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Resumen

El cultivo de células vegetales es una herramienta biotecnol6gica en la produccién de una
gran variedad de metabolitos de interés comercial, entre los que se encuentran las enzimas.
Las proteasas del latex de Jacaratia mexicana pueden competir en aplicaciones en la
industria farmacéutica y alimentaria donde se emplea la papaina. J. mexicana es una planta
silvestre que crece en regiones subtropicales de México. El objetivo de este estudio fue
producir enzimas proteoliticas a partir del cultivo celular de J. mexicana en un biorreactor de
tanque agitado de 6 L y establecer la composicion optima del medio para el cultivo de callos

y de células en suspension de J. mexicana a nivel matraz.

En este trabajo se probaron cinco diferentes condiciones para la germinacién de semillas de
J. mexicana de las cuales el medio MS% en sales con un pretratamiento con H,SO,
presenté mayor porcentaje de germinacion, ocho diferentes formulaciones del medio MS con
los cuales se realiz6é el cultivo de callos y células en suspensién de J. mexicana a nivel
matraz. El cultivo de callos se realiz6 en medio de Murashige y Skoog (1962) con 0.6% de
agar, suplementado con 0.5 mg/L de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) y 0.25 mg/L de
BAP (6-benciladenina). Se probaron dos tipos de vitaminas MS y B5 1 mg/L. Se probaron
cuatro diferentes concentraciones de fésforo (como KH,PO,) 0.340, 0.255, 0.170 y 0.085
mg/L. Con el medio MS+B5+P se obtuvieron las mayores tasas de crecimiento y actividad
proteolitica en el cultivo de callos, con respecto al cultivo celular en suspensiéon con el medio
MS+B5+P se obtuvo la mayor produccion de biomasa, sintesis de proteina y actividad
proteolitica; por lo tanto se eligié al medio de cultivo mencionado anteriormente para el
cultivo en biorreactor de tanque agitado de 6 L. Se logro establecer el cultivo celular de J.
mexicana en un biorreactor de tanque agitado de 6 L cuyas condiciones de operacion fueron
0.5 vvm, velocidad de agitacién 229 rpm, temperatura 27 °C; durante este cultivo se logro
mantener la viabilidad celular de 85 a 90% asi como también se observaron incrementos en
la biomasa de 1.5 veces, en la proteina de 2.8 veces, y la actividad proteolitica de 2.7 veces
a los 21 dias de cultivo. Se obtuvieron valores de biomasa de 2.4 veces, similares de
proteina y de actividad proteolitica de 3.9 veces mayores en comparacion con el biorreactor
de tanque agitado de 0.5 L con las mismas condiciones de operacion. De los medios de
cultivo en suspension se recuperaron las enzimas proteoliticas y por electroforesis en gel de
poliacrilamida se identificaron proteina(s) similar(es) en peso molecular a la proteasa

cisteinica “mexicaina”, presente en el latex de J. mexicana.
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Abstract

The plant cell culture is a biotechnological tools in the production of a variety of metabolites
with commercial interest, among which are the enzymes. Proteases from latex of Jacaratia
mexicana can compete in industrial applications which pharmaceutical and food where
papain is used. Jacaratia mexicana is a wild plant that grows in subtropical regions of
Mexico. The objective of this thesis was to investigate the formulation of Murashige & Skoog
(MS) to give greater increases in biomass and proteolytic activity in callus and cell
suspension cultures of Jacaratia mexicana in flask, in order to produce proteolytic enzymes

from Jacaratia mexicana cell culture in a stirred tank bioreactor 6 L.

In this work we tested eight different formulations of MS medium for callus and cell
suspension culture of Jacaratia mexicana in flask. The callus culture was performed on MS
medium with 0.6% agar, supplemented with 0.5 mg/L of 2.4-D (2.4-dichlorophenoxyacetic
acid) and 0.25 mg/L BAP (6-benzyladenine). Were tested two vitamins types MS and B5 1
mg/L. Were studied four different concentrations of phosphorus (as KH,PO,) 0.340, 0.255,
0.170 and 0.085 mg/L. The MS+B5+P showed the highest growth rates and proteolytic
activity in the callus culture. With the MS+B5+P were had the highest biomass production,
protein synthesis and proteolytic activity in cultured cells in suspension, so this formulation
was selected for MS medium culture in stirred tank bioreactor 6 L . Results showed the
Jacaratia mexicana cell culture in a stirred tank bioreactor 6 L at 0.5 vvm, agitation speed of
229 rpm, 27 °C during 21 days of culture and cell viability was maintained at 85 to 90%. And
there were increases in biomass of 1.5 times, in protein synthesis 2.8 times, and the
proteolytic activity of 2.7 times at 21 days of culture. Comparing these results with those
obtained with the stirred tank bioreactor of 0.5 L with the same operating conditions show the
following: in biomass production was 2.4 times higher in protein synthesis was similar and
proteolytic activity through was 3.9 times higher. Proteolytic enzymes were recovered from
the culture medium in suspension and were identified the proteins by polyacrylamide gel with
similar molecular weight like cysteine protease "mexicain” present in the latex of Jacaratia

mexicana.
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INTRODUCCION

1.1. Cultivo de tejidos vegetales
Las plantas han sido una fuente importante de alimentos y compuestos industriales vy
medicinales, durante cientos de afios. Pese a los avances en la sintesis quimica de
compuestos organicos, las plantas siguen siendo las mejores productoras de estos compuestos
en todo el mundo, ya que tienen la capacidad de producir una gran variedad de metabolitos
primarios y secundarios (Dixon y Gonzales, 1994; Kieran et al., 1997; Calva et al., 2002). Los
antecedentes del cultivo de tejidos vegetales se remontan a finales de los afios 30, en que los
bi6logos alemanes Shleiden y Schwann sugirieron el concepto de totipotencialidad de las
células, segun el cual cada célula es una unidad independiente capaz de formar un organismo
completo si se le pone en condiciones favorables (Smith y Street, 2002). En 1860, Sachs y
Knop realizaron experimentos que ayudaron a determinar que ciertos elementos eran
importantes para el crecimiento de las plantas. Knop, en 1865, publicé los resultados del efecto
de la composiciéon nutritiva sobre el crecimiento y estableci6 la férmula de una solucién nutritiva
simple, que ha sido el punto de partida para modificaciones posteriores por otros autores
(citado en Hurtado y Merino, 1987). Haberland asimil6 todos esos conceptos y en 1898 discutié
la posibilidad de demostrar que todas las células vegetales tienen la capacidad para formar
plantas completas, es decir, que tienen totipotencialidad (citado en Hurtado y Merino, 1987).
Esta hipotesis no pudo ser demostrada hasta 1934, cuando White comprob6 que era factible
cultivar con éxito 6rganos vegetales, y utilizd6 para ello raices de jitomate (Lycopersicon
esculentum L.) y Nobercourt, en 1939, obtuvo raices adventicias de callos de zanahoria
(Daucus carota) (citado en Hurtado y Merino, 1987; Villalobos, 1990)
Se llama cultivo de tejidos vegetales al conjunto de técnicas que permiten el establecimiento,
mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de una planta, desde una célula hasta un
organismo completo, bajo condiciones artificiales, axénicas y controladas (Pérez et al. 1999).
Las ventajas del cultivo de tejidos vegetales con respecto al método tradicional de obtencién de
metabolitos a partir de plantas cultivadas en el campo, destacan las siguientes:
m Independencia de las condiciones climaticas adversas y de los problemas de plagas.
m Control del suministro del producto independiente de la disponibilidad de la planta.
 Sistemas de produccion bajo condiciones controladas y optimizadas.
m Producciéon mas consistente en cuanto a calidad y rendimiento del producto.
m Es posible lograr mejores rendimientos con respecto a los obtenidos por el cultivo de la
planta completa.

@ Minimas necesidades de espacio para el desarrollo de la produccion.
m Poblacién celular uniforme y facilidad de extracciéon del producto.

(Calva et al., 2002; Mulabagal et al., 2004)



1.1.1. Tejido calloso
En 1939, dos investigadores europeos, Nobecourt y Gautheret, y un norteamericano, White,
hicieron las primeras observaciones sobre la proliferacibn de grandes masas de tejido
desdiferenciado (callos), derivadas de raices de zanahoria.
El callo es un tejido obtenido por medio del aislamiento de 6rganos o tejidos diferenciados, los
cuales posteriormente son llevados a una diferenciacion celular, presentando estas células una
proliferacién continua, acelerada y de apariencia desorganizada, que da origen a una masa

amorfa de tejido (citado en Hurtado y Merino, 1987).

El cultivo de callos a partir de tejidos vegetales (callos cultivados asépticamente en tubos de
ensayo con medio liquido, matraces agitados o biorreactores) esta encontrando cada vez
mayor uso en la biotecnologia vegetal como una herramienta para la manipulaciéon genética de
plantas, micropopagacién, estudio del metabolismo y desarrollo celular en plantas, y mas
recientemente, para la produccion comercial de productos naturales (Macdonald et al., 1995)
El cultivo de callos se puede dividir en las siguientes etapas:
I.  Induccion. Las células del in6culo inicial comienzan su crecimiento, tanto en nimero
como en tamaiio.
II.  Proliferacion celular. El tejido calloso aumenta su masa celular al maximo.
1. Induccion de la diferenciacion. Se obtienen meristemos, embrioides, tejido vascular,
etc., a partir de la masa celular del callo.

IV.  Envejecimiento y pérdida de la capacidad de crecimiento acelerado.

La induccion de tejido calloso se produce cuando la proporcion de auxinas es superior a la de
las citocininas. Las auxinas son las responsables de la aparicion de este tipo de tejido, mientras
gue las citocininas solo favorecen su proliferacién. En ciertas especies la induccién de tejido

calloso puede lograrse agregando Unicamente auxinas al medio de cultivo (Pérez et al., 1999).

1.1.2. Cultivo de células en suspensién
Se le denomina cultivo de células en suspension al cultivo in vitro de células vegetales aisladas
0 en pequefios agregados, distribuidas en un medio nutritivo liquido y en constante movimiento,
las cuales presentan una alta tasa de division celular y una homogeneidad relativamente alta.
El cultivo de células en suspension puede iniciarse a partir de cualquier explante inoculado en
medio liquido con agitacion; sin embargo, hay una mayor probabilidad de éxito y rapidez en la
obtencion del cultivo si se parte de tejido calloso; por lo tanto, los cultivos de células en
suspension generalmente se inician transfiriendo fragmentos de tejido calloso a medio nutritivo
liquido, y agitandolos para facilitar la dispersion celular y la oxigenacién del medio (Pérez et al.,
1999). Este sistema es util para llevar a cabo estudios sobre embriogénesis, crecimiento y
2



diferenciacion, organogénesis, bioquimica y metabolismo; también para la obtencién de
productos secundarios (Hurtado y Merino, 1987).

Por otra parte, estas células son susceptibles de recibir de manera rapida y uniforme cualquier
tipo de estimulo externo que se aplique y cuyo efecto se desee estudiar; asimismo, la falta de
clorofilas y carotenos en la mayoria de las células vegetales obtenidas de un cultivo celular es
de gran utilidad para el aislamiento y purificacién de enzimas de origen vegetal. La velocidad
de crecimiento de un cultivo de células en suspensién depende de la densidad inicial del
in6culo, de la duracion en cada caso de la fase lag y de la tasa de multiplicacién del cultivo. Los
dos ultimos factores dependen del genotipo de las lineas celulares, del medio nutritivo y de las

condiciones de incubacién (Pérez et al., 1999).

1.1.3. Cultivo de células vegetales en biorreactor
Un biorreactor es un recipiente dentro del cual ocurren transformaciones bioquimicas, las
cuales pueden ser causadas por la accion de células vivas o de enzimas (Lee, 1992). Para
seleccionar el tipo de biorreactor y su disefio para el cultivo de células, se deben tener en
cuenta las propiedades de dichos cultivos. En la década de 1960 se cultivaron las primeras
células vegetales en suspension, para lo cual fueron utilizados varios disefios de biorreactores,
a nivel de laboratorio, adaptados de los biorreactores usados para el cultivo de bacterias,
levaduras y células animales (Dixony Gonzales, 1994).
El uso del cultivo de células vegetales es una alternativa para obtener una gran variedad de
metabolitos de interés industrial, para lo cual se requiere del cultivo a gran escala de lineas
celulares altamente productoras en biorreactores (Trejo et al., 2005).
En los ultimos 30 afios se han evaluado diferentes configuraciones de biorreactores para el
cultivo de células vegetales (Rodriguez y Galindo, 1999; Sajc et al., 2000). Las condiciones
hidrodinamicas prevalecientes en un biorreactor son las que en general tienen un efecto mayor
sobre el crecimiento de células vegetales. En cambio, las velocidades de transferencia de
oxigeno y de calor en la mayoria de los biorreactores, son mayores a los requerimientos de los
cultivos celulares, debido principalmente a que su velocidad de crecimiento y la concentracion
celular son relativamente bajas (Shuler y Kargi, 2002).
El pardmetro hidrodinamico que generalmente tiene mayor influencia sobre el crecimiento de
células vegetales es la velocidad de corte, que se define como el gradiente de velocidad de un
fluido (la variaciéon de velocidad a la cual una capa de fluido pasa sobre una capa adyacente).
La velocidad de corte y la viscosidad del liquido determinan los esfuerzos de corte o las fuerzas
de cizalla que prevalecen en un biorreactor.
Las células vegetales generalmente han sido descritas como sensibles a los esfuerzos de

corte, lo cual impide el cultivo de muchas lineas celulares en biorreactores. Sin embargo,



existen varios estudios que sefialan que esta susceptibilidad a los esfuerzos de corte varia de
una linea celular a otra. Incluso se ha aumentado la productividad a pesar de cambios
morfolégicos en las células debidos a mayores esfuerzos de corte (Trejo et al.,, 2005). Es
importante conocer la velocidad de corte que prevalece en los biorreactores debido a que,
cuando el fluido es no newtoniano, la velocidad de corte tiene influencia sobre la viscosidad
aparente de los fluidos y por lo tanto afecta las caracteristicas del mezclado y de transferencia

de masa (Sanchez et al., 2006).

