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Cultivos celulares de J. mexicana en tres tipos de biorreactores para la produccion de enzimas proteoliticas

RESUMEN

La Jacaratia mexicana es una planta de la familia de las Caricaceas, la cual produce
enzimas proteoliticas capaces de competir favorablemente en procesos industriales
donde se utiliza la papaina. Ademas, estas proteinasas presentan otras actividades
como la accion mitogénica y angiogénica en mamiferos. Dada su importancia cientifica
e industrial, es de interés la produccion de dichas enzimas. Debido a que esta planta
silvestre produce frutos sélo una temporada al afo, una alternativa para disponer de
una produccion constante de estas enzimas es el cultivo de células en suspension de J.

mexicana.

En este trabajo se realizd el cultivo de células de J. mexicana en tres tipos de
biorreactores de 0.5 L: airlift, columna de burbujeo y tanque agitado magnéticamente.
Ademas se usé un tanque con agitacion mecanica de 3.0 L. Se estudié el efecto del
desempeno hidrodinamico de éstos en la produccion de enzimas proteoliticas, en el
crecimiento celular, consumo de sacarosa, viabilidad y la morfologia celular de los

cultivos de J. mexicana.

El crecimiento de biomasa de los cultivos celulares de J. mexicana fue 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
(aproximadamente 84%) en los tres tipos de biorreactores bajo las condiciones
hidrodinamicas estudiadas. Las velocidades de corte generadas en las condiciones de
operacién de los tres biorreactores estuvieron en el intervalo de 13 a 400 s™'; estas
velocidades no provocaron disminucion 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 dentro de las condiciones estudiadas.
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ABSTRACT

Jacaratia mexicana belongs to the family Caricaceae, which produces proteolytic
enzymes capable to compete with papain in industrial processes. In addition, these
proteases have another properties such as mitogenic and angiogenic activities in
mammals. Because of its scientific and industrial importance, the production of such
enzymes is important. This wild plant produces fruits only one season a year, therefore
an alternative to have a constant production of these enzymes is the cell suspension

culture of J. mexicana.

In this work the cell culture of J. mexicana was carried out in three types of bioreactors
of 0.5 L: airlift, bubble column and magnetically stirred tank. Besides, it was used a 3.0 L
stirred tank with mechanical agitation. The effect of their hydrodynamic behavior on the
production of proteolytic enzymes, cell growth, sucrose consumption and cell

morphology of J. mexicana cell cultures was studied.

The biomass production was similar (17%) in airlift and bubble column bioreactors,
whereas it increased (21%) in the mechanically stirred tank. The proteolytic activity
obtained in airlift and bubble column bioreactors was in the same order (1.2 x 10* UT/L)
and it was higher in the mechanically stirred tank (1.7 x 10* UT/L) and the viability of the
J. mexicana cell cultures was similar (about 84%) in the three types of bioreactor under
hydrodynamic conditions studied. The shear rates generated under the operation
conditions of the three bioreactors were in the range of 13 to 400 s™. Proteases
production, cell viability and cell morphology were not affected by this range of shear
rates. These experimental evidences suggest that cells of J. mexicana are resistant to

the hydrodynamic stress generated under the conditions studied.
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1 INTRODUCCION

1.1 Cultivo de células vegetales

A lo largo del tiempo las plantas han sido de gran importancia, debido a que
representan una fuente de alimentos y de compuestos medicinales. Las plantas son
todavia la fuente principal de una gran cantidad de compuestos quimicos, incluyendo
farmacos, insecticidas, saborizantes, colorantes, fragancias y proteinas. La mayoria de
estos compuestos se obtienen de plantas cultivadas en grandes extensiones de terreno,
aunque el cultivo de células vegetales es considerado como una alternativa para la

produccion de dichos compuestos (Dixon y Gonzales, 1994; Kieran et al., 1997).

Los antecedentes del cultivo de tejidos vegetales se remontan a los afios 1838 y 1839,
en que los bidlogos 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, 1992). 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, publico los resultados del efecto de la composicion nutritiva sobre el
crecimiento y establecio la férmula de una solucién nutritiva simple, que ha sido el punto

de partida para modificaciones posteriores por otros autores.

Haberland asimilé 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 (Pierik, 1990). Esta hipdtesis no pudo ser demostrada
hasta 1934, cuando White comprobdé que era factible cultivar con éxito dérganos
vegetales, y utiliz6 para ello raices de jitomate (Lycopersicon esculentum L.) y
Nobercourt, en 1939, obtuvo raices adventicias de callos de zanahoria (Daucus carota)
(Villalobos, 1990)
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El cultivo de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas que permite el cultivo in vitro
de cualquier parte de una planta (tallo, hoja, raiz, meristemo) desde una célula hasta un
organismo completo, bajo condiciones asépticas y controladas. Los cinco tipos de
cultivos de tejidos vegetales mas importantes son: cultivo de la planta completa, cultivo
de embriones, cultivo de 6rganos, cultivo de callos y cultivo de células en suspensidn

(células aisladas o pequefios agregados).

El cultivo de células vegetales fue desarrollado como una herramienta util para estudiar
el metabolismo, la fisiologia y el desarrollo de las plantas. Sin embargo, también es una
fuente de productos naturales tales como fragancias, saborizantes y enzimas, asi como
de productos quimicos (Cuadro 1). Algunos de estos compuestos presentan una gran
complejidad quimica, lo cual hace que su produccién por sintesis quimica sea
incosteable. Cada ano se agregan aproximadamente 1600 compuestos quimicos
nuevos a los mas de 20000 compuestos quimicos diferentes que son producidos por
plantas (Sajc et al., 2000).

