r l os ba j os resL.ltado5 do;¡, prodLlcciOn, 

o btenidos en c élulas inmov iliz",das oOln esp~.ma de po li ~.ret"'nc, a 

nivel de ma traz y comprObar si la ag i ta.ción de los c~llt ivos y del 

medi o d e cL.ltivo tiene i nfluenc ia sobr e dicha Pt"oducción, se 

realIZO LU-, exper i mento en u n roOlactO t" tIPO co lumna con células 

inmov ilizadas en e spL.ma de p o l iu ret¡¡o,no " Este enSayO consisti ó en 

inoc ~.la,· 20 cub os de espuma d'l' poi iuretano s ah.radas con cél ~.las 

en la columna a la c ual s e ',I ZÓ reclt"cular medi O nutriti.vo MS I. 

Los rO!!!sultados o b tenidos en est'!! enSayO se muestrilon en 1.. figur a 

11 en dond'!! 1 .. pr Oducc ión de c apsaici.nolde s fue mayo r a l. 

obt .enida e n Mat,"az" Considet"ando el c a,"acter Pt"el im inat· del 

e x perimento. en ést e tr",b ... jo sólo se di scute n las ventajas de 

manten..,t- a la.s c élulas inmovt llZad;¡¡s en un slst.ern ... de co l Llmna ce, ,) 

t-@C l rculación de m ... dl O de C~ll t, lvO , 

la s ,:él ~.lc<s cont. in~.an cr e ci ",nde, h .. st .... gI L. tlna t"soE: sob t"'" 1 .. m .. tt"i z 
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Fig. 11. P RODUCClO N DE CAPSA ICINOI DE S POR CELU LAS DE C. c hinense 
INMOVIL IZADAS EN ESPUMA DE POLIURETANO . -

Condici o ne s del experimento; 
Reactor de co lumna empa ca da ( 13 cm x 2.5 cm) 
Flujo: 13 ml / min. 
Vo lúmen inicial: 4 00 ml ' de me dio MS. 
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llbe,' aclon d. célLllas al medi o, el 

c,' eC:llnl",nto no fe,e \/¡::;:.ible, ya que la agit¡;"cl on cont inu a promov í':, 

1,;. di:;;pe,':;;¡Gn de la s c 4Iu 1a <: . 

Poc 

p",,·¡OdlCc. 

pc.rte, 

medio 

el sist,em .. en cOl'.'mnc. permite 

nLrt r itlvo, c.largan do 

l. adi c ión 

ti.,¡¡mpo de 

Lind:;;ey t .. Yeomc.n ( 42) L,tllIZc.ndo un slst.ema 

observaron QW2 l o s "'\.4trientes :;;o n facilmente disPN,ibles, d ebido 

al flLlj O continL,Q de medIo que baria, a las c41ulas, ademAos pennlt.", 

rnayo,· i lermlnc.ció,.. respecto al 

s istema de matraz . 



VI I . CONCLUSIONES 

Se Inlnc.V ¡ 1 ¡za.,'on céltlla s d.,.~ .. o;b! Q~ro§~ pQr "t.,' ap«m¡en I;.Q , ",1, 

ul;.iliz .. nd.;:. Ca C1 2 0 , 15 M c.:.mo so lt.c iOn pr'ecipit.ant.e , qUlt.os .. n .. 

:2 . 6 :l., empl",ndo :'cldo a. cét· ico - co.::",t.ato de sodio ( 1 . 2 ';, 0 . 00 1;';) 

como soll,ci6n 9 'i!lifi c iOnt.e y POr' cobsor'ción en esp'-"na de 

PO lI U"E:tiOno 1 cm X 1 <::m X 1 ·:m. cargados con agregados 

c elul ....... s h .s. ter'c.gé neos. 

i' El t¡ernpo de cu .. ación P"' ..... las cé l Lll .. s inmovi 1 izadas en 

algi niilto de calcio fLle de 4 a 6 h,o,'as , 

vi abll id",d .::.;;!lt.lar' d", 83:1. .. 86~;. 

c él LIlas Inm.:.vi Ilz¡¡.das ;¡'cido 

obten i é ndose t,na 

poi igalactUrc.nico 

,'eqL, irle ,-on LH~ t.iempo de "ct,,'ación" de 4 r'''s, 

Viabilidad celula .. ",r , t .... 46~: . 

manteniendo la 

-1' La gt,i t .:os",na al 1 . 5:1. (1"/'1), p .. ovoc.:, la mue .. te de !iilS célL,I¡..s 

e n ~a u ',mo v 1. 1 izaci6n de c élul ;,;s de 

.' Las ce.ndlciones éopl;.irnas par·a. la o btención do¡, capsaic:ino¡des, 

con l os dl fe r.,.-,t.",;; S i stemas d", inrnov illzaclOn flre¡-on: 

~ Cubos d;¡, poi iu,'etano de 1 cm X 1 cm X 1 ern con '"n P<i" i odo 

i"cLrbación y una. cvn c: ",nl;.'-¡;'C I Ón 

et'tltlla .. de 0 . 110:::4 '3 (p . s . ) , obt.enléndose w',a p .. e'dlreciÓn 

C.;:.n est . .;;! S 1. :o. tem .. s o;, lrt. . 1 1';:'" ,-.n ,·"""et.c ... .:,1'< .:,:.l'.lmna d", 1:' eh' 

':: .'5 c m o;, fl)p acado -:.: .... '::'11 c~rb.;,s de F"o l; ...... O!i. ..... o . -: 0 ... 