1.1.4. Biorreactor de tanque agitado
Usualmente, son recipientes cilindricos cuya relacién de altura a didmetro es de 1 a 3. La
agitacion se lleva a cabo por uno o mas impulsores, los cuales pueden ser axiales o radiales. El
gas es suministrado por un difusor, sin embargo, la dispersion del gas es funcién del impulsor
(Shuler y Kargi, 2002).

En los biorreactores aireados, que ademas estan equipados con impulsores, los fenémenos de
flujo son complicados debido a la combinacién de la agitacién y las burbujas de aire.

Cuando el gas es suministrado al biorreactor, las burbujas de gas se dirigen a zonas de baja
presion, lo cual da como resultado la formacion de cavidades (volimenes llenos de aire), atras
de las paletas del impulsor. La formacion de dichas cavidades y de la dominancia del
movimiento del impulsor o del aire sobre el patron de flujo, depende de la relacién entre el flujo
del gas y la velocidad de agitacién (expresada como numero de aireaciéon, NA). Cuando el
namero de aireacién es pequefio se presenta una dispersion gas-liquido homogénea en el
tanque; si el nUmero de aireacién es muy grande, el patrén de flujo del liquido es determinado
por el flujo del gas (Nielsen y Villadsen, 1994; van't Riet y Tramper, 1991).

En el tanque agitado se puede considerar que el mezclado es perfecto a pequefa escala,
debido a que la agitacion es intensa y previene que existan diferencias locales en las variables

del proceso (Ochieng et al., 2007).

1.2. Enzimas proteoliticas

Las enzimas que hidrolizan las uniones peptidicas se llaman enzimas proteoliticas, peptidasas,
proteasas o proteinasas. Sin embargo, peptidasa es el término avalado por la Comisién de
Enzimas (EC). Una hidrélisis completa de una proteina a aminoacidos requiere de la accién de
diferentes enzimas, las cuales actian como un sistema multienzimatico (Whitaker 1994). Las
proteasas se clasifican dependiendo de la reaccién que catalizan, la estructura quimica del sitio
activo y de su estructura tridimensional.

Existen tres criterios principales para la clasificacion de las proteasas:
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1) Lareaccion que catalizan (exopeptidasas y endopeptidasas).
2) La naturaleza quimica del sitio catalitico.

3) La estructura tridimensional y la relacién evolutiva entre ellas.

En relacién a la naturaleza del sitio catalitico se encuentran los cinco grupos siguientes:
I.  Proteasas serinicas: tienen un residuo de serina en el sitio activo.

Il.  Proteasas cisteinicas: tienen un residuo de cisteina en el sitio activo. Ejemplos: papaina,
ficina, mexicaina.

lll.  Proteasas treoninicas: poseen un residuo de treonina en el sitio activo. Los ejemplos
tipicos de esta clase de enzimas son las subunidades cataliticas del proteosoma.

IV. Proteasas asparticas: Presentan dos residuos de &cido aspértico en el sitio activo y
presentan su maxima actividad catalitica a pH acido.

V. Metaloproteasas: Poseen un residuo de acido glutamico en el sitio activo y un cation
divalente como el zinc, calcio 0 magnesio para catalizar la hidrélisis del enlace peptidico.

(Barret, 1994)

1.2.1. Importancia de las enzimas proteoliticas
Las proteasas participan en la iniciacion, mantenimiento y terminacién de una gran variedad de
procesos biolégicos; el mantenimiento y transformacion de proteinas intracelulares, el
transporte y activacion de las proteinas; participan también en los mecanismos de defensa de
las células fagociticas de los eucariotes y en el caso de las células vegetales son importantes
en los procesos de germinacion de las semillas, de senescencia, de maduracion de frutos, etc.
(Pérez et al., 1999).
Se ha propuesto que las proteinasas presentes en el latex de los frutos de la familia de las
Caricaceas podrian jugar un papel parecido a los factores de coagulacién de la sangre dotados
de actividad proteolitica; por otro lado, es posible que estas enzimas intervengan en el proceso
de regeneracion del tejido de mamiferos (efecto mitogénico).
Gomes et al. (2005) demostraron la actividad mitogénica de preparaciones del latex de Carica
candamarcensis, utilizando células cultivadas de mamiferos. También existen reportes de que
la papaina tiene un efecto protector sobre las Ulceras gastricas en ratas (Mello et al., 2007). Asi
mismo, se comprobd que estas proteasas tienen también potencial angiogénico, es decir,
intervienen en la formaciéon de vasos sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes
(Mello et al., 2007).
Los usos mas importantes de las enzimas proteoliticas se encuentran en la industria
alimentaria y farmacéutica.
Industria alimentaria:

+ Clarificacion de cervezas, tratamiento de la malta y cebada



+ Ablandamiento de carnes.

. - . , .

« Extraccién de zumos, saborizantes, especias y pigmentos.

% Fabricacion de vinos, y clarificacion de jugos de frutas y vinos (junto con las celulasas y
pectinasas)

+ Elaboracion de hidrolizados de proteinas.

Industria farmacéutica

+« Tratamiento de quemaduras y pequefias Ulceras.

+ Elaboracion de medicamentos para la digestion de proteinas.

+ Eliminacién de ciertos parasitos.

En general la industria de los alimentos prefiere el uso de enzimas proteoliticas de origen
vegetal, ya que se consideran por Food Drug Administration (FDA) como Sustancias
Generalmente Reconocidas como Seguras (GRAS) y esto se debe a que provienen de partes

comestibles de distintas plantas (Dixon y Gonzales, 1994).

1.2.2. Fuentes vegetales de enzimas proteoliticas
En el grupo de las proteasas cisteinicas encontramos a la mayoria de las proteasas de origen
vegetal (papaina, ficina, bromelaina, mexicaina, etc.). Estas enzimas son endopeptidasas (Cruz
y Victoria, 1993; Whitaker, 1994). Las proteasas existen en muchas plantas monocotiledéneas
y dicotiledéneas, pero en forma abundante s6lo en escaso nimero de ellas. El desarrollo de los
métodos de purificacion ha permitido descubrir la presencia de varias proteasas en el latex o
jugo de frutos. Entre las proteasas mexicanas mas estudiadas se encuentran las de los frutos
de caricaceas: la papaina y la mexicana obtenida de los latex de Carica papaya y de Pileus
mexicanus también conocida como Jacaratia mexicana, respectivamente y de las bromeliaceas

hemisfericina de la Bromelia hemisphaerica (Cruz y Victoria, 1993).

1.2.3. Enzimas proteoliticas de Jacaratia mexicana

Las caricaceas son una familia de plantas que producen grandes cantidades de proteasas,
encontrandose entre ellas J. mexicana, también conocida como Pileus mexicanus. Esta planta
silvestre crece en las regiones subtropicales de la Republica Mexicana, con frutos semejantes a
los de la papaya (Carica papaya) y de cuyo latex fue aislada la proteasa “mexicaina” en 1942
por Castafieda. Dicha enzima fue caracterizada como una proteina cisteinica, monomoérfica de
gran estabilidad y con mayor actividad proteolitica especifica que la papaina (Romero et al.
1976).

Por mucho tiempo se pensé que la denominada “mexicaina” era la Unica proteasa presente en

el latex de J. mexicana y que era una sola enzima, sin embargo, en estudios bioquimicos
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recientes se ha demostrado la existencia de al menos cinco proteasas presentes en el latex. De
acuerdo con el orden de elucion de la proteasas del extracto de latex en la cromatografia de
intercambio catiénico, se les nombro proteasas P-I, P-Il, P-lll, P-IV y P-V; esta ultima presenta
mayor actividad especifica que la proteasa P-IV. A la proteasa P-IV por ser la mas abundante
se le denomino mexicaina (Oliver, 1999).

Estudios comparativos bioquimicos y sobre aplicaciones industriales donde se usa la papaina
(estabilizacion coloidal de la cerveza, ablandamiento de la carne, hidrélisis de proteinas de
pescado y de origen vegetal, asi como la modificacién de las propiedades funcionales de
proteinas) han mostrado que presentan una mayor actividad especifica y estabilidad que la
papaina y que las proteasas de J. mexicana pueden competir con ella (Briones et al., 1994;
Briones, 1996).

1.3. Antecedentes del cultivo de Jacaratia mexicana

Las proteasas cisteinicas de la familia de las Caricaceas, entre la que se encuentra la papaya
(Carica papaya) tienen multiples aplicaciones en la industria de los alimentos, ademas en
preparaciones farmacéuticas conocidas (antiparasiticas, uso en medicamentos para la
digestion de proteinas). Y por otra parte el uso potencial terapéutico de las nuevas actividades
farmacolégicas, angiogénica y mitogénica (Mello et al., 2008, Gomes et al., 2009). Aunado al
potencial uso como un reactivo en la investigacion cientifica. El mercado mundial de las
enzimas representa aproximadamente 1000 millones de doélares anuales del cual las proteasas
representan el 45% (Rao et al., 1998).

En nuestro grupo de trabajo, hemos demostrado que las proteasas cisteinicas de Jacaratia
mexicana pueden competir con la papaina en usos industriales donde esta se emplea. Las
proteasas cisteinicas de Caricaceas tienen gran importancia desde el punto de vista econémico
y cientifico, por lo cual se plantea como una alternativa de produccion constante de esta(s)
enzima(s) proteolitica(s) de J. mexicana es por medio de cultivos celulares en suspensién de
dicha planta. Por lo que hemos realizado una amplia investigacion a cerca de las condiciones
para el establecimiento de cultivos celulares de J. mexicana. En estudios realizados por Oliver
et al., se estableci6 la formulacién mas apropiada del medio de cultivo de Murashige y Skoog
(MS) para la induccion de callos, usando 12 formulaciones del medio MS denominados MS1 al
MS12. En nueve de las 12 formulaciones se logré la induccién y el cultivo de callos de dicha
planta. De las nueve formulaciones, tres presentaron la mayor induccién de callos y produccion
de enzimas proteoliticas, los medios denominados MS1, que contenia 1.0 mg/L de 2,4 &cido
diclorofenoxiacético (2,4-D), MS5 adicionado con una auxina y una citocinina (1.0 mg/L de 2,4-
D +0.25 mg/L de cinetina) y MS9 con 1.0 mg/L de 2,4-D y 0.5 mg/L de bencil aminopurina
(BAP), (QOliver et al., 2002).



Se demostré la produccién de enzimas proteoliticas cisteinicas en cultivo de callos y en células
en suspension de J. mexicana, también que las proteasas son liberadas al medio de cultivo y
gue la produccion de estas enzimas esta asociada al crecimiento celular del cultivo (Oliver et
al., 2002; Barrera y Oliver, 2004; Oliver et al., 2005).

Se estudi6 el efecto de la concentracion de la auxina 2,4-D, (a 0.25, 0.5y 1.0 mg/L) con medio
MS completo y a 25% de sales, observandose que la concentracion de la auxina 2,4-D, influye
en la induccién y desarrollo de los callos. Y la formulacion que resulté ser la mejor para la
produccion de las proteasas fue con el medio MS completo con 0.5 mg/L de BAP y de 0.5 mg/L
de 2,4-D. Con esta formulacién para el cultivo de callos se establecié el cultivo de células de J.
mexicana en suspension a nivel matraz (Martinez, 2006).

Por otro lado, los resultados del efecto de la concentracién de sacarosa (2 y 4 %) con medio
MS completo y a 25% de sales en cultivos celulares de J. mexicana en suspension, indicaron
gue la formulacion mas adecuada del medio de cultivo para la sintesis de proteasas fue el MS
completo en sales, con 0.5 mg/L de auxinas y 4% de sacarosa. Con dicha composicion de
medio MS se llevo a cabo un cultivo en biorreactor air-lift de 2 L durante 80 dias (Martinez,
2006). Ademas se estudid el efecto de inductores y elicitores con el propésito de incrementar la
produccién de enzimas proteoliticas en cultivos celulares de J. mexicana en un birreactor air-lift
de 2 L, adicionando un hidrolizado de caseina (0.5 g/L) como inductor o un extracto de
Aspergillus niger como elicitor (25 mg adicionado en cuatro intervalos de 7 dias) observandose
incrementos en la actividad proteolitica de 2.3 y 1.3 veces respectivamente (Barrera, 2007). Y
usando caseina (0.05 g/L) como inductor se observé un incremento en la actividad proteolitica
en el medio de cultivo de 1.6 veces (Montafio, 2007). También se establecieron cultivos
celulares de J. mexicana en tres tipos de biorreactores, observandose que estas células
pueden crecer en un biorreactor de tanque agitado. Los resultados fueron un crecimiento de
biomasa de los cultivos celulares de J. mexicana similar (17%) en el biorreactor airlift y en el de
columna de burbujeo, mientras que en el tanque agitado mecanicamente este incremento fue
del 21%. La actividad proteolitica obtenida en los biorreactores de columna de burbujeo y airlift
fue del mismo orden de magnitud (1.2 x 10* UT/L), en cambio en el biorreactor de tanque
agitado la actividad fue mayor (1.7 x 10* UT/L). La viabilidad de cultivos celulares de J.
mexicana fue similar (aprox. 84%) en los tres tipos de biorreactores bajo las condiciones
hidrodinamicas estudiadas. Las velocidades de corte generadas en las condiciones de
operacion de los tres biorreactores (13 a 400 s™) no provocaron disminucién en la produccion
de enzimas proteoliticas, ni cambio significativo en la viabilidad y morfologia celular de dichos
cultivos. Estas evidencias experimentales sugieren que las células de J. mexicana son
resistentes al estrés hidrodinamico generado por un biorreactor de tanque agitado dentro de las

condiciones estudiadas (Morales, 2008).