De acuerdo a un reporte de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OCDE, por sus siglas en inglés), las ventas de farmacos y compuestos
intermediarios derivados de plantas representan aproximadamente 9-11 mil millones de

dolares anuales, tan so6lo en Estados Unidos (Sajc et al., 2000).

Cuadro 1. Productos de especies vegetales con aplicacién industrial obtenidos por cultivos in vitro.

Industria Producto Planta Aplicacién
Quimica Diosgenina Dioscorea deltoidea Sintesis de anticonceptivos
Shikonina Lithospermum erythrorhizon Precursor de antraquinonas

Solanum chrysotrichum

Solasodina Sintesis de esteroides
Farmacéutica Codeina Papaver somniferum Analgésico

Quinina Cinchona ledgeriana Antimalarico

Digoxina Digitalis lanata Cardioténico
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Escopolamina Datura stramonium Antihipertensivo
Vincristina Catharanthus roseus Anticancerigeno
Trigonelina Trigonella foenum-graecum Anticancerigeno
Taxol Taxos cudpidata Anticancerigeno
Alimentaria Shikonina Lithospermum erythrorhizon Pigmento
Ginsendsido Panax ginseng Saborizante
Capsaicina Capsicum sp. Saborizante
Agricola Capsaicina Capsicum sp. Insecticida

Fuente: Calva-Calva et al. (2002)

Las ventajas que presenta el cultivo de células vegetales con respecto al cultivo

tradicional de la planta completa son (Topete et al., 1991):

4

Independencia de las condiciones climaticas adversas y de los problemas de

plagas.

4

Control del suministro del producto independiente de la disponibilidad de la

planta.

4

Sistemas de produccion bajo condiciones controladas y optimizadas.

+ Produccidn mas consistente en cuanto a calidad y rendimiento del producto.

4

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.

+ Poblacion celular uniforme y facilidad de extraccion del producto.

Debido a lo anterior, el cultivo de estas células representa una alternativa biotecnolégica

para la produccion in vitro de metabolitos primarios y secundarios.
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En el cultivo de células vegetales son fundamentales los reguladores del crecimiento
vegetal (RCV), los cuales son compuestos organicos, distintos de los nutrientes, que en
pequefas cantidades estimulan, inhiben o modifican cualquier proceso fisioldgico en las
plantas.

Se reconocen cinco tipos basicos de sistemas quimicos reguladores del crecimiento

vegetal, divididos en tres grupos principales (Hurtado y Merino, 1987):

a) Promotores del crecimiento: auxinas, citocininas y giberelinas.
b) Inhibidores del crecimiento: acido abscisico.

c) Promotor de la maduracion de los frutos y senescencia de las hojas: etileno.

Existen otros compuestos que regulan el crecimiento vegetal, tales como las
poliaminas, las cuales estan involucradas en una amplia gama de procesos fisioldgicos
que van desde el crecimiento y desarrollo vegetal hasta la proteccién contra el estrés
biotico y abidtico (Faust y Wang, 1992; Bais y Ravishankar, 2002). Las principales

poliaminas son putrescina, espermidina y espermina (Evans y Malmberg, 1989)

Los RCV mas utilizados en los cultivos in vitro son las auxinas y las citocininas, pues
son los que regulan en gran medida los procesos de crecimiento y desarrollo

organizado en los cultivos de tejidos vegetales.

Las auxinas (del griego auxein, crecer) son un grupo de compuestos, derivados del
triptéfano, que controlan el crecimiento de las plantas. Se producen en las partes de las
plantas en fase de crecimiento activo, aunque las mas altas concentraciones se
localizan en las regiones meristematicas. Afectan el crecimiento del tallo, las hojas y las
raices, asi como el desarrollo de ramas laterales y frutos. Las auxinas influyen en el
crecimiento de estos 6rganos vegetales estimulando la elongacién o alargamiento de
ciertas células e inhibiendo el crecimiento de otras, en funcion de la cantidad de auxina

en el tejido vegetal y su distribucion (Palme y Galweiler, 1999).


http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://www.monografias.com/trabajos/celula/celula.shtml
http://www.monografias.com/trabajos7/mafu/mafu.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/travent/travent.shtml
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Las citocininas son purinas sustituidas; son derivados de la adenina con un
sustituyente, el cual puede ser isoprenoide (citocininas isoprenoidicas) o aromatico
(citocininas aromaticas), en el nitrégeno aminico de la posicion 6. Las citocininas se
sintetizan en los meristemos apicales de las raices, aunque también se producen en los
tejidos embrionarios y en los frutos. En las plantas, promueven el crecimiento debido a
que estimulan la divisidn celular, lo cual las hacen muy utiles para el cultivo in vitro de

tejidos vegetales (Sylvester, 2000).

La mayoria de las auxinas y citocininas que se usan con mas frecuencia en el cultivo de
células vegetales son sintéticas. Los inhibidores de crecimiento y el etileno son poco
utilizados en el cultivo de tejidos vegetales. Las giberelinas se emplean en algunas
especies para obtener plantas libres de virus, sin embargo su adiciéon en el medio de

cultivo no es critica (Dixon y Gonzales, 1994).