,"eO::::lrClllaC¡o!,n de, 4 Ül ' Inl .je med I o de O:::: Lll t ¡v .:. MS . La 

V~lOC ldc.d de r eclrcLllación fLle d.., 13 mI/mIlO y Uf) ti ",m¡:.;:. d", 

fUQ ron de 1. 29 rn9/'0I/1 ... 10$ '5 di",z de incubacl6n . 

, Con cé1ulaz inmo vilizada s ( 1 '9" 

P . f . ) s.e obtuvo '.<r ... produCC l on IlIilxlma .jo;, capz alClnOldo;,s 

." C.;:.n 0;,1 si"t.ema Inmovi lizado en áCido p.;:.1 ¡ 3alacto':w o n. c o ( ~ 'o! 

P. f. s e obtuvo un.. p,-aducelo" mil ,-'; I ma de 

"::coPSalcinoid,¡¡,s de 163 ....... 9/9/1 ,¡¡,r:' 39 di .. ,;;. 

De los 3 Slst-,¡¡,m ... s d. inmovil¡ za';:lon, el o!I.cldo 

poli9alact_ur6nlco fUE< el qL'e pe,"mltló LItO mejor m ... ne Jo y SL,pe," Ó 

l os ni v eles de prodUCCión de ccoPSaiCit10Id",s . 



VIII . SUGERENC]AS 

« 1 nmi;oV 1 11 ;:;¡;". ~n "' :;:PUI •. " C,I", F-O I I~'" et ane" . con 

dlf>a: r e nt.:. :;: é< s J como 

dlf",," .. nt..,s culti vos. c ,¡¡,ll.la.'es C':'11 e~r'>a:gados hOI~o·"énE:os, con 

ot- Jeto d e d! ::;m inl'll' el perle.do de ..:a,'9';' celLllaf' de los 

cllbos y o p timiza r el atraparniento de las celulas, asi. como 

<:xperlmentat' diferentes cort""s pat'a varl .. " 16 forma d,¡¡, 1 ... 

l~mina$ circu lan. s inmóvi l,¡¡,s ..,n 

el fondo d.d matra::, .. te.), 

est~ldios tanto con el al9in ... to de sodie. como con 

. 1 APG en combinaci6n con ott"o::: '21'" l es .:omo pectin¡;" 

et.c .• pat'a meJ o,'ar el atrap ... miento celular , as1 .. 
,=oln':, prot.ar la 9""laCl0n de este con catlon",s como : Ba 

H+ 
Al etc; . 

Ll e v ar él. c abo la. lnlne>vi ll¡:ac lón de c;elulas Pt-OV",nlentes de 

l.na ! Ine ... = ... lul .. r P t' od~lctot'a. 

uso de biot-,-eact.ot'es "Il'o;;, pe,'mitan el 

m¿¡ntenimiento do;¡, la s célLllas lnlnovi ¡Izadas . 

'" Real iza," est. .... dios tend ío;¡, ... tes a rnE:Jorar la prOducción de 

c apSé<¡ C lnOldes, conOC1E:ndo la bios 1ntesis de los mismos, 

as ! la 

Inmeov:llzada. 



APENDICE 

COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO DE MURASHIGE & SKOOG, 1962 
( 66). 

COMPONENTES 

MACRONUTRIENTES 

KN0
3 

MgS0 4 . 7H 2 0 

Ca C1 2 . 2H 2 0 

NH
4

No
3 

MICRONUTRIENTES 

Mnso 4 .4H
2

0 

H3Bo
3 

ZnS0 4 .7H
2

0 

KI 

CuS0 4 .5 H2 0 

Na
2

Mo0
4

.2H 2 0 

CoC 1 2 .6H 20 

FUENTE DE FIERRO 

FeS0 4 .&H 20 

Na
2 

EDTA.2H 20 

SUPLEMENTO ORG ANICO 

Tiarnina-HCl 

Acido nicotínico 

Piridoxina-HCl 
Mio-inositol 

FUENTE DE CARBONO 

Sacarosa 

pH 

84 

MOLARIDAD EN EL MEDIO 

1. 88 X 10 - 2 

1. 50 X 10- 3 

3 . 00 X 10 - 3 

2 . 06 X 1 0 - 2 

9 . 99 X 1 0 - 5 

1. 00 X 1 0 - 4 

2.99 X 1 0 - 5 

5.00 X 10- 6 

1. ºº X 10- 7 

1. 00 X 10 - 6 

1.00 X 10- 7 

1. 00 X 10- 4 

1. 00 X 10- 4 

3.00 X 10- 5 

4.66 X 10- 6 

2.40 X 10- 6 

4.90 X 10- 4 

8.80 X 10- 2 

5.7 - 5.8 
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