2. JUSTIFICACION

En los ultimos afos la biotechologia ha experimentado grandes avances destacando el cultivo
de células vegetales para la produccion de una gran variedad de metabolitos primarios y
secundarios, entre los cuales se encuentran las enzimas Las enzimas proteoliticas tienen
multiples aplicaciones principalmente en las industrias alimentaria y farmacéutica y la familia de
las Caricaceas es una fuente vegetal de proteasas, dentro de la cual se encuentra J. mexicana,
gue produce grandes cantidades de proteasas cisteinicas. Sin embargo es una planta silvestre
gue crece en regiones subtropicales de México y da frutos sélo en ciertas temporadas del afio
por lo tanto el cultivo in vitro de esta planta es una alternativa para la produccién constante de
estas enzimas.

En estudios de nuestro grupo de trabajo se demostré la produccién de enzimas proteoliticas en
cultivos de callos y en células en suspensién de J. mexicana, observando que estas enzimas
son liberadas al medio de cultivo y asimismo se ha observado que la produccion de estas
enzimas esta asociada al crecimiento celular. Para realizar los cultivos celulares en suspension
de J. mexicana desde nivel matraz hasta el cultivo en biorreactor se deben considerar dos
aspectos de gran relevancia, la composicion del medio de cultivo que es fundamental para
lograr el maximo desarrollo celular y produccion de estas enzimas. Y por otra parte considerar
los parametros hidrodinamicos del biorreactor tales como la velocidad de corte y la
microturbulencia, con valores que eviten el dafio celular ocasionando una disminucién en la
produccion de enzimas y/o el posible rompimiento de las células.

Dada la importancia cientifica y posibles aplicaciones industriales de las proteasas de J.
mexicana este trabajo propone establecer el cultivo de células en suspension de J. mexicana a

nivel matraz y en biorreactor de tanque agitado de 6 L.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Produccién de enzimas proteoliticas de cultivos celulares en suspension de J. mexicana en un

biorreactor de tanque agitado de 6 L en comparacion con el de tanque agitado de 0.5L.

3.2. Objetivos especificos
1. Evaluacion de ocho formulaciones de medios MS para los cultivos de callos y células en

suspension

2. Evaluacién del desempefio hidrodindAmico del biorreactor de 6 L en el cultivo celular de J

mexicana, en relacion con el de 0.5L

3. Recuperacion y caracterizacion bioquimicamente las enzimas proteoliticas de los

cultivos celulares de J. mexicana
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4. METODOLOGIA

La estrategia experimental estuvo dividida con base en tres objetivos:

1. Evaluacion de los medios MS para los cultivos de callos y células en suspension
2. Evaluacion del desempefio hidrodindmico del biorreactor de 6 L en cultivo celular de J
mexicana.

3. Recuperacion y caracterizacion de las enzimas producidas en cultivos en suspension

4.1. Protocolo experimental

Induccién de callos en
Obtencién de plé.ntulas =P medio semisodlido (MS) a

partir de cortes de tallos

}

* Establecimiento del

* Establecimiento del

cultivo de células en — )
cultivo de callos

suspension a nivel matraz

@) l

@)

Estimacion de parametros Cultivo celular en
hidrodinamicos del —p biorreactor de tanque
biorreactor de tanque agitadode 6 L

l (a b, c,d)

Recuperacion de las

enzimas proteoliticas y

: . _ Caracterizacion
* Tres experimentos independientes

bioquimica de las enzimas

(a) Determinacién de la actividad proteolitica y biomasa en el medio de cultivo
(b) Determinacion de la viabilidad celular y consumo de sacarosa

(c) Evaluacion del desempefio hidrodinamico del biorreactor

Figura 1. Diagrama de bloques del protocolo experimental para el cultivo de células en

suspension de J. mexicana en biorreactor de tanque agitado de 6 L
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4.2. Evaluacién de ocho formulaciones de medios MS para los cultivos de callos y
células en suspension de J. mexicana

4.2.1. Material biol6gico
Semillas de Jacaratia mexicana, fueron obtenidas de la reserva de esta planta en el Centro de
Desarrollo de Productos Bidticos del Instituto Politécnico Nacional (CEPROBI), en Yautepec

Morelos México.

4.2.2. Desinfeccion de semillas de Jacaratia mexicana
Las semillas se colocaron en detergente “extran” (Merk®) al 2% (v/v) durante 40 minutos, se
enjuagaron con suficiente agua destilada estéril para eliminar el detergente y se pasaron a un
vaso estéril con etanol (High Purity®) al 70% por 1 minuto. Se enjuagaron varias veces con
agua estéril para eliminar el etanol y se pasaron a una solucion de hipoclorito de sodio
(Cloralex®) al 1.25%, (cloro libre) durante 10 min. Se enjuagaron varias veces con agua estéril
para eliminar el hipoclorito de sodio. Las semillas se dejaron hidratando en un vaso de
precipitados con agua estéril aproximadamente 24 horas, en condiciones de asepsia (protocolo
de acuerdo a Oliver et al, 1999). Posteriormente se probaron otras condiciones de
desinfeccién, donde se colocaron las semillas durante 6 minutos en acido sulfarico (Reasol®)
6N, posteriormente se enjuagaron con agua corriente, para proseguir con la desinfeccién en
detergente extran al 2% (v/v) durante 20 minutos, se enjuagaron con suficiente agua destilada
estéril para eliminar el detergente y se pasaron a un frasco estéril con etanol al 70% por 2
minutos posteriormente se trataron con cloruro de benzalkonio 0.2% (Reasol®) estéril por 20

minutos y finalmente se enjuagaron varias veces con agua estéril.

4.2.3. Germinacion de semillas de Jacaratia mexicana
Del vaso de precipitados, con la ayuda de una espatula estéril se tomaron una a una las
semillas y se pasaron a tubos con medio de cultivo Knop (ver anexos), Murashige & Skoog (ver
anexos) ¥ en sales (MSY4). Posteriormente se probaron otros medios para la germinacién de
semillas que fueron: medio de cultivo MS con vitaminas B5 (MS-B5), MS% en sales con un
pretratamiento de las semillas descrito en la seccion anterior y en tierra esterilizada durante 3
horas. A cada uno de los tubos se les colocaron 3 semillas tratadas como se describe
anteriormente, los tubos se colocaron en fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad
a 27 °C hasta que la plantula alcanzé un tamafio aproximado de 12-15 cm. (protocolo de

acuerdo a Martinez, 2006).
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4.2.4. Formulacion de los medios de cultivo probados

Con el proposito de incrementar la tasa de crecimiento celular de los cultivos de callos y células
en suspension, se continud con los estudios previos acerca de encontrar la formulacién del
medio de cultivo para tal fin (Oliver Vallejo, 2009; Guzman-Reyes 2009;) y se determindé realizar
un disefio de blogues completamente al azar con las formulaciones del medio de cultivo que
dieron los mejores resultados, todos los medios de cultivo fueron formulados bésicamente con
0.5 mg/L de &cido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D) (Sigma Aldrich®), 0.25 mg/L de 6-bencil
aminopurina (BAP) (Sigma Aldrich®) 3% de sacarosa (J. T. Baker®) y 0.6% de agar noble
(Difco®); las variables a estudiar en la formulaciones del medio de cultivo MS, se presentan en
el Cuadro 1.

Cuadro 1. Medios de cultivo MS probados en el cultivo de callos y células en suspension de J.

mexicana.
MS completo en sales MS % en sales
Vitaminas B5 MS B5 MS

KH,PO, g/L 0.17 0.34 0.17 0.34 0.085 0.255 0.085 0.255

Medios de

cultivo MS-B5 MS-B5+P MS-MS MS-MS+P  MSY%-B5 MSY%-B5+P MSY%-MS  MS%-MS+P

B5: Vitaminas Gamborg’s 1000X, MS: Vitaminas Murashige & Skoog; ambas de Sigma Aldrich®

4.2.5. Establecimiento del cultivo de callos de Jacaratia mexicana
En una campana de flujo laminar, se realizaron cortes de aproximadamente de 1cm del tallo de
las plantas germinadas. Se colocaron 3 cortes de tejido en cada frasco tipo Gerber® con 20 mL
de los ocho medios MS mencionados en el Cuadro 1. Los explantes se colocaron en un cuarto
de cultivo con fotoperiodos de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y una temperatura de
26£3 °C. Se realizaron tres experimentos independientes con 10 repeticiones de cada uno de

los medios de cultivo probados.

4.2.6. Determinacion de la tasa de crecimiento en el cultivo de callos de J.
mexicana

Los callos inducidos bajo las condiciones antes mencionadas, fueron transferidos a medios de
cultivo frescos en periodos de aproximadamente tres y ocho semanas (resiembra), hasta que
estos alcanzaron un peso entre tres y cinco gramos. En cada una de las resiembras, se
determiné el peso fresco de los callos por diferencia de peso de los frascos con medio de
cultivo nuevo previo y posterior a la colocacion de los callos. Posteriormente se realizaron los

célculos correspondientes para determinar la tasa de crecimiento empleando la Ecuacion 1.
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peso final del callo (Peso fresco)
peso inicial del explante (Peso fresco)

Tasa de crecimiento = Ecuacion 1

4.2.7. Determinacion de la actividad proteolitica en el medio semisélido
Se determiné la actividad proteolitica por el método de Ortega y del Castillo (1966) y Oliver
(1999) en los medios de cultivo semisélidos donde crecieron los callos. El medio de cultivo se
disgregé con una espétula estéril, se agregaran 1 mL de cisteina (Sigma Aldrich®) 0.2M, en
regulador de fosfatos 0.05M, pH 7.6, los frascos se incubaron a 35°C, durante 15 minutos, se
agregara a cada uno de los frascos 10 mL de caseina (Sigma Aldrich®) al 1% en regulador de
fosfatos 0.05M, pH 7.6, la reaccion procedio durante tres horas a 35°C, al término de ésta se
tomaron alicuotas de 0.5 mL de la mezcla y se colocaran en 0.75 mL de acido tricloroacetico
(ATC) (J. T. Baker®) al 5%, esto se dej6 en reposo durante una hora, se centrifugaran a 6000 g
durante 20 minutos y se determiné la absorbancia a 280 nm contra un blanco de reactivos
(0.75 mL de ATC al 5% y 0.5 mL de regulador de fosfatos, 0.05M, pH 7.6). Con estas lecturas
de absorbancia se expresara la actividad proteolitica en Unidades de Tirosina (UT=ug de
Tirosina liberados h™, en las condiciones de reaccion indicadas) usando la ecuacién de una

Curva Tipo de Tirosina (ver anexos).

4.3. Preparacion del cultivo de Jacaratia mexicana en suspension

Se prepararan matraces Erlenmeyer de 125 mL, a los cuales se les agregaron
aproximadamente 50 mL de los ocho medios MS mencionados en el Cuadro 1, con 0.5 mg/mL
de 2,4-D, 0.25 mg/L BAP y 4% de sacarosa. El medio se esteriliz6 a 121 °C 20 minutos
(Morales, 2008). Se inocularon con aproximadamente de 5-10% (p/v) peso fresco de los callos
anteriormente producidos, se sometieron a agitacion a 120 rpm y fotoperiodo de 16 horas luz 8
de oscuridad a una temperatura de 25+2 °C. Se hicieron recambio de medio fresco cada tres y

siete semanas.

4.4. Determinacion de la viabilidad celular

Se adicion6 azul de tripano (ver anexos) y muestra en proporcion 1:1, colocando una alicuota
conocida en la camara de Neubauer (Marienfeld®, Alemania) y se observara al microscopio. Se
contaran todas las células, las vivas aparecieron refringentes y las muertas se tifieron de azul.

Se tomo en cuenta las diluciones (protocolo de acuerdo a Morales, 2008).

4.5. Determinacion de biomasa en los cultivos de células en suspensién

Se pesaron membranas de 0.22 pm Millipore®, se filtraron a través de ellas dos mililitros de

cultivo en suspension, los filtros se colocaron en una estufa a 60 °C, hasta que las membranas
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alcanzaron un peso constante y por diferencia de peso se calcul6 el peso seco de las células
por mililitro presentes en el medio de cultivo en suspension (protocolo de acuerdo a Morales,
2008).

4.6. Determinacion de la actividad proteolitica del cultivo en suspension

Se colocaron en microtubos (Eppendorf®) 180 uL del medio de cultivo donde crecieron las
células de J. mexicana y se adicionaran 60 yL de cisteina 0.8M en regulador de fosfatos 0.05M,
pH 7.6; las muestras se incubaron a 37 °C durante 15 minutos para activar la enzima. Se
colocaron, en microtubos, 475 uL de caseina al 1% como sustrato y se agregaran 25 uL de la
enzima activada. La actividad enzimatica se realizara por triplicado durante una hora a 37 °C,
deteniendo la reaccion con 750 pL de ATC al 5%. El testigo sélo se prepardé con 475 pL de
caseina al 1%; transcurridas las tres horas se le agregaran 750 yL ATC al 5% y 25 pL de la
enzima activada. Los tubos se dejaran en reposo durante una hora, se centrifugaran a 6000
rom durante 15 minutos y se determinara la absorbancia a 280 nm contra un blanco de
reactivos (750 pL de ATC al 5% y 500 pL de regulador de fosfatos, 0.05M, pH 7.6. Con estas
lecturas de absorbancia se expreso la actividad proteolitica en Unidades de Tirosina (UT=ug de
Tirosina liberados h™, en las condiciones de reaccién indicadas usando la ecuacién de una

Curva Tipo de Tirosina (ver anexos).