1.2 Cultivo de callos

En 1939, dos investigadores europeos, Nobecourt y Gautheret, y un norteamericano,
White, hicieron las primeras observaciones sobre la proliferacion de grandes masas de

tejido desdiferenciado (callos), derivadas de raices de zanahoria.

El cultivo de callos se utiliza en la investigacion en fisiologia vegetal, organogénesis,
embriogénesis, genética, fitotoxicologia y propagacion de plantas, aunque se le da
énfasis al area de sintesis y extraccion de productos naturales, como farmacos y
enzimas (Hurtado y Merino, 1987).

El cultivo de callos se puede dividir en las siguientes etapas:

a) Induccion. Las células del in6culo inicial comienzan su crecimiento, tanto en
numero como en tamano.

b) Proliferaciéon celular. El tejido calloso aumenta su masa celular al maximo.
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¢) Induccion de la diferenciacién. Se obtienen meristemos, embrioides, tejido
vascular, etc., a partir de la masa celular del callo.

d) 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 que las citocininas soélo favorecen su proliferacidon. En ciertas especies
la induccién de tejido calloso puede lograrse agregando unicamente auxinas al medio
de cultivo (Pérez et al., 1999).

1.3 Cultivo de células en suspensién

El cultivo de células en suspension consiste en un conjunto de células aisladas, asi
como pequefios racimos celulares distribuidos en un medio de cultivo liquido en

movimiento constante.

Este sistema es util para llevar a cabo estudios sobre embriogénesis, crecimiento y
diferenciacion, organogénesis, bioquimica y metabolismo; también para la obtencion de

productos secundarios.

El establecimiento de un cultivo de células en suspension puede lograrse directamente
a partir de un inéculo, o bien transfiriendo un fragmento de callo al medio liquido, el cual

se mantiene en agitacion durante el periodo de cultivo.

Después de la inoculacion del tejido calloso en el medio liquido agitado, se inicia un
periodo de fragmentacidn en pequenos agregados que producen células libres y
nuevos grupos de células. El crecimiento del cultivo suele presentar un comportamiento

sigmoideo, mostrando las fases caracteristicas del crecimiento de microoganismos.
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El establecimiento de un cultivo de células en suspension a partir de un fragmento de
callo es mas rapido, aunque depende de la friabilidad del tejido calloso, es decir de la
capacidad de las células para disgregarse facilmente después de una division celular
(Hurtado y Merino, 1987).

1.4 Las enzimasy suimportancia

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en los seres vivos. Las
enzimas son catalizadores, es decir, sustancias que, sin consumirse en una reaccion,
aumentan notablemente su velocidad, disminuyendo la energia de activacion. Ello hace
posible que en condiciones fisioldégicas tengan lugar reacciones que sin catalizador

requeririan condiciones extremas de presion, temperatura o pH.

El uso industrial de las enzimas se conoce como tecnologia enzimatica. El principio de
la tecnologia enzimatica se remonta a 1874, con la obtencién, mediante extraccion con
soluciones salinas, de la enzima quimosina a partir de estbmagos de terneros. En los
anos 1960s y 1970s prolifer6 el uso de las enzimas inmovilizadas. En la década de
1970s se empezaron a utilizar las enzimas a gran escala para la produccion de

aminoacidos y azucares usando glucosa isomerasa (Garcia-Garibay et al., 1993).

Hasta 1996, el mercado mundial de las enzimas industriales tenia un valor estimado de
1300 millones de ddblares anuales, el cual continuara incrementandose.
Aproximadamente el 62% de las enzimas producidas se usan en aplicaciones
comerciales, 33% en detergentes y 5% en textiles y curtidos. De esta produccion total,
un 80% son enzimas hidroliticas y se utilizan para despolimerizar lipidos, proteinas y
almidones. De éstas, se estima que el 60% son proteinasas, 30% amilasas, y 3%

lipasas; el resto son enzimas para usos especiales (Briones, 1996).
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1.4.1 Las enzimas proteoliticas

En la industria alimentaria la principal aplicacion de las enzimas es para el
procesamiento del almiddén, seguida por la produccidn de quesos, el procesamiento de
jugos obtenidos de frutas y vegetales, produccion de jarabes de fructosa, el horneado y
en la cerveceria. En particular, las proteasas constituyen uno de los grupos mas
importantes de las enzimas industriales y representan aproximadamente el 25% de las
ventas totales de enzimas. En 1998 las proteasas representaban el 60% del mercado
mundial, con aproximadamente de 1500 millones de dblares (Haard, 1998).

Las proteasas catalizan la hidrélisis de los enlaces peptidicos de las proteinas. Existen

tres criterios principales para la clasificacion de las proteasas:

La reaccion que catalizan (exopeptidasas y endopeptidasas).
2. La naturaleza quimica del sitio catalitico.
La estructura tridimensional y, con base en ésta, la relacion evolutiva entre

ellas.

En relacion a la naturaleza del sitio catalitico se encuentran los seis grupos siguientes
(Barret, 1994):

+ Proteasas serinicas: tienen un residuo de serina en el sitio activo. Algunos
ejemplos de este grupo son la tripsina, quimotripsina y elastasa alcalina.

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

+ 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.