4.7. Determinacion de proteina en los cultivos en suspensién

La cantidad de proteina presente en los medios de cultivo en suspension donde crecieron las
células de J. mexicana se determiné mediante el método de Bradford (1976). Se tomaron 100
uL del medio de cultivo y se adicionaron 1000 pL del reactivo de Bradford (ver anexos);
después de 5 minutos se ley6 la absorbancia a 595 nm. La determinacién se realiz6 por
triplicado, ajustando contra un blanco de reactivos (250 uL de agua y 750 uL de reactivo de
Bradford). Con dichas lecturas se calculé el contenido de proteina mediante la ecuacion de la

recta obtenida de una curva tipo de Bradford (ver anexos).

4.8. Determinacién del consumo de sacarosa

El consumo de sacarosa se determind por el método de antrona. Se colocaran 25 pL del
sobrenadante del medio de cultivo en y se adicionaran 25 pL de una solucién de KOH al 30%.
Se colocaran en bafio de agua a ebullicion por 10 minutos y se permitié que se enfriaran a
temperatura ambiente. Posteriormente, se le adicionaron 750 uL de reactivo de antrona (Sigma
Aldrich®) que se prepararon en el momento (ver anexos) y se colocaron en un bafio a 40 °C por

10 minutos, los tubos se dejaron reposar durante 15 minutos posteriormente se leyd la
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absorbancia a 620 nm. La concentracion de sacarosa se determiné usando la ecuacién de una

curva tipo de sacarosa (ver anexos) (Van Handel, 1967).

4.9. Evaluacion del desempefio hidrodindmico del biorreactor

4.9.1. Descripcion del biorreactor de tanque agitado
Se utilizé un biorreactor New Brunwick Scientific Co Inc® (New Jersey U.S.A) de tanque agitado
mecanicamente con la flecha montada en la tapa del recipiente. Este biorreactor tuvo un
volumen nominal de 6 L con dos impulsores, los cuales fueron turbinas Rushton de seis

paletas.

Figura 2. Biorreactor de tanque agitado de 6 L, New Brunwick Scientific Co Inc® (New Jersey
U.S.A)

4.9.2. Condiciones de operacion del biorreactor de tanque agitado de 6 L para el
cultivo en suspension de J. mexicana

El biorreactor se inoculé con una concentracion de 5% de biomasa en peso fresco. El volumen
de operacion fue de 4 L y la aireacién de 0.5 vvm, la agitacion se mantendra en 229 rpm. Al
igual que para el in6culo, la toma de muestra se realizé6 cada siete dias. El biorreactor fue

alimentado con sacarosa cada siete dias para mantener la concentracion en 40 g/L.

4.9.3. Determinacion del tiempo de mezclado por el método de adicion de pulsos
El tiempo de mezclado en biorreactor se determiné conteniendo agua destilada como liquido de
prueba. La velocidad de aireacion que se empled fue de 0.5 vvm. El pH se midié cada 0.16 s
con un electrodo de pH conectado a una computadora. El flujo de aire se midi6 con un
rotametro. Para determinar el tempo de mezclado, el pH se ajusto a aproximadamente 9.5 con
NaOH 6 N y se adicioné una alicuota de HCI 6 N. El tiempo que tardo en bajar y estabilizarse el
pH, fue considerado como el tiempo de mezclado.
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4.9.4. Determinacion del niumero de potencia, la velocidad del impulsor, la
potencia suministrada, microturbulenciay las velocidades de corte en el
biorreactor de tanque agitado de 6 L

En numero de potencia (Np) se estimé graficamente para un flujo turbulento con nimero de

Reynolds de 14.6X10° como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Numero de Reynolds contra nUmero de potencia

La velocidad del impulsor (N;) se estimé a partir de la Ecuacion 2.

__N; di’p
T Ecuacién 2

Re

La potencia suministrada (P) se estimé mediante la Ecuacion 3 para flujo turbulento, donde el

namero de potencia es independiente del numero de Reynolds
P= N,N3d} Ecuacion 3
La microturbulencia (A) se estim6 mediante la Ecuacion 4.
1
v3\*
A=|— .
P, Ecuacion 4

La velocidad de corte promedio (y) en el tanque agitado de 6 L fue estimada de acuerdo a la
Ecuacion 5.

1
_ 4NPPdi2 (L+m) UsTn)
“\ m33K N

Ecuacion 5

Sanchez et al. (2006)
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4.9.5. Determinacion de la velocidad de transferenciay consumo de oxigeno

Se utilizé un biorractor de tanque agitado de 0.5L de volumen nominal, operando a un volumen
de 0.35 L, a 400 rpm, 1 vwwm y 27 °C, conteniendo un cultivo celular en suspension de J.
mexicana cuya densidad celular fue de 175 g/L en peso fresco (5% de inéculo).

Para determinar la velocidad de transferencia (VTO) y consumo de oxigeno (VCO) se emple6
el método dinamico. Se introdujo un flujo de gas (N»-CO,) hasta que se observaron valores
minimos y constantes de oxigeno disuelto en el medio de cultivo, posteriormente se introdujo
un flujo de aire y se comenzé la agitacion hasta observar valores maximos y constantes de
oxigeno disuelto, posteriormente se interrumpié la aireacion y agitacién hasta obtener valores
minimos y constantes de oxigeno disuelto en el medio. La velocidad de consumo (VCO) y la
velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) se determinaron a partir del cambio en la
concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo con respecto del tiempo después de
detener y reiniciar la aireacion respectivamente. El procedimiento se repitié varias veces en el
cual se empled un electrodo de oxigeno conectado a una computadora y se tomaron las
lecturas cada 12 segundos. Bajo estas condiciones, la ecuacién de balance de masa para
oxigeno disuelto en la fase liquida considerada con un mezclado homogéneo que se puede

describir como sigue:

dCO2 .
dt =Kpa - (C"— C)— qq, " Cx

Ecuacion 6
Al no haber transferencia de oxigeno la Ecuacion 6 se puede simplificar a:
V€O = —qq, - Cx Ecuacion 7

Al relacionar la biomasa presente con la velocidad de consumo de oxigeno se tiene:

VCco

E = — .,
VECO Cy Ecuacion 8

Al no haber consumo de oxigeno la Ecuacién 6 se puede simplificar a:
VTO =K;a:C* Ecuacion 9

Protocolo de acuerdo a Garcia-Ochoa, et al. (2010).
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4.10. Condiciones de la cinética del cultivo celular de J. mexicana en biorreactor de
tanque agitado de 6 L

4.11. Recuperacion de las proteasas de los medios de cultivo

El medio de cultivo en suspension donde crecieron las células de J. mexicana se dejé
sedimentar por aproximadamente 24 horas. Después, en condiciones de asepsia, se decanto el
sobrenadante y de éste se recuperaron las enzimas proteoliticas. Se dializé por ultrafiltracion

en una celda con una membrana de 5 kDa (Millipore®) de corte molecular, usando nitrégeno de

2
alta pureza a 2.8 kg/cm . Las muestras purificadas y el marcador de peso molecular se
analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS como se describe siguiente

seccion.

4.12. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS se realiz6 de acuerdo a Schéagger y Von
(1987). Para preparar el gel separador se utilizaron 2 mL de acrilamida-bisacrilamida (30:0.8),
3.3 mL de regulador del gel (Tris 3 My SDS 0.3%), 1.3 g de glicerol, 3.4 mL de agua destilada,
50 pL de persulfato de amonio y 8 uL de TEMED (N,N,N,N’ -tetrametilendiamina). Se vacio la
acrilamida en el molde para el gel y se dej6 polimerizar 15 minutos. Se prepar6 el gel
concentrador de acrilamida al 3%, utilizando 0.7 mL de acrilamida-bisacrilamida, 1.55 mL de
regulador del gel, 4 mL de agua destilada, 32 uL de persulfato de amonio y 8 uyL de TEMED. Se
vacié la acrilamida, en la camara de electroforesis Hoefer™ Dual Gel Caster (Amersham
Biosciences U.S.A.) se coloco el peine y se dejé polimerizar durante 20 minutos. Después, se
retird el peine, se limpiaron los pozos con papel filtro y se colocaron 20 pyL de muestra
preparada [100 uL de muestra + 5 granos de azucar + 8 pL de regulador de muestra (5 mL de
glicerol al 50%, 2 mL de SDS al 10%, 1 mL de azul de bromofenol, 1.4 mL de agua destilada y
Tris-HCI 1M, pH 6.8)].

Las muestras se corrieron a 70 mV durante la etapa de concentracion y a 90 mV durante la
etapa de separacion (durante 15 y 60 minutos, respectivamente) utilizando un regulador del
anodo (Tris 0.2 M, pH 8.9) y un regulador del catodo (Tris 0.1 M, Tricina 0.1 M y SDS 0.1%)
como amortiguadores de corrida. Para visualizar la muestra en el gel, este se sumergié en una
solucion tefiidora (acido acético 10%, azul de Coomasie G-250 1%, metanol 40% y agua
destilada) por 12 horas después el gel se enjuago con agua destilada y se sumergié en una
solucion destefidora (acido acético 10%, metanol 40% y agua destilada) durante 24 horas para

eliminar el exceso de colorante, posteriormente se digitalizo la imagen del gel.
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4.13. Caracterizaciéon bioquimica de las proteasas recuperadas de los medios de cultivos
en suspensién de J. mexicana

4.13.1.Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad enziméatica sobre BAPNA
de las proteasas recuperadas de los medios de los cultivos en suspension
de J. mexicana

Para determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética se prepararon
microtubos que contenian 0.5mL de BAPNA (Sigma Aldrich®) 10mM, en dimetil sulféxido
(DMSO) y regulador de fosfatos 0.1M, con cisteina 25mM y EDTA 25mM a pH 7. Esta solucién
se incubo a diferentes temperaturas: 25, 30, 40, 50, 55, 60 y 65°C. Posteriormente, para iniciar
la reaccion se adicionaron a los tubos con el sustrato, 0.1 mL de la solucién de enzima y a los
testigos se les afiadi6 0.1mL del mismo regulador, se mezclaron y se dejé transcurrir la
reaccién por 10 min a cada una de las temperaturas de incubacion. La reaccién se detuvo
agregando 0.25 mL de acido acético y se midi6é el incremento de absorbancia a 410nm contra
un blanco de reactivos. Para determinar el efecto del pH se prepararon microtubes que
contenian 0.5mL de BAPNA 10mM, en DMSO y regulador a los diferentes pH preparados de la
siguiente manera: pH 5.0 y 5.5 (acetatos 0.1M), pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0 (fosfatos 0.1M), pH
8.5, 9.0, 9.5 10.0 (boratos 0.1M) con cisteina 25mM y EDTA 25mM, ajustando a los diferentes
pH antes mencionados. Esta solucién se incubo a 40°C. Posteriormente, para iniciar la
reaccion se adicionaron a los tubos con el sustrato, 0.1mL de la solucién de enzima y a los
testigos se les afiadi6 0.1mL del mismo regulador, se mezclaron y se dejo transcurrir la
reaccidon por 10 minutos. La reaccién se detuvo agregando 0.25mL de acido acético y se midio

el incremento de absorbancia a 410 nm contra un blanco de reactivos (Dubois, et al. 1989).