+ Proteasas asparticas: Presentan dos residuos de acido aspartico en el sitio
activo y presentan su maxima actividad catalitica a pH acido. Ejemplo:

quimosina, pepsina.
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+ Metaloproteasas: Poseen un residuo de acido glutamico en el sitio activo y un
cation divalente como el zinc, calcio o magnesio para catalizar la hidrdlisis del
enlace peptidico. Ejemplo: termolisina, colagenasa, carboxipeptidasas.

+ Proteasas no clasificadas.

Las proteasas cisteinicas se clasifican en base a sus secuencias y/o estructura terciaria,
agrupandose en superfamilias o clanes. Las familias de la papaina (C1), calpaina (C2) y
estreptopaina (C10) se encuentran estrechamente relacionadas evolutivamente y son
comunmente descritas como proteasas similares a la papaina o Clan CA (Barret y
Rawlings, 1996, Barret et al., 1998).

La familia de la papaina (C1) es la mejor estudiada, y las enzimas de esta familia se
encuentran distribuidas en una amplia variedad de formas de vida, tales como
baculovirus, eubacterias, levaduras, probablemente todos los protozoarios, plantas y

mamiferos (Barret y Rawlings, 1996; Barret et al., 1998).

Muchas proteasas obtenidas de las plantas han sido aisladas de sus latex, frutos y
semillas, y la mayoria de ellas pertenecen a las proteasas cisteinicas (Boller, 1986). En
este grupo de proteasas encontramos a la papaina, ficina, bromelaina, mexicaina,
etcétera (Cruz y Victoria, 1993; Whitaker, 1994; Sheokand et al., 2005).

Las proteasas cisteinicas participan en etapas del desarrollo de la planta tales como
germinaciéon, morfogénesis, senescencia y muerte celular programada (Solomon et al.,
1999; Palma et al.,, 2002). Ademas, estan involucradas en la degradacion de las
proteinas en respuesta a diferentes estimulos externos y tienen la funcion de remover
proteinas anormales y mal plegadas. En ambos casos, la protedlisis realizada por estas
enzimas es un proceso altamentemente regulado (Wisniewski y Zagdanska, 2001). Asi
mismo, las proteasas cisteinicas estan involucradas en la respuesta de la planta al

estrés bidtico y abidtico (Grudkowska y Zagdanska, 2004).
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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 coagulacion 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 las proteasas de C. candamarcensis
tienen también potencial angiogénico, es decir, intervienen en la formacién de vasos

sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes (Mello et al., 2007).

Las proteasas de origen vegetal son utilizadas en diversos procesos industriales: en la
fabricacion de cerveza, la elaboracion de ablandadores de carne, en la produccion de
hidrolizados de proteinas, en la formulacion de productos farmacéuticos, etc. En la
modificacion de proteinas donde el control del tamafo de los péptidos es esencial para
obtener cambios reproducibles en las propiedades funcionales. Este control puede

lograrse mediante el uso de proteasas especificas y selectivas (Briones, 1996).

1.5 Enzimas proteoliticas de Jacaratia mexicana

La Jacaratia mexicana A. DC., antes denominada Pileus mexicanus, es una planta que
pertenece a la familia de las Caricaceas, la cual se caracteriza por producir grandes
cantidades de proteasas. Esta planta silvestre crece en las regiones subtropicales de la
Republica Mexicana (Morelos, Puebla, Guerrero, Campeche y Yucatan), llegando a
medir hasta 15 metros; recibe los hombres comunes de bonete, cuaguayote, papaya

orejona y papayon (Figura 1).
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Figura 1. Planta de J. mexicana con frutos.

Esta planta mexicana produce frutos, de los cuales fue aislada la proteasa “mexicaina”
en 1942 por Castafieda-Agullé et al. Esta enzima fue caracterizada como una proteasa
cisteinica, monomorfica de gran estabilidad al pH y a la temperatura (Romero-Castilla et
al., 1976), con mayor actividad proteolitica especifica que la papaina, y se ha
demostrado que puede competir favorablemente en los procesos donde se utiliza dicha

proteasa (Briones et al., 1994).

Por mucho tiempo se pens6 que la mexicaina era una sola enzima, sin embargo, en
estudios bioquimicos se ha demostrado la existencia de cinco proteasas presentes en el
latex. De acuerdo con el orden de elucién de las proteasas del extracto del latex en la
cromatografia de intercambio idnico fuerte, se les nombré proteasas P-I, P-II, P-lll, P-IV
y P-V, siendo esta ultima la que presenta mayor actividad especifica. A la proteasa P-IV
por ser la mas abundante se le denominé mexicaina (Oliver, 1999).

1.6 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,

13



Cultivos celulares de J. mexicana en tres tipos de biorreactores para la produccion de enzimas proteoliticas

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 suspensién, para lo cual fueron utilizados
varios disefos de biorreactores, a nivel de laboratorio, adaptados de los biorreactores
usados para el cultivo de bacterias, levaduras y células animales (Dixon y 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-Tapia et al.,
2005). En los ultimos 30 afos se han evaluado diferentes configuraciones de
biorreactores para el cultivo de células vegetales (Rodriguez-Monroy 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 parametro hidrodindmico 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 variacion 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 sefalan 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-Tapia et al., 2005, Rodriguez-Monroy y Galindo,

2003). Es importante conocer la velocidad de corte que prevalece en los biorreactores
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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-Pérez et al., 2006).

A continuacion se presentan las descripciones de varios biorreactores, su
funcionamiento y algunas aplicaciones que han tenido en el cultivo de células

vegetales.

1.6.1 Biorreactor airlift

El disefio basico de un biorreactor airlift consta de un recipiente cilindrico que tiene
generalmente una relacion de altura a diametro entre tres y diez, esta equipado con un
difusor de aire en el fondo y tiene partes que forman una zona de flujo ascendente y
una zona de flujo descendente, conectadas en sus partes superior e inferior (Lee,
1992). En este tipo de biorreactor al introducir aire en el fondo de la zona de flujo
ascendente, el liquido es arrastrado por el movimiento ascendente de aire. En la parte
superior, el aire se separa del liquido que pasa a la zona de flujo descendente. En
consecuencia, la densidad de la dispersién gas-liquido en la zona de flujo descendente
es mayor que la densidad en la zona de flujo ascendente. Esta diferencia de
densidades es la que ocasiona el movimiento circulatorio del liquido (Shuler y Kargi,
2002).

En el biorreactor airlift, dependiendo de la velocidad de flujo del gas, se pueden
distinguir dos tipos de regimenes de flujo: homogéneo y heterogéneo. EIl flujo
homogéneo se caracteriza por tener un tamano casi uniforme de burbujas, ademas, la
unién de burbujas para formar una mas grande, que es el fendmeno conocido como
coalescencia, practicamente no se presenta y el perfil de la fraccion de gas retenido es
uniforme, especialmente en la direccion radial. Este flujo ocurre sélo a bajas
velocidades superficiales del gas y cuando el difusor tiene orificios uniformemente

distribuidos. En este caso todas las burbujas se elevan con la misma velocidad de
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ascenso y el mezclado se origina del liquido arrastrado en la estela de cada burbuja. No
se presentan flujos de liquido circulatorios y la fase gaseosa se puede considerar como
de flujo pistdn (Kulkarni et al., 2007; van’t Riet y Tramper, 1991).

El flujo heterogéneo es aquél que ocurre con un difusor de gas cuyos orificios no estén
uniformemente distribuidos. Sin embargo, incluso habiendo una distribucion uniforme, al
aumentar la velocidad del gas, empieza a ocurrir una distribucion desigual de las
burbujas de manera aleatoria ocasionando flujos circulatorios de liquido (van't Riet y
Tramper, 1991).

Entre los cultivos de células vegetales que se han llevado a cabo en este tipo de
biorreactor se encuentran Beta vulgaris (Juarez-Sanchez et al., 2002), Mentha piperita
(Chung et al., 1994) y Picea sitchensis (Ingram y Mavituna, 2000). En el cultivo en
suspension de Taxus chinensis en un biorreactor airlift fue reportada una velocidad de
corte promedio de 7.05 s, utilizando un biorreactor de 2.5 L y una velocidad superficial
del gas de 0.47 cm/s (Pan et al., 2000). Juarez-Sanchez et al. (2002) reportaron una
velocidad de corte de 77 s para el cultivo de Beta vulgaris en el mismo tipo de

biorreactor.

1.6.2 Biorreactor de tanque agitado

Usualmente, son recipientes cilindricos cuya relacion de altura a diametro es de uno a
tres. 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 funcion del impulsor (Shuler y Kargi, 2002).

En los biorreactores aireados, que ademas estan equipados con impulsores, los
fendmenos de flujo son complicados debido a la combinacion 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

(volumenes llenos de aire), atras de las paletas del impulsor. La formacién de dichas
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cavidades y de la dominancia del movimiento del impulsor o del aire sobre el patron de
flujo, depende de la relacion entre el flujo del gas y la velocidad de agitacion (expresada
como numero de aireacion, Na). Cuando el numero de aireacion es pequefio se
presenta una dispersidon gas-liquido homogénea en el tanque; si el numero de aireacion
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 pequefia
escala, debido a que la agitacion es intensa y previene que existan diferencias locales

en las variables del proceso (Ochieng et al., 2007).

Los biorreactores de tanque agitado son ampliamente utilizados en la industria quimica,
farmacéutica y de alimentos, asi como en el tratamiento de aguas residuales (Ochieng
et al., 2007).

Los biorreactores agitados se han empleado en el cultivo de Nicotiana tabacum (Ho et
al., 1995), donde se encontrd que el incremento de la velocidad del impulsor disminuyé
el crecimiento de la biomasa, habiendo un mayor numero de células rotas y residuos
celulares en comparacién con cultivos en matraz. En el cultivo de Solanum
chysotrichum (Trejo-Tapia et al., 2001) se reportd que el medio de cultivo se comporto
como un fluido no newtoniano y que la forma de los agregados celulares cambi6 de
elongada a redonda como funcién de la concentracién de biomasa. En cuanto al cultivo
de Uncaria tomentosa en tanque agitado, se encontré que la maxima concentracion de
biomasa, asi como la viabilidad, fueron similares en el biorreactor y en matraz. Sin
embargo, la produccién de alcaloides fue mayor en el tanque agitado que en el matraz
(Trejo-Tapia et al., 2005).

En cuanto a las velocidades de corte que se presentan en los cultivos de células
vegetales en este tipo de reactores, Pan et al. (2000) reportaron una velocidad de corte
promedio de 55 s al cultivar Taxus chinensis en un tanque agitado de 1.5 L, con una

agitacion de 300 rpm. En el cultivo de Beta vulgaris realizado en un tanque agitado de
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2.0 L y una agitacién de 400 rpm, se estimé una velocidad de corte promedio de 77 s™
(Rodriguez-Monroy y Galindo, 1999). En el cultivo de Catharantus roseus, el valor
promedio fue de 167 s™, utilizando un tanque agitado de 3 L y una agitacién de 400 rpm
(Scragg et al., 1988).