4.13.2.Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad proteolitica de las
enzimas recuperadas de los medios de cultivos en suspension de J.
mexicana

Para determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica se tomaran 180 L
del medio de cultivo donde crecieron las células de J. mexicana y se adicionaran 60 yL de
cisteina 0.8M en regulador de fosfatos 0.05M, pH 7.6; las muestras se incubaron a 37 °C
durante 15 minutos para activar la enzima. Se colocaron en tubos eppendorf, 475 uL de
caseina al 1% como sustrato y se agregaran 25 pL de la enzima activada. La actividad
enzimatica se realizara por triplicado durante una hora a diferentes temperaturas 25, 30, 40, 50,
55, 60 y 65 °C. Para determinar el efecto del pH sobre la actividad proteolitica se tomaran 180
ML del medio de cultivo donde crecieron las células de J. mexicana y se adicionaran 60 pL de
cisteina 0.8 M en regulador de fosfatos 0.05 M, pH 7.6; las muestras se incubaron a 37 °C
durante 15 minutos para activar la enzima. Se colocaron en tubos eppendorf, 475 pL de
caseina como sustrato preparada al 1% en diferentes reguladores preparados de la siguiente
manera: pH 5.0 y 5.5 (acetatos 0.05M), pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0 (fosfatos 0.05M), pH 8.5, 9.0,
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9.5 10.0 (boratos 0.05M) y se agregaran 25 pL de la enzima activada. La actividad enzimatica
se realiz6 por triplicado durante una hora a temperatura de 37 °C, deteniendo la reaccién con
750 uL de ATC al 5%. Para las dos determinaciones anteriores el testigo sélo se prepard con
475 uL de caseina al 1%preparada como se menciona anteriormente; transcurridas las tres
horas se le agregaran 750 yL ATC al 5% y 25 pL de la enzima activada. Los tubos se dejaran
en reposo durante una hora, se centrifugaran a 6000 rpm durante 15 minutos y se determinara
la absorbancia a 280 nm contra un blanco de reactivos (750 uL de ATC al 5% y 500 uL de
regulador de fosfatos, 0.05M, pH 7.6 para cuando se determino el efecto de la temperatura y a
cada uno de los diferentes pH analizados. Con estas lecturas de absorbancia se expresara la
actividad proteolitica en Unidades de Tirosina (UT=pg de Tirosina liberados h™, en las
condiciones de reaccion indicadas) usando la ecuacion de una Curva Tipo de Tirosina (ver

anexos).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Evaluacién de los medios MS para los cultivos de callos y células en suspension
5.1.1. Germinacion de semillas de Jacaratia mexicana

Con la finalidad de obtener plantulas utilizadas para iniciar el cultivo de callos, se germinaron
semillas de J. mexicana como se describe en la seccion de materiales y métodos en el Cuadro
2 se muestran los valores de porcentaje y tiempo de germinacion obtenidos con los cuatro
diferentes medios de cultivo empleados para la germinacion de semillas de J. mexicana, donde
se puede observar que los valores de porcentaje mayores fueron con medio MSY% con el
pretratamiento de las semillas con H,SO, 6N durante 6 minutos (90%) y con tierra (73%). Sin
embargo cuando se germind en tierra estéril, con la finalidad de reducir en tiempo de
germinacion se observo una contaminacién con hongos filamentosos que crecieron en el medio
provocando la contaminacion de las plantulas, a pesar la desinfeccion de estas previo a la
inducciéon de callos, se observé contaminacién en los frascos donde se realiz6 el cultivo de
callos. Por lo tanto no es recomendable utilizar tierra ya que a pesar de tiempos largos de

esterilizacion (3 horas) las esporas de hongos permanecen viables.

Cuadro 2. Porcentaje de germinacién de los diferentes medios utilizados para la germinacion
de semillas de J. mexicana

Medio de cultivo Germinacién (%) Tiempo de germinacion (dias)
Knop 53 20
MSY4 73 13
MS-B5 30 25
*MSYa 90 12
*Tierra 85 11

* Contaminacion por hongos, **Pretratamiento de semillas con H,SO,4 6N

Con el medio MS % y realizando un pretratamiento de las semillas con H,SO,4 6N se obtuvo un
porcentaje mayor de germinacion de 60, 37 y 17% con respecto al medio MS-B5, Knop, MS%4
en sales respectivamente, en la Figura 4 se pueden observar las plantulas cultivadas en los
medios MSY%: en sales y con medio Knop. Este incremento en el porcentaje de germinacion
cuando se aplicé un pretratamiento con H,SO, 6N se debe a que la testa de la semilla es
reblandecida facilitando el paso de los nutrientes presentes en el medio de cultivo hacia el

embrion.
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Figura 4. Plantulas de J. mexicana, A) germinadas en medio MSY% con pretatamiento con
H,SO,, B) Plantulas germinadas con Medio MS¥%4, C) Plantulas germinadas con medio Knop

5.1.2. Efecto de la composicion del medio MS en la tasa de crecimiento de los
cultivos de callos de J. mexicana

Con el objetivo de obtener callos friables de J. mexicana para el posterior cultivo de células en
suspension. Se realiz6é el cultivo de callos como se describe en la seccion de materiales y
métodos. El incremento en la biomasa se determin6 como se describe en el apartado de
materiales y métodos, resembrados cada tres y ocho semanas. El Cuadro 3 muestra los
resultados obtenidos de la tasa de crecimiento de uno de los tres experimentos, donde se
puede observar un incremento con respecto al tiempo, este comportamiento es similar en los
tres experimentos realizados (los resultados de los otros dos experimentos se muestran en los
anexos).

Cuadro 3. Efecto de las diferentes formulaciones del medio MS en la tasa de crecimiento de
callos de J. mexicana

Medio de cultivo *Tasa de crecimiento **Tasa de crecimiento
MS-B5 7.3+0.8 17.6+1.1
MS-MS 6.7+0.5 18.2+0.9

MS-B5+P 11.840.9 30.3x0.5
MS-MS+P 9.9+0.4 23.3x1.0
MSY2-B5 5.4+0.6 18.5+0.2
MSY2-MS 5.5+0.7 17.5+0.5
MSY¥2-B5+P 9.1+0.8 22.5+1.1
MSY2-MS+P 8.0+0.7 20.740.9

Resultados del experimento dos, * Tres semanas de cultivo, ** Ocho semanas de cultivo,

Con el medio de cultivo MS-B5+P present6 el mayor incremento en de todos medios probados.

Se obtuvo un incremento en la tasa de crecimiento de 76, 62 y 19% en comparacion con los

medios MS-MS, MS-B5 y MS-MS+P respectivamente. En relacion a los medios de cultivo con
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la mitad de la concentracion de sales el medio MS%2-B5+P presentd valores de 68, 65y 13%
comparado con los medios de cultivo MS%-B5, MS%-MS, y MS%-MS+P respectivamente.
Martinez (2006) reportd mayores tasas de crecimiento en el cultivo de callos de J. mexicana
empleando el medio MS completo con respecto a ¥ en sales, observdndose tasas de
crecimiento similares a los 30 dias de cultivo. Con lo anterior se puede decir que el desarrollo
de las células en el cultivo de callos estid directamente relacionado a la concentracion de
nutrientes presentes en el medio MS asi como del tipo y la concentracién de reguladores de

crecimiento empleados en estos cultivos.

5.1.3. Efecto de la composicion del medio MS en la actividad proteolitica de los
cultivos de callos de J. mexicana

La actividad proteolitica de las enzimas producidas por los callos de J. mexicana se determiné
como se describe en la seccion de materiales y métodos cada tres y ocho semanas. En el
Cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos de las unidades de tirosina por litro de medio
cultivo de uno de los tres experimentos, donde se puede observar un incremento con respecto
al tiempo, este comportamiento es similar en los tres experimentos realizados (los resultados
de los otros dos experimentos se muestran en los anexos).

Cuadro 4. Efecto de la composicién del medio MS en la actividad proteolitica de las enzimas
de J. mexicana liberadas al medio de cultivo

Medio de cultivo *Actividad proteolitica (UT/L) **Actividad proteolitica (UT/L)
MS-B5 26,060.81+1,292.98 60,273.25+546.51
MS-MS 28,888.47+628.30 58,031.11+1,492.81

MS-B5+P 39,318.07+794.52 81,276.65+686.86
MS-MS+P 35,059.89+301.96 72,079.70+£380.75
MS¥2-B5 12,520.96+563.30 56,809.66+326.64
MSY2-MS 10,315.45+£100.22 44,730.35+3,417.34
MSY2-B5+P 33,989.44+447.34 68,441.20+1,835.61
MSY2-MS+P 29,385.81+2,489.35 52,403.88+2,038.82

Resultados del experimento dos, * Tres semanas de cultivo, ** Ocho semanas de cultivo,

Con el medio de cultivo MS-B5+P se obtuvo el mayor incremento en la actividad proteolitica
con relacion a todos los medios probados. Siendo dichos incrementos de 50, 36 y 12% en
comparacion con los medios MS-B5, MS-MS y MS-MS+P respectivamente. En relacion a los
medios de cultivo con la mitad de la concentracion de sales probados con el medio MS%2-B5+P
se obtuvo el mayor incremento de estos medios siendo 229, 171 y 15% comparado con los
medios de cultivo MS%2-MS, MS%2-B5 y MSY2-MS+P respectivamente.

Martinez (2006) reporta que empleando el medio MS completo en sales y 0.5 mg/L de 2,4-D
como regulador de crecimiento en el cultivo de callos se obtiene una mayor produccién de
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enzimas proteoliticas de J. mexicana liberadas, que se traduce en un incremento en la
actividad proteolitica determinada en los medios de cultivo donde crecieron dichos callos.
Barrera (2004) reporta incrementos en la actividad proteolitica en el cultivo de callos de
Bromelia hemisphaerica cuando se emplea el medio MS completo en con respecto a % en
sales.

Los resultados mencionados anteriormente muestran que existe una relaciéon directa entre la
actividad proteolitica y la composicién del medio de cultivo, ya que al aumentar dichas sales se
observan incrementos en la actividad proteolitica, ademas se puede inferir que esta vinculada

al crecimiento de los callos.

5.1.4. Efecto de la composicion del medio MS en la biomasa de los cultivos de
células en suspension de J. mexicana

Los cultivos de células en suspension de J. mexicana se realizaron como se describe en la
seccion de materiales y métodos. El incremento en la biomasa se determindé como se describe
en el apartado de materiales y métodos resembrados cada tres y ocho semanas En el Cuadro
5 se muestran los resultados obtenidos de la biomasa de uno de los tres experimentos, donde
se puede observar un incremento con respecto al tiempo, este comportamiento es similar en
los tres experimentos realizados (los resultados de los otros dos experimentos se muestran en

los anexos).

Cuadro 5. Efecto de las diferentes formulaciones del medio MS en el cultivo de células en
suspension de J. mexicana

Medio de cultivo *Biomasa (g/L)ps **Biomasa (g/L)ps
MS-B5 3.2+0.3 5.5+0.1
MS-MS 2.3x0.5 4.8+0.4

MS-B5+P 6.4+0.2 12.2+0.9
MS-MS+P 5.0+0.4 10.0+0.5
MSY2-B5 1.61+0.2 3.1+0.3
MSY2-MS 2.0+0.4 3.6+0.3
MSY%2-B5+P 3.3+0.3 6.4+£0.5
MS¥.-MS+P 4.3+0.2 8.6+0.7

Resultados del experimento dos, * Tres semanas de cultivo, ** Siete semanas de cultivo, PS:

Peso seco.

El medio de cultivo MS-B5+P presentd un incremento en biomasa de 178, 100 y 28% en
comparacion con los medios MS-MS, MS-B5, y MS-MS+P respectivamente un comportamiento

similar se observa con los medios con la mitad de la concentracion de sales. En relaciéon a los
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medios de cultivo con la mitad de la concentracion de sales; con el medio MSY%-B5+P se
observo un incremento de biomasa de 106, 65 con respecto a los medios MSY2-B5, MSY2-MS

respectivamente.

5.1.5. Efecto de la composicion del medio MS en la actividad proteolitica en los
cultivos de células en suspension de J. mexicana

La actividad proteolitica de las enzimas producidas por las células en suspensién de J.
mexicana se determind como se describe en la seccion de materiales y métodos cada tres y
siete semanas. En el Cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos de las unidades de
tirosina por litro de medio cultivo de uno de los tres experimentos, donde se puede observar un
incremento con respecto al tiempo, este comportamiento es similar en los tres experimentos

realizados (los resultados de los otros dos experimentos se muestran en los anexos).

Cuadro 6. Efecto de la composicion del medio MS en la actividad proteolitica de las enzimas
de J. mexicana liberadas al medio de cultivo

Medio de cultivo *Actividad proteolitica (UT/L) **Actividad proteolitica (UT/L)

MS-B5 102,358.82+669.16 189,789.68+5,018.72
MS-MS 100,308.42+1,969.96 162,819.05+7,026.20
MS-B5+P 186,582.90+4,014.97 375,035.34+2,007.49
MS-MS+P 174,280.50+4,684.13 338,128.16+18,067.37
MS¥2-B5 93,605.19+1,003.74 186,240.91+24,089.83
MSY.-MS 69,394.71+3,356.94 140,106.94+17,063.23
MSY2-B5+P 171,204.90+5,018.72 255,087.00+3,011.23
MSY2-MS+P 129,566.03+7,695.36 278,508.87+20,094.86

Resultados del experimento dos, * Tres semanas de cultivo, ** Siete semanas de cultivo,

El medio de cultivo MS-B5+P presentd un incremento en la actividad proteolitica de 86, 82 y
7% en comparacién con los medios MS-MS, MS-B5 y MS-MS+P respectivamente. En relacién
a los medios de cultivo con la mitad de la concentracion de sales el medio MS%-B5+P se
presentaron incrementos de la actividad de 146, 82 y 32% comparando con los medios de
cultivo MS%2-MS, MS%:-B5 y MSY2-MS+P respectivamente. Estos resultados estdn de acuerdo
con los obtenidos por Martinez (2006) quien demostré la influencia de la concentracion de
sales del medio MS en la actividad proteolitica del medio de cultivos en suspensién de J.
mexicana, indicando un incremento del 28% y 27% en la actividad proteolitica al emplear MS

completo en sales con respecto a MSY..
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5.1.6. Efecto de la composicion del medio MS en la sintesis de proteina en los
cultivos de células en suspension de J. mexicana

La concentracidn de proteina en los cultivos en suspension de J. mexicana se realizé como se
describe en la seccién de materiales y métodos cada tres y siete semanas. En el Cuadro 7 se
muestran los resultados obtenidos de la proteina excretada al medio de cultivo de uno de los
tres experimentos, donde se puede observar un incremento con respecto al tiempo, este
comportamiento es similar en los tres experimentos (los resultados de los otros dos

experimentos se muestran en los anexos).