1.6.3 Biorreactor de columna de burbujeo

En general, los biorreactores de columna de burbujeo son los biorreactores mas simples
con respecto a su configuracion. El disefio basico consta de un recipiente cilindrico con
una relacién altura a diametro entre 3 y 10 y esta equipado con un difusor de aire en el
fondo. El liquido contenido en el biorreactor es mezclado debido al movimiento
ascendente de las burbujas de aire, las cuales proporcionan también el oxigeno

necesario para las células (Lee, 1992).

Los regimenes de operacibn en una columna de burbujeo son homogéneos,
heterogéneos y de transicidon. Estos regimenes dependen de la velocidad superficial del
gas, las propiedades fisicoquimicas del sistema gas-liquido, el disefio del difusor
(principalmente el diametro del orificio) y el diametro de la columna (Wild et al., 2003;
Kulkarni et al., 2007).

Para los biorreactores de columna de burbujeo de diametro pequefo y gran altura, se
puede considerar que la fase gaseosa presenta un flujo tipo pistdn. En contraste, las
columnas de didmetro grande y no tan altas tienen una fase gaseosa que se considera

como idealmente mezclada (van't Riet y Tramper, 1991).

Los biorreactores de columna de burbujeo tienen una amplia gama de aplicaciones en
la industria quimica, petroquimica, bioquimica y en la remediacién ambiental, siendo
preferidos algunas veces sobre otro tipo de biorreactores debido a su simplicidad y bajo
costo de operacion, asi como a la buena transferencia de masa y de calor que

presentan.
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La columna de burbujeo se usa preferentemente cuando las reacciones que se llevan a
cabo son lentas y la resistencia al transporte de masa se localiza en la fase liquida,
debido a la posibilidad de obtener un buen mezclado de la fase liquida (Wild et al.,
2003; Kulkarni et al., 2007).

Un ejemplo de células vegetales cultivadas en columna de burbujeo son Cichorium
intybus, empleando un volumen de operacion de 1.75 L y una velocidad de gas de 33.4

cm?®/s, aunque en este trabajo no se reporté la velocidad de corte (Bais et al., 2002).
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2 ANTECEDENTES

Debido a la importancia industrial de las proteasas de Jacaratia mexicana y, por otra
parte, debido a que es una planta silvestre, una fuente alterna de obtencidon de dichas

enzimas es por medio del cultivo de células de Jacaratia mexicana.

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo se establecio la formulacidn mas
adecuada del medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) para la induccién de callos,
usando 12 formulaciones de medios MS denominados MS1 al MS12. En nueve de las
12 formulaciones se logré la induccion y el cultivo de callos de dicha planta. De las
nueve formulaciones, tres presentaron la mayor induccion de callos y produccion de
enzimas proteoliticas, los medios denominados MS1 (2,4-D), MS5 (2,4-D + cinetina) y
MS9 (2,4-D + BAP) (Badillo et al., 2002)

También fue demostrada la produccion de enzimas proteoliticas en cultivo de callos y
en células en suspension de Jacaratia mexicana, observandose que las proteasas son
liberadas al medio de cultivo y que la produccion de estas enzimas esta asociada al
crecimiento celular del cultivo. (Badillo et al., 2002; Barrera y Oliver, 2004; Oliver et al.,
2005). Las tres formulaciones corresponden a los medios denominados MS1 (2,4-D),
MS5 (2,4-D + cinetina) y MS9 (2,4-D + BAP).

También se estudid el efecto de la concentraciéon de la auxina 2,4-D usando tres
formulaciones del medio MS completo y con 25% de sales, demostrandose que la
concentracion de la auxina 2,4-D, influye en la induccion y desarrollo de los callos
(Martinez-Guillén, 2006).

El medio de cultivo que resulté ser el mejor para la produccion de las proteasas fue el
MS con 0.5 mg/L de bencilaminopurina (BAP) y de 2,4-acido diclorofenoxiacético (2,4-
D). Con los callos inducidos en el medio antes mencionado se establecio el cultivo de

células de J. mexicana en suspension a nivel matraz (Martinez-Guillén, 2006).

20



Cultivos celulares de J. mexicana en tres tipos de biorreactores para la produccion de enzimas proteoliticas

Por otro lado, se realizé un estudio en cultivos de células de J. mexicana en suspension
del efecto de la concentracion de sacarosa, observandose la formulacion mas adecuada
del medio de cultivo fue el MS completo en sales, con 0.5 mg/L de auxinas y 4% de

sacarosa (Martinez-Guillén, 2006).

Ademas se ha estudiado el efecto de inductores y elicitores con el propdsito de
incrementar la produccion de enzimas proteoliticas en cultivos celulares de J. mexicana.
Resultados preliminares muestran que hay un incremento en la sintesis de proteasas
con la adicion de hidrolizado de caseina como inductor y de un extracto de Aspergillus

niger como elicitor en dicho cultivo de células (Barrera-Martinez, 2007).
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3 JUSTIFICACION

El uso del cultivo de células vegetales para la produccion de una gran variedad de
metabolitos, ha tomado gran importancia debido a las ventajas que presentan sobre los

cultivos tradicionales de las plantas completas.