Cuadro 7. Efecto de la composicion del medio MS en la produccién de proteina en el cultivo en
suspension de J. mexicana

Medio de cultivo *Proteina(mg/L) **Proteina(mg/L)
MS-B5 19.8+2.91 47.35+2.64
MS-MS 28.4+5.43 44.79+6.55

MS- B5+P 36.0+0.66 67.27+0.30
MS-MS+P 29.94+3.23 63.34+0.63
MSY2-B5 17.0£4.80 43.47+0.19
MSY2-MS 10.3+0.99 16.36+1.26
MS%%-B5+P 34.4+0.16 53.44+4.85
MSY2-MS+P 26.0+2.16 56.41+1.34

Resultados del experimento dos, * Tres semanas de cultivo, ** Siete semanas de cultivo, ¢ <
5%

Con el medio de cultivo MS-B5+P se presentaron incrementos en concentracion de proteina en
el medio de cultivo de 82, 26 y 20% en comparacion con los medios MS-B5, MS-MS y MS-
MS+P respectivamente. En relacion a los medios de cultivo con la mitad de la concentracion de
sales el medio MS%2-B5+P se presentaron incrementos proteina de 234, 102 y 32% comparado
con los medios de cultivo MS%2-MS, MS %2-B5 y MS ¥2-MS+P respectivamente.

5.1.7. Consumo de sacarosa en los cultivos de J. mexicana en suspension
La concentracién de sacarosa en los cultivos en suspension de J. mexicana se realizd6 como se
describe en la seccién de materiales y métodos cada tres y siete semanas. En el Cuadro 8 se
muestran los resultados obtenidos del consumo de sacarosa de uno de los tres experimentos,
donde se puede observar un consumo casi total de la sacarosa presente en el medio, este
comportamiento es similar en los tres experimentos realizados (los resultados de los otros dos

experimentos se muestran en los anexos).
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Cuadro 8. Consumo de sacarosa en los cultivos en suspension de J. mexicana

Medio de cultivo *Sacarosa (g/L) **Sacarosa (g/L)
MS-B5 37.412.5 39.81£0.1
MS-MS 36.5+3.0 39.8£0.2

MS-B5+P 35.8+24.0 39.6%0.2
MS-MS+P 35.2+3.8 39.6x0.1
MSY2-B5 36.2+£3.7 39.4+0.5
MS¥2-MS 35.324.0 39.4+0.3
MSY2-B5+P 33.3%4.2 39.7£0.1
MS¥2-MS+P 36.4+£3.1 39.2+0.6

Resultados del experimento dos, * Tres semanas de cultivo, ** Siete semanas de cultivo,

5.1.8. Efecto de la concentracion de fésforo en los cultivos celulares de callos y
suspension de J. mexicana

Con la finalidad de estudiar la influencia que tiene la concentracion de fésforo (KH,PO,)
presente en el medio de cultivo sobre la tasa de crecimiento de los callos y el incremento de la
biomasa (expresada en peso fresco) en el cultivo de callos y de células en suspension de J.
mexicana se determinaron dichos incrementos como se describe en el apartado de materiales y
métodos. En las Figuras 5 y 6 se muestran los resultados del cultivo de callos y células en

suspensién respectivamente.
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Figura 5. Efecto de la concentracion de fosforo (KH,PO,) en la tasa de crecimiento de callos de
J. mexicana

Con el medio MS-B5+P y MS-MS+P se presentaron la tasa de crecimiento mayor con respecto
a los otros medios de cultivo probados. Con el medio de cultivo MS-B5+P se presentaron
incrementos de biomasa de 119,62, 30% con respecto a los medios MS%2-B5, MS-B5, MSY%-
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B5+P, por otro lado con MS-MS+P se presentaron incrementos de 80, 47, 23% con respecto a
MSY2-MS, MS-MS, MS%-MS+P. Comparando los dos medios que tienen mayor influencia
sobre la tasa de crecimiento con MS-B5+P la tasa de crecimiento es 19% mayor que con MS-
MS+P.

Biomasa (g/L) ps
HoH

0.000 0.085 0.170 0.255 0.340 0.425

Concentracién de KH,PO, (g/L)

¢ MS-B5+P B MS-MS+P

Figura 6. Efecto de la concentracion del fosforo (KH,PO,4) en la producién biomasa de los

cultivos en suspension de J. mexicana
Con el medio MS-B5+P y MS-MS+P se presentaron los valores mas altos de biomasa con
respecto a los otros medios de cultivo probados. Con el medio de cultivo MS-B5+P se presentd
un incremento en el mismo parametro de 300,200, 194% con respecto a los medios MS%2-B5,
MS-B5, MSY2-B5+P, por otro lado MS-MS+P presentd incrementos de 150, 117, 16% con
respecto a MS%-MS, MS-MS, MSY-MS+P. Comparando los dos medios que tienen mayor
influencia sobre la tasa de crecimiento con MS-B5+P la tasa de crecimiento es 28% mayor que
con MS-MS+P.

5.1.9. Efecto de la concentracién de fosforo en la actividad proteolitica y proteina
en los cultivos celulares de callos y suspensiéon de J. mexicana

Cuando se analizan los resultados de las Figuras 7, 8 y 9 se observa que la actividad
proteolitica y la sintesis de proteina, aumenta conforme se incrementa la concentracion de
fésforo (KH,PO,) presente en el medio de cultivo y esta relacién es evidente tanto con los

medios suplementados con vitaminas B5 como MS. Aparentemente no hay una influencia
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determinante en la actividad proteolitica y la sintesis de proteina en relacion a las vitaminas

usadas en los medios de cultivo.
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Figura 7. Efecto de la concentracion de fésforo (KH,PO,) en la actividad proteolitica del medio
de los cultivos de callos de J. mexicana

Los cultivos de callos en los medios MS-B5+P y MS-MS+P presentaron los valores mas altos
de actividad proteolitica con respecto a los demas medios de cultivo probados. Los callos
cultivados en MS-B5+P mostraron incrementos de 214, 51, 16% con respecto a MS%2-B5, MS-
B5, MSY2-B5+P, por otra parte MS-MS+P presentd incrementos de 240, 21 y 19% con respecto
a MS¥%-MS, MS-MS, MS%-MS+P. Comparando los dos medios que presentan mayor influencia
sobre la actividad proteolitica, con MS-B5+P se obtiene una actividad proteolitica 12% mayor
que con MS-MS+P.
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Figura 8. Efecto de la concentracion de fosforo (KH,PO,) en la actividad proteolitica del medio
de los cultivos en suspension de J. mexicana
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Con el cultivo de células en suspension los medios MS-B5+P y MS-MS+P presentaron los
valores mas altos actividad proteolitica con respecto a los demas medios de cultivo probados.
Los callos cultivados en MS-B5+P mostraron incrementos de 99, 82, 9% con respecto a MS%-
B5, MS-B5, MSY2-B5+P, por otra parte MS-MS+P present6 incrementos de 151, 73 y 34% con
respecto a MS¥%-MS, MS-MS, MS%-MS+P. Comparando los dos medios que presentan mayor
incremento en la actividad proteolitica, con MS-B5+P las unidades de actividad proteolitica son
7% mayores que con MS-MS+P.

Como puede observarse (figura 8) aparentemente no hay una influencia determinante en
cuanto al incremento de la actividad proteolitica los cultivos, en relacién a las vitaminas usadas
en los medios de cultivo.
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Figura 9. Efecto de la concentracién de fésforo (KH,PO,) en la sintesis de proteina en los
cultivos en suspension de J. mexicana

En el cultivo de células en suspensiéon los medios MS-B5+P y MS%-B5+P presentaron los
valores mas altos actividad proteolitica con respecto a los demas medios de cultivo probados.
Los callos cultivados en MS-B5+P mostraron incrementos de 112, 81, 5% con respecto a MSY2-
B5, MS-B5, MSY¥2-B5+P, por otra parte MS-MS+P presento incrementos de 190, 15 y 6% con
respecto a MS¥%-MS, MSY2-MS+P, MS-MS. Comparando los dos medios que presentan mayor
incremento sobre la actividad proteolitica, MS-B5+P es 5% mayor que MS%2-B5+P.

El efecto de la concentracion de fosforo en los cultivos vegetales es diverso: forma parte del
mecanismo energético, en la fosforilacién y desforilacion de proteinas y enzimas, en la sintesis
de ADN, ARN Yy proteinas, etc. (Pérez et al., 2004). Los resultados mostrados anteriormente

indican una influencia determinante en la sintesis de proteina y en la actividad proteolitica asi
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como de la tasa de crecimiento que se expresa como incremento de biomasa en el cultivo de
callos y células en suspension de J. mexicana, un efecto similar se observé en los cultivo de:
suspensién de Silene vulgaris (2005), Oryza sativa (Shih y Kao, 1996), Panax ginseng y Panax

guinquefolium (Liu y Zhong, 1998) y ginseng (Zhang y Zhong, 1997; Liu y Zhong 1998).

5.2. Evaluacién del desempefio hidrodindmico del biorreactor de 6 L en cultivo celular
de J mexicana

Para desarrollar la ingenieria del biorreactor y optimizar el proceso de produccion de proteasas,
es necesario conocer el desempefio hidrodinamico del biorreactor, evaluado a nivel laboratorio.
Con la finalidad de determinar las condiciones de operacion del biorreactor de tanque agitado
de 6 L para llevar a cabo el cultivo de células en suspension de J. mexicana a un volumen
mayor se estimaron diversos parametros hidrodinamicos, que seran comparados con los
resultados obtenidos en investigaciones previas donde se empleo un biorreactor de tanque
agitado de 0.5 L.

5.2.1. Determinacién del numero de potencia, la velocidad del impulsor, la
potencia suministrada y las velocidades de corte en el biorreactor de tanque
agitadode 6 L

Existen diversas ecuaciones que sugieren que, en fluidos Newtonianos, la velocidad de corte
promedio y maxima depende de las propiedades fisicoquimicas y mecanicas del cultivo y las
propiedades fisicas y mecanicas del biorreactor en flujos laminares y turbulentos,
respectivamente. Sanchez et al. (2006) correlacionaron valores de la velocidad de corte
promedio del impulsor con la velocidad rotacional de éste. Se llevo a cabo dicha correlacién y

los valores obtenidos de la estimacion de dichos pardmetros se muestran en el Cuadro 14.

Cuadro 9. Velocidad del impulsor, potencia suministrada, velocidad de corte, microturbulencia
y tiempo de mezclado empleados para el cultivo de células en suspension de J. mexicana

Velocidad Volumen _ ) Tiempo
Potencia Velocidad ) ) de
Bi . del de nistrad q . Microturbulencia
iorreactor suministrada e corte
impulsor operacion 4 (um) mezclado
(WIL) (s (s)
(rpm) (L)
Tanque
agitado 400 0.4 0.215 274 46 16.5
0.5L
Tanque
agitado 257 4.0 0.079 275 52 9.4
6.0L
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5.2.2. Velocidad de transferenciay consumo de oxigeno
La velocidad de transferencia y consumo de oxigeno de las células de J. mexicana se
determino como se describe en el apartado de materiales y métodos. La Figura 5 muestra los
resultados de la concentracién de oxigeno con respecto del tiempo, donde se puede observar
gue el descenso en la concentracion de oxigeno se comporta de forma lineal durante el periodo

de tiempo de la prueba.
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Figura 5. Cambio de la concentracion de oxigeno disuelto durante la realizacion del método

dinamico para determinar el consumo de oxigeno del cultivo de J. mexicana.

La velocidad del consumo de oxigeno fue de 9.4 x 10™ g/Lh, siendo la velocidad especifica de
consumo de oxigeno de 0.3 x 10 g/gh. El valor de la velocidad especifica de consumo de
oxigeno para las células de J. mexicana en cultivos en suspension, es dieciséis veces menor a
la reportada para el cultivo de hibridomas 4.8 x 10° g/gh y de un orden menor al del hongo
Penicillium chrysogenum, que corresponde a 5.12 x 10? g/gh. Con respecto a organismos
unicelulares como las levaduras y las bacterias, se tiene una diferencia de uno y de dos a
nueve drdenes respectivamente, es decir, de 3.2 x 10 g/gh para Candida bombicola NRL Y-
17069 y de 6.08 x 102 g/gh para Phaffia rhodozyma ENMS 1100; de 9.92 x 10 g/gh para
Bacillus acidocaldarius NRC-207 F y de 7.36 x 10" g/gh para Escherichia coli K10a. La
velocidad especifica de consumo de oxigeno del cultivo celular de J. mexicana es comparable
con la reportada por Kieran, et al. (1997) para cultivos de células vegetales que se encuentra
en el orden de 10 g/gh. Sin embargo, es menor de dos a tres 6rdenes con respecto a la
velocidad de consumo de oxigeno por litro de medio de cultivo reportado por Hellwig, et al.

(2004) para cultivo de células vegetales en suspension (3.2 x 102 - 1.12 x 10 (g/Lh).
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Figura 10. Determinacion de la velocidad de transferencia y consumo de oxigeno en el cultivo
en suspension de J. mexicana

5.3. Cultivo en suspension de J. mexicana en biorreactor de tanque agitado de 6 L

Se inicié el cultivo en el biorreactor de tanque agitado con volumen nominal de 6 L New
Brunwick Scientific Co Inc® con un volumen de operacién de 4L, el cual se inocul6 con 190.5 g
de biomasa en peso fresco (5.0% de inéculo). EI medio utilizado fue el MS-B5+P (0.50 mg/L de
2,4-D + 0.25 mg/L de BAP) y con 4% de sacarosa ajustado a pH 5.7, el biorreactor se mantuvo
bajo fotoperiodo de 16 horas de luz natural y se mantuvo a 27 °C usando una chaqueta de
calentamiento. Iniciado el cultivo, se muestreé a tiempo cero y cada semana asimismo se
adicion6 sacarosa estéril para mantener la concentracion de sacarosa constante cada semana.
A las muestras se les determiné viabilidad celular, biomasa, actividad proteolitica, proteina y

sacarosa residual, por la metodologia anteriormente descrita.

Figura 11. Biorreactor de tanque agitado de 6 L, New Brunwick Scientific Co Inc® con cultivo de
celulas de J. mexicana.

5.3.1. Produccién de biomasa del cultivo celular de J. mexicana en biorreactor de

tanque agitado de 6 L

Con la finalidad de comparar el desempefio hidrodindmico del biorreactor de tanque agitado de
6 L con el de 0.5L (Morales 2009) en la produccién de biomasa y de enzimas proteoliticas por
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cultivos celulares de J. mexicana, se realizé el cultivo en suspensién como se describe en el
apartado 4.9.2 de materiales y métodos. El cultivo se inicio con una biomasa de 190.5 g/L (5%)
y el incremento en la biomasa se determiné como se describe en el apartado 4.5 de materiales

y métodos.
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Figura 12. Cinética de biomasa del cultivo celular en suspensién de J. mexicana en biorreactor

de tanque agitado de 6 L

En la Figura 12 se puede observar un aumento ascendente del crecimiento celular determinado
en peso fresco durante los 21 dias de cultivo, obteniéndose aproximadamente un incremento
de 1.5 veces en la biomasa a los 21 dias de cultivo con respecto del tiempo cero. Bajo
condiciones de microturbulencia de 52 um y esfuerzo de corte de 275 s se obtuvo un
incremento de biomasa de 2.4 veces con respecto a condiciones similares al mismo cultivo en
un biorreactor de 0.5L a los 28 dias de cultivo reportado por Garnica et, al (2009). Aunque las
condiciones de operacion no son similares a las empleadas en este trabajo, se observa un
incremento de la biomasa de 4.2 veces con respecto al cultivo celular en suspension de J.
mexicana en un biorreactor de tanque agitado de 3L (volumen de operacion 0.8L) a 400 rpm

con una velocidad de corte de 315 s™ y 20 dias de cultivo; (Morales, 2008).

También se evaluo la viabilidad de dicho cultivo celular encontrandose que se mantiene de 85
a 90% la viabilidad durante los 21 dias de cultivo, estos resultados son similares a los
obtenidos en cultivos celulares de J. mexicana por Morales (2008) y Garnica (2009) 80 a 85%.
Con lo cual se puede decir que las células son capaces de resistir condiciones de

microturbulencia de 52 pm y velocidades de corte de 275 s™ con crecimiento celular (figura 12)
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y produccion de enzimas proteoliticas (figura 13). Ademas se observé que no hubo
modificaciones morfolégicas de las células (Figura 13) resultado que esta de acuerdo a lo
reportado por Garnica et. al (2009) en un biorreactor de tanque agitado de 0.5L a 400 rpm.

-~ =

Figura 13. Imagenes de células de J. mexicana por microscopio optico 10X

5.3.2. Sintesis de proteina durante el cultivo en suspension de J. mexicana en

biorreactor de tanque agitado de 6 L

Con la finalidad de realizar la cinética de produccién de enzimas por cultivos celulares de J.
mexicana, se realizd el cultivo en suspension como se describe en el apartado 4.9.2 de
materiales y métodos. El incremento en la concentracién de proteina se determiné como se

describe en el apartado 4.7 de materiales y métodos.
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Figura 14. Cinética de la sintesis de proteina por cultivos celulares en suspension de J.

mexicana en biorreactor de tanque agitado de 6 L
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Con el biorreactor de 6 L se obtuvieron valores muy similares de proteina, a lo reportado por
Garnica et, al (2009) a los 21 dias del cultivo celular en un biorreactor de 0.5L bajo condiciones
de microturbulencia de 52 pm y esfuerzo de corte de 275 s™.

Aunque las condiciones de operacion no son similares con las empleadas en este trabajo, se
observa un decremento de la proteina de aproximadamente 2.6 veces con respecto al cultivo
en suspension de J. mexicana en un biorreactor de tanque agitado de 3L (volumen de
operacion 0.8L) a 400 rpm y velocidad de corte de 315 s™ a 20 dias de cultivo (Morales, 2008).
Cabe hacer notar que aunque en la presente investigacion se obtuvo una concentracion menor

de proteina la actividad proteolitica fue mayor 19 veces.

5.3.3. Actividad proteolitica durante el cultivo en suspension de J. mexicana en

biorreactor de tanque agitado de 6 L

El cultivo en suspension de J. mexicana se realiz6 como se describe en el apartado 4.9.2 de
materiales y métodos. Con la finalidad de realizar la cinética de la actividad proteolitica de las
enzimas presentes el medio de cultivo, la actividad proteolitica se determiné como se describe

en el apartado 4.6 de materiales y métodos.
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Figura 15. Cinética de la actividad proteolitica de las enzimas sintetizadas a partir del cultivo en

suspension de J. mexicana en biorreactor de tanque agitado de 6 L

Bajo en condiciones de microturbulencia de 52 pm y esfuerzo de corte de 275 s™ similares al
biorreactor de 0.5L se obtuvo un incremento en la actividad proteolitica de 3.9 veces con

respecto a lo reportado por Garnica et, al (2009) a los 28 dias de cultivo.

Aunque las condiciones de operacion no son similares con las empleadas en este trabajo, se

observa un incremento de la actividad proteolitica de aproximadamente 19 veces con respecto
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al cultivo en suspension de J. mexicana en un biorreactor de tanque agitado de 3L (vol de
operacion 0.8L) a 400 rpm y velocidad de corte de 315 s™ a 20 dias de cultivo (Morales, 2008).

5.3.4. Consumo de sacarosa durante el cultivo en suspension de J. mexicana en

biorreactor de tanque agitado de 6 L

El cultivo de células en suspension de J. mexicana en biorreactor de tanque agitado de 6 L se
realiz6 como se describe en la seccion 4.9.2, el consumo sacarosa (como fuente de carbono)
se realiz6 como se describe en la seccion 4.8 de materiales y métodos, posterior a esta
medicion cada siete dias se procedié a adicionar la sacarosa consumida para mantener una
concentracion de 40 g/L de sacarosa.4.9.1
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Figura 16. Consumo de sacarosa en durante el cultivo en suspension de J. mexicana en
biorreactor de tanque agitado de 6 L

5.4. Consumo de Oxigeno en el cultivo celular de J. mexicana en biorreactor de tanque
agitadode 6L

El consumo de oxigeno se determino como se describe en la seccion 18 de materiales y
métodos. Observandose que no varié significativamente durante el cultivo manteniéndose

practicamente constante (9.4 x 10 2.0 x 10™g/Lh) durante los 21 dias de cultivo.

5.5. Determinacion del pH del cultivo celular de J. mexicana en biorreactor de tanque
agitadode 6L

Se determino el pH del cultivo celular de J. mexicana durante 21 dias observandose que no

varié significativamente durante el cultivo y el pH se mantuvo practicamente constante a
5.70+1.0.
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5.6. Recuperacién y caracterizacion de las enzimas producidas en cultivos en
suspension
5.6.1. Recuperacion de las proteasas de los medios de cultivo en suspension de J.

mexicana

La recuperacion de las enzimas proteoliticas de J. mexicana a partir de los cultivos en
suspension se realiz6 como se describe en el apartado 4.10 de materiales y métodos. En la
figura 3 se observa un esquema del proceso de recuperacion de las enzimas producidas por

cultivos en suspensién de J. mexicana.
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Figura 17. Diagrama del proceso de recuperacion de las enzimas proteoliticas del medio de los

cultivos en suspensién de J. mexicana.
En el Cuadro 15 se puede observar los datos de proteina y de la actividad proteolitica al inicio y
al final del proceso de recuperacion.

Cuadro 10. Valores de volumen, proteina y actividad proteolitica de los medios de cultivo
recuperados y concetrados por ultrafiltracion

Volumen (mL) Proteina (ug/mL) Actividad proteolitica (UT/L)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
610 13 25.3 189.5 130,794.70 119,220.20
500 145 112.2 802.1 45,433.10 122,113.80
500 13.5 45.5 303.3 190,113.80 253,773.30
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5.6.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS
Con la finalidad de conocer la composicion de proteinas en el medio del cultivo de células en
suspension de J. mexicana asi como el PM de las enzimas producidas y recuperadas de dichos
medios, se realizd la electroforesis en gel de poliacrilamida SDS como se describe en el
apartado 4.12 de materiales y métodos. En la Figura 18 se muestra el gel de electroforesis de
las muestras de las enzimas recuperadas de los medios de cultivo en suspension de J.
mexicana.
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Figura 18. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% con SDS. Carril 1) Marcador de peso
molecular de 26.6 a 180 kDa. Carriles 2 y 3) Medio de cultivo en donde crecieron las células
de J. mexicana.

5.6.3. Caracterizacion bioquimica de las proteasas recuperadas de los medios de
cultivos en suspension de J. mexicana

5.6.3.1. Efecto del pHy latemperatura en la actividad proteolitica
Con el propésito de conocer el efecto del pH y la temperatura en la actividad proteolitica de las
enzimas recuperadas de los medios de los cultivos en suspensién de J. mexicana, se realiz6 la
determinacion del pH y temperatura optima como se describe en la seccién de materiales y
métodos, en la Figura 3 se muestra la actividad proteoliticas en unidades de tirosina por litro,
producidas por la hidrélisis de las enzimas proteoliticas sobre el sustrato (caseina). Se puede
observar que la actividad proteolitica aumenta hasta alcanzar un méaximo hasta pH de 7.5y

posteriormente se observa un descenso gradual de la actividad proteolitica. A pH 10 se
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conserva un 74% y a pH de 5.5 se conserva un 50% de la actividad proteolitica con respecto al

pH optimo de esta enzima (pH 7.5).
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Figura 19. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica de las proteasas recuperadas de los
medios de cultivos en suspension de J. mexicana.

Los datos obtenidos en este trabajo de pH optimo para las proteasas recuperadas del cultivo
de células en suspension de J. mexicana son muy similares a los obtenidos por Feijoo-Siota y
Villa (2010) reportando un pH 6ptimo para papaina y bromelaina de 7.0 y 7.5 respectivamente
empleando como sustrato caseina; del mismo modo Cormier et al. (1989) reporta un pH éptimo
para ficina de 7.0 sobre el mismo sustrato mencionado anteriormente.

Con respecto al efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica de las enzimas de J.
mexicana en la Figura 4 se presentan los resultados de las unidades de tirosina por litro
obtenidos a diferentes temperaturas, donde se puede observar que a una temperatura de 25y
60 °C se conserva un 10 y 50% de la actividad proteolitica, con respecto a la temperatura
Optima de 40 °C.
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Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de las proteasas recuperadas
de los medios de cultivos en suspension de J. mexicana.

Los datos obtenidos en este trabajo de temperatura optima para las proteasas recuperadas del
cultivo de células en suspension de J. mexicana son muy similares a los obtenidos por Feijoo-
Siota y Villa (2010) reportando una temperatura éptima para papaina y bromelaina de 60 y
65°C respectivamente empleando como sustrato caseina; del mismo modo Cormier et al.
(1989) reporta un pH Optimo para ficina de 25 sobre el mismo sustrato mencionado
anteriormente.

La similitud en estos parametros (pH y temperatura) se debe a que todas enzimas proteoliticas
mencionadas anteriormente son proteasas cisteinicas obtenidas ya sea de latex y/o de cultivos

de callos y células en suspension de plantas pertenecientes a la familia de las caricaceas.

5.6.3.2. Efecto del pHy latemperatura en la actividad enziméatica sobre BAPNA
El efecto del pH y la temperatura en la actividad enzimatica de los cultivos en suspension de J.
mexicana se realizé como se describe en la seccién 4.13.1. En las figuras se muestran los
resultados de los moles de sustrato trasformados por moles de enzima por segundo a diferente
pH y temperatura, respectivamente. Se puede observar que la actividad proteolitica aumenta
con forme aumenta el pH hasta el valor de 6.0 donde se presenta la mayor actividad
enzimatica, posteriormente se observa un descenso en este parametro. A pH 5.0 y 10.0 se

observé que se conserva el 57% y 14% de la actividad enzimatica, respectivamente.
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Figura 21. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica de las proteasas recuperadas de los
medios de cultivos en suspension de J. mexicana.

Con respecto al efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica, en la figura 21 Se
puede observar que la actividad enzimatica aumenta proporcionalmente al incremento de la
temperatura hasta 55 °C, posteriormente se observa un descenso inversamente proporcional al

aumento de la temperatura. A 25y 70 °C se conserva un 37 y 70% de la actividad enzimatica,

respectivamente.
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Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de las proteasas recuperadas
de los medios de cultivos en suspension de J. mexicana.

43



6. CONCLUSIONES

El medio de cultivo que presento mayor porcentaje de germinacion de las semillas de J.

mexicana fue el MS% en sales y pretratamiento con acido sulfurico.

El medio MS-B5+P presento las mayores tasas de crecimiento y de actividad proteolitica en los

cultivos de callos de J. mexicana, con respecto a los demas medios probados.

El medio MS-B5+P presentd incremento en biomasa, proteina y actividad proteolitica en los

cultivos en suspensién de J. mexicana, con respecto a los demas medios probados.

Se observo una correlacién directa con incremento en biomasa, sintesis de proteina y en la
actividad proteolitica de los cultivos celulares de J. mexicana al incrementar la concentracién de

fosforo (de 0.5, 1.0, 1.5y 2 veces) en el medio de cultivo MS.

Aparentemente no se observa una influencia determinante en la tasas de crecimiento y en la
actividad proteolitica de los cultivos de callos y de células en suspension de J. mexicana con

respecto al tipo vitaminas B5 o MS usadas en el medio de cultivo.