La J. mexicana es una planta silvestre de la familia de las Caricaceas que produce
enzimas proteoliticas capaces de competir en usos industriales con la papaina. Por otro
lado, la industria alimentaria prefiere el uso de proteasas de origen vegetal debido a la
regulacion de la FDA, la cual las considera sustancias generalmente reconocidas como
seguras (GRAS) porque provienen de frutos comestibles. Ademas, estas proteinasas de
Caricaceas presentan otras actividades como la accion mitogénica y la angiogénica en

mamiferos. Sin embargo, esta planta silvestre da frutos sélo una temporada al afio.

Una alternativa para disponer de una produccion constante de estas enzimas es el
cultivo de células en suspensioén. Este cultivo puede llevarse a cabo en cualquier tipo de
biorreactor, con tal de que los esfuerzos de corte prevalecientes en él no danen a las
células de tal forma que disminuyan o nulifiquen la produccién de enzimas. Es por ello
que la determinacién del esfuerzo de corte, asi como el impacto que tiene en la
produccion de biomasa y de enzimas proteoliticas, es de gran importancia para el

disefio y operacién de biorreactores empleados para el cultivo de células vegetales.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estudiar el efecto del desempefio hidrodinamico de tres tipos de biorreactor en el
crecimiento y en la produccion de enzimas proteoliticas de cultivos celulares de J.

mexicana.

4.2 Objetivos especificos

+ Obtener cultivo de callos para el cultivo celular de J. mexicana en suspension

en matraz.

+ Evaluar el desemperio hidrodinamico de los tres tipos de biorreactores.

+ Establecer cultivos celulares de J. mexicana en tres tipos de biorreactores:

tanque agitado, columna de burbujeo y airlift.
+ Determinar las cinéticas de los cultivos celulares de J. mexicana:
determinacién de actividad proteolitica, biomasa, viabilidad celular, proteina y

consumo de sacarosa en los tres tipos de biorreactores.

+ Comparar la morfologia celular de los cultivos de J. mexicana en los tres

tipos de biorreactores.

+ Recuperar y purificar parcialmente las enzimas proteoliticas de los cultivos

celulares de J. mexicana.
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+ Caracterizar bioquimicamente las enzimas proteoliticas de los cultivos

celulares de J. mexicana.

5 METODOLOGIA

5.1 Protocolo experimental

En la Figura 2 se presenta el diagrama de bloques del desarrollo experimental. Por un
lado se llevé a cabo la caracterizacion hidrodinamica de los biorreactores utilizados para
el cultivo de J. mexicana. Por otro lado para obtener el indculo de los biorreactores se

realizo el siguiente procedimiento.

A partir de semillas desinfectadas de J. mexicana se obtuvieron plantulas de
aproximadamente 12 cm de altura. Cuando alcanzaron esta altura se hicieron cortes de
los tallos de aproximadamente 1 cm, los cuales fueron colocados en frascos tipo gerber
con medio MS (medio MS completo en sales con 2,4-D 2.26 uM, BAP 2.19 uM, 2% de
sacarosa y 0.6 % de agar) para inducir callos. Los callos se resembraron en medio
fresco tres veces, y después se utilizaron para obtener el cultivo en suspension a nivel
matraz (medio MS completo en sales con 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacécito) 2.26
uM, BAP (6-bencilaminopurina) 2.19 uM, 4% de sacarosa y caseina al 0.005%). Dichos

cultivos fueron los indculos para los experimentos de los cultivos en biorreactores.
Las determinaciones analiticas realizadas durante el desarrollo experimental fueron
actividad proteolitica, biomasa, viabilidad celular, consumo de sacarosa, proteina y

viscosidad

Al terminar los cultivos en los biorreactores, el medio agotado fue cosechado y la(s)

enzima(s) proteolitica(s) se recuperaron e identificaron.
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Figura 2. Representacién esquematica del desarrollo experimental del trabajo de tesis.
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5.2 Descripcion de los tres tipos de biorreactores utilizados: una columna de

burbujeo, un airlift y dos de tanque agitado

El biorreactor de columna de burbujeo utilizado (Figura 3) fue de disefio estandar,
con una relacion altura a diametro de 10 y un volumen nominal de 600 mL. El difusor

es de vidrio sintetizado de 2.7 cm de diametro, con diametros de poro de 100 a 160

um (Schott, Alemania).

Figura 3. Biorreactor de columna de burbujeo

El biorreactor airlift es idéntico al de columna de burbujeo, excepto por el tubo de

arrastre (Figura 4).

Figura 4. Biorreactor airlift

El tanque agitado magnéticamente fue de disefio estandar, con un volumen nominal
de 500 mL; el sistema de agitacion consistio dos turbinas Rushton de seis paletas

(Figura 5). La flecha se monté sobre un iman ubicado en el fondo del recipiente.
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Figura 5. Tanque agitado magnéticamente

Se utilizé un segundo biorreactor de tanque agitado, marca Applikon, agitado
mecanicamente y con la flecha montada en la tapa del recipiente (Figura 6). Este
biorreactor tuvo un volumen nominal de 3 L y el impulsor fue una turbina Rushton de

seis paletas.

Figura 6. Tanque agitado mecanicamente

5.3 Condiciones de operacién para el cultivo celular de Jacaratia mexicana en

los biorreactores

Los cultivos celulares se llevaron a cabo en cuatro biorreactores: dos de tanque
agitado, airlift y columna de burbujeo, utilizando el medio descrito en el apartado
5.3.4. Cada biorreactor fue inoculado con una concentracién de 5% de biomasa en

peso fresco. El volumen de operacion fue de 400 mL y la aireacion de 0.5 vvm; en el
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caso del tanque agitado, la agitacion fue de 300 rpm. Al igual que para el in6culo, la
toma de muestra se realizd cada siete dias. Los biorreactores fueron alimentados
con medio fresco para mantener la concentracion de sacarosa en 40 g/L,

aproximadamente cada siete dias.

5.4 Evaluacion del desempeiio hidrodinamico de los biorreactores

5.4.1 Determinacién del tiempo de mezclado por el método de adicion de

pulsos

El tiempo de mezclado en los biorreactores se determiné conteniendo agua destilada
como liquido de prueba. Las velocidades de aireacion empleadas fueron de 0.03 a
3.3 cm/s. El pH se midié cada 0.16 s con un medidor de pH (DEIC, México)
conectado a una computadora. El flujo de aire se midié con un rotametro (Cole
Parmer, USA). Para determinar el tiempo de mezclado, el pH se ajustd a

aproximadamente 9.5 con NaOH 6 N y se adicioné una alicuota de HCI 6 N.

El tiempo que tard6 en bajar y estabilizarse el pH, fue considerado como el tiempo

de mezclado (Nielsen y Villadsen, 1994).

5.4.2 Determinacion de las velocidades de corte

a) Biorreactor de columna de burbujeo

La velocidad de corte y (en s™') para este biorreactor fue calculada de acuerdo a la
ecuacion reportada por Chisti y Moo-Young en 1989:

5000 E;
F= —
og v

donde U es la velocidad superficial del gas (m/s) y P/V, (W/m®) es la potencia por

unidad de volumen, calculada de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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E
F: =po:8l;

b) Biorreactor airlift

La ecuacion utilizada para determinar la velocidad de corte en el biorreactor anterior
no puede ser empleada en un biorreactor airlift debido a que, aunque Ug sea igual a
Usr (velocidad superficial del gas en la zona ascendente del biorreactor airlift), el
consumo de potencia es diferente en estos dos sistemas. Por esta razon, la
expresion para la velocidad de corte y en el biorreactor airlift es (Chisti y Moo-Young,
1989):

5000 4, + 4, P_G
£rg A

donde 4, es el area transversal de la zona descendente (m?), 4, el area transversal
de la zona ascendente (m?), g es la gravedad (m/s?), p; la densidad del liquido (kg/

m®) y Po/V, se calcula de acuerdo a la siguiente expresion:

Fs
. S 2
v, Fr8%er 5 + A,

c) Biorreactor de tanque agitado

Existen diversas ecuaciones que sugieren que, en fluidos Newtonianos, la velocidad
de corte promedio depende de la velocidad de agitacion N y N'° en flujos laminares
y turbulentos, respectivamente. Sanchez-Pérez et al. (2006) correlacionaron valores

de la velocidad de corte promedio del impulsor con la velocidad rotacional de éste,

obteniendo la siguiente relacién:

y=33 1N

donde N es la velocidad del impulsor (rpm).
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La velocidad de corte en el tanque agitado fue estimada de acuerdo a dicha

ecuacion.

5.5 Preparacion de indculos para el cultivo celular de Jacaratia mexicana en

biorreactores

5.5.1 Desinfeccién de semillas de Jacaratia mexicana

Las semillas (obtenidas de frutos cosechados durante los meses de abril a mayo en
el campo experimental San Isidro, en Yautepec, Morelos) se colocaron en
detergente extran al 2 % (v/v) durante 40 minutos, posteriormente se enjuagaron con
suficiente agua destilada estéril para eliminar el detergente y se pasaron a un vaso
estéril con etanol al 70% por un minuto. Después de esto, se enjuagaron varias
veces con agua estéril para eliminar el etanol y se pasaron a una solucién de
hipoclorito de sodio al 25%, durante 15 minutos. Se enjuagaron nuevamente varias
veces con agua estéril para eliminar el hipoclorito de sodio. Las semillas se dejaron
hidratando en un vaso con agua estéril durante aproximadamente 24 horas (en

condiciones de asepsia) (Barrera-Martinez, 2007).

5.5.2 Germinacion de semillas de Jacaratia mexicana

Con ayuda de una espatula estéril, las semillas desinfectadas se tomaron una a una
y se transfirieron a tubos con medio Knop (tres semillas en cada tubo), los cuales 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 cm (Barrera-Martinez, 2007).

5.5.3 Obtencién de callos de Jacaratia mexicana

El cultivo de callos se inicid a partir de cortes de tallo de plantulas de J. mexicana
germinadas en condiciones de asepsia. Los cortes se sembraron en medio
Murashige y Skoog (MS) con 2,4-D 2.26 uM, BAP 2.19 uM y 2% de sacarosa,
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completo en sales, con 0.6 % de agar. Los cultivos se mantuvieron en fotoperiodo de
16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a 27°C; la transferencia de los callos a medio
fresco se realiz6 cada 15 dias. En cada resiembra se determin6 la actividad
proteolitica en los medios donde crecieron los callos por el método de Kunitz
modificado (Ortega y del Castillo, 1966).

5.5.4 Preparacion de medios de cultivo en suspension

Se prepararon matraces Erlenmeyer de 250 mL, a los cuales