La velocidad de transferencia de oxigeno con y sin aireacion (1.3 X 10™ g/Lhy 0.7 X 10 g/Lh)
es mayor a la velocidad de consumo de oxigeno de las células en suspension de J. mexicana
(9.4 x 10™ g/Lh)

El cultivo celular de J. mexicana en biorreactor de tanque agitado de 6 L se mantuvo durante
21 dias, con desarrollo celular y sintesis de enzimas proteoliticas en condiciones de

microturbulencia de 52 pm y esfuerzo de corte de 275 s™.

La caracterizacién bioguimica de las enzimas proteoliticas producidas en cultivos celulares de
J. mexicana y recuperadas del medio de cultivo mostro lo siguiente:

El pH y temperatura éptimos de actividad proteolitica sobre caseina fueron de 7.5y 40 °C
respectivamente.

El pH y temperatura Optimos de actividad enzimética sobre BAPNA fueron de 6.0 y 40 °C
respectivamente.

El PM estimado por electroforesis en gel de poliacrilamida de la proteasa(s) fue de aprox 24
kDa similar al de proteasas mexicana y quimomexicaina purificadas del latex del fruto de J.
mexicana

44



7. PERSPECTIVAS

Optimizar la produccion de biomasa y de enzimas proteoliticas en el biorreactor de 6 L,

mediante la modificacion de parametros hidrodinamicos en el biorreactor de 6 L.

Disefiar un sistema de recuperacion de las enzimas proteoliticas acoplado al biorreactor de
produccién.

Investigar la inmovilizacién celular con alginato de sodio como soporte, con el objetivo de

incrementar la produccién de enzimas proteoliticas en biorreactor.

Disefiar un sistema de recuperaciéon mas eficiente de las enzimas proteoliticas producidas in

vitro.

Recuperacion de las enzimas proteoliticas intracelulares.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Resultados de la tasa de crecimiento para los otros experimentos
realizados en el cultivo de callos de J. mexicana
Cuadro 15. Efecto de las diferentes formulaciones del medio MS en la tasa de crecimiento de

callos de J. mexicana

Medio de cultivo *Tasa de crecimiento **Tasa de crecimiento
MS - B5 6.2 17.4
MS - MS 5.8 17.6
MS -B5+P 8.4 28.1
MS - MS + P 6.0 22.7
MS 1/2 - B5 4.4 17.7
MS 1/2 - MS 4.9 14.1
MS 1/2 -B5+P 8.3 18.2
MS 1/2-MS +P 7.1 18.8

Resultados del experimento uno, * Tres semanas de cultivo, ** Ocho semanas de cultivo, o <
5%

Cuadro 16. Efecto de las diferentes formulaciones del medio MS en la tasa de crecimiento de

callos de J. mexicana

Medio de cultivo *Tasa de crecimiento **Tasa de crecimiento
MS - B5 3.3 7.4
MS - MS 3.1 6.6
MS -B5+ P 7.1 18.3
MS-MS + P 6.9 13.0
MS 1/2 - B5 3.3 9.0
MS 1/2 - MS 3.3 8.3
MS 1/2 -B5 + P 4.4 8.3
MS 1/2-MS +P 4.5 9.2

Resultados del experimento tres, * Tres semanas de cultivo, ** Ocho semanas de cultivo, o <
5%
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Resultados de la actividad proteolitica para los otros experimentos
realizados en el cultivo de callos de J. mexicana
Cuadro 17. Efecto de la composicion del medio MS en la actividad proteolitica de las enzimas

de J. mexicana liberadas al medio de cultivo

Medio de cultivo *Actividad proteolitica (UT/L) *Actividad proteolitica (UT/L)

MS - B5 10,871.14 42,176.61

MS - MS 20,328.82 46,528.01
MS -B5 + P 43,705.85 61,377.46
MS - MS + P 28,920.42 59,607.70
MS 1/2 - B5 16,611.42 48,627.04
MS 1/2 - MS 6,738.51 46,631.92
MS 1/2 -B5+P 25,617.47 54,819.55
MS 1/2 - MS + P 29,098.36 56,723.61

Resultados del experimento uno, * Tres semanas de cultivo, ** Ocho semanas de cultivo, o <
5%

Cuadro 18. Efecto de la composiciéon del medio MS en la actividad proteolitica de las enzimas

de J. mexicana liberadas al medio de cultivo

Medio de cultivo *Actividad proteolitica (UT/L) **Actividad proteolitica (UT/L)

MS - B5 14,143.17 25,651.76

MS - MS 14,605.19 24,405.46
MS -B5 + P 20,300.22 42,872.10
MS -MS + P 16,473.23 34,956.54
MS 1/2 - B5 13,181.08 25,030.25
MS 1/2 - MS 11,920.32 27,110.37
MS 1/2 -B5+ P 14,802.27 28,231.36
MS 1/2-MS + P 11.709.08 28,954.04

Resultados del experimento tres, * Tres semanas de cultivo, ** Ocho semanas de cultivo, o <

5%
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Resultados de biomasa para los otros experimentos realizados

en el cultivo de células en suspensiéon de J. mexicana

Cuadro 19. Efecto de las diferentes formulaciones del medio MS en el cultivo de células en

suspension de J. mexicana

Medio de cultivo *Biomasa (g/L)ps **Biomasa (g/L)ps
MS - B5 2.5 4.0
MS - MS 2.0 4.2
MS-B5+P 2.9 7.0
MS-MS + P 3.0 5.8
MS 1/2 - B5 2.6 3.6
MS 1/2 - MS 2.2 3.7
MS 1/2-B5+P 2.6 4.4
MS 1/2 - MS + P 2.7 4.6

Resultados del experimento uno, * Tres semanas de cultivo, ** Siete semanas de cultivo, PS:

Peso seco, 0 £ 5%

Cuadro 20. Efecto de las diferentes formulaciones del medio MS en el cultivo de células en

suspensiéon de J. mexicana

Medio de cultivo *Biomasa (g/L)ps **Biomasa (g/L)es
MS - B5 1.9 1.7
MS - MS 1.0 2.7
MS-B5+P 5.1 7.4
MS -MS +P 3.7 6.1
MS 1/2 - B5 0.6 4.3
MS 1/2 - MS 1.2 1.4
MS1/2-B5+P 3.0 5.1
MS 1/2 - MS + P 3.0 4.7

Resultados del experimento tres, * Tres semanas de cultivo, ** Siete semanas de cultivo, PS:

Peso seco, 0 £ 5%
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Resultados de actividad proteolitica para los otros experimentos

realizados en el cultivo de células en suspension de J. mexicana

Cuadro 21. Efecto de las diferentes formulaciones del medio MS en el cultivo de células en

suspension de J. mexicana

Medio de cultivo  Actividad proteolitica(UT/L) Actividad proteolitica(UT/L)

MS - BS 49,844.04 111,899.61

MS - MS 104,920.91 206,533.41
MS-B5+P 134,872.00 283,186.79
MS-MS +P 120,038.66 278,928.27
MS 1/2 - B5 41,327.00 105,275.25
MS 1/2 - MS 46,721.12 88,714.33
MS 1/2-B5+P 128,484.73 207,952.92
MS 1/2 - MS + P 126,994.24 199,435.88

Resultados del experimento uno, * Tres semanas de cultivo, ** Siete semanas de cultivo, PS:

Peso seco, 0 £ 5%

Cuadro 22. Efecto de las diferentes formulaciones del medio MS en el cultivo de células en

suspensiéon de J. mexicana

Medio de cultivo  Actividad proteolitica(UT/L)

Actividad proteolitica(UT/L)

MS - B5 85,933.42 142,748.91

MS - MS 26,080.60 123,651.05
MS-B5+P 178,593.40 335,897.72
MS-MS +P 161,296.01 313,761.56
MS 1/2 - B5 81,303.63 129,293.60
MS 1/2 - MS 60,340.99 150,561.67
MS 1/2-B5+P 118,213.30 245,616.93
MS 1/2-MS + P 137,761.28 252,561.60

Resultados del experimento tres, * Tres semanas de cultivo, ** Siete semanas de cultivo, PS:

Peso seco, 0 £ 5%
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ANEXO 2. Composicién de medios de cultivos

Medio Knop
Reactivo g/L
Mg SO, - 7H,0 0.2
KNO; 0.2
KH,PO, 0.2
CaNO; - 4H,0 0.8
Agar 5.0
pH 55

Composicion del medio Murashige & Skoog (MS)

Macronutrientes “Micronutrientes
Reactivos (mg/L) Reactivos (mg/L)
NH4NO; 1650 Kl 0.83
KNO; 1900 H3BO; 6.2
CaCl,-H,0 440 MnSQO,-4H,0O 22.3
MgSQO,4-2H,0 370 ZnS0,4-4H,0 8.6
KH,PO, 170 NaMoOs-2H,0 0.25
NaH,PO,-H,O 85 CuS0,-5H,0 0.025
CoCl,-6H,0 0.025
Na,EDTA-2H,0 37.2
FeSO,-7H,0 27.8

ANEXO 2. Preparacion de reactivos

Solucion de Azul de Tripano
Azul de Tripano al 20 % en PBS (Azul de tripano solucién Sigma T-8154, Solucion 0.4%,
preparada en 0.81 % de NaCl y 0.6% de fosfato de potasio dibasico), PBS (regulador de
fosfatos: 8.75¢g/L NaCl, 2.25g/L Na,HP Oy, 0.2g/L KH,POy4, 0.2g/L KCla pH 7.2 - 7.3).

Reactivo de Antrona
ANTIONAL ..t 150 mg
Acido SUIFArCO dilUidO........eeeeeeee e e e 100 mL

Se disolvid la antrona en acido sulfarico diluido (70 mL de acido sulfirico y 36 mL de agua).
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Reactivo de Bradford

Azul brillante de Coomasie G-250..........ccccvivreeeeiiiiiiiiieeeenn. 100 mg
Etanol @l 95%0.......ccooeeiiiii e s 50 mL
Acido foSTOrico al 85% (P/V)....ccvvevveeeeerieeeieeeeeeriee e 100 mL

Los 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 se disolvieron en 50mL de etanol al 95%. A
esta solucion se le afiadiran 100 mL de acido fosférico al 85% (w/v). La solucién resultante se
aforara a un volumen final de 1 L. Las concentraciones finales en el reactivo son 0.01% (p/v)

del colorante, 4.7% (p/v) de etanol y 8.5% (p/v) de acido fosforico.

AlbUdmina bovina (200 ug/mL)
AlBUMING DOVINA.....ciiiiiiiiiie e 0.01g
Agua destilada..........ouuviiiiiiiii e 50 mL

ANEXO 3. Curvas tipo
Curvatipo parala determinacién de actividad enzimatica por el método de Ortega y Del
Castillo
A partir de una solucion 500 M de tirosina (la solucién contiene 2 partes de regulador de
fosfatos pH 7.6 y 3 partes de ATC 5%). Se hara una curva tipo con 10 diferentes alicuotas (0.3,
0.6,09,1.2,15,1.8, 2.1, 2.4, 2.7 y 3.0 mL) de la solucién de tirosina, adicionando la mezcla
de regulador-ATC para llevar a un volumen final de 3.0 mL, y se efectuara la lectura de

absorbancia a 280 nm. Se elaborara la curva por triplicado.

0.700

0.600 -

0.500 -

0.400 -

0.300 -

Absrobancia

0.200 -

y =0.0012x + 0.0093

0.100 R? = 0.9995

0.000
0 100 200 300 400 500 600

pumoles/L

Figura 6. Curva tipo tirosina por el método de Ortega y Del Castillo
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Curvatipo parala determinacién de proteina por el método de Bradford

La curva tipo para la determinacion de proteina por el método de Bradford se construy6 de

acuerdo al cuadro mostrado a continuacion:

Cuadro 23. Elaboracion de la curva tipo de proteina por el método de Bradford.

BSA 200 pg/mL (mL)

0

0.05

0.1

0.15

0.20

0.25

Agua destilada (mL)

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.0

Reactivo de Bradford (mL)

0.75

0.75

0.75

0.75

0.75

0.75

Concentracion de BSA
(Mg/mL)
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20
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0.900 -
0.800 -
0.700 -
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0.500 -
0.400 -
0.300 -
0.200 -
0.100 -
0.000 &

Absorbancia

y = 0.0086x + 0.0648
R?=0.9816
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ug/mL

80
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Figura 7. Curva tipo de proteina por el método de Bradford
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Curvatipo parala determinacién de sacarosa por el método de la antrona

La curva tipo para la determinacion de sacarosa por el método de la antrona se construira de

acuerdo al cuadro mostrado a continuacion:

Cuadro 24. Elaboracion de la curva tipo de sacarosa por el método de la antrona.

Sacarosa (mL) 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Agua destilada (mL) 0.023 0.021 0.019 0.017 0.015
KOH (mL) 0.025

Se realizara la curva tipo usando cada una de las diluciones indicadas en el cuadro ¢??? por

triplicado. Se agregara KOH e incubar durante de 10 minutos a ebullicion. Se dejara enfriar a

temperatura ambiente y se adicionara el reactivo de la antrona, incubar a 40° C durante 10

minutos. Se dejara enfriar a temperatura ambiente y se leera la absorbancia a 620 nm. Se

calcular la ecuacién de la recta.

Absorbancia 620 nm

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

y =0.0076x + 0.0081
R?=0.9989

40

60 80 100

Sacarosa [pug/mL]

Figura 8. Curva tipo sacarosa por el método de Van Handel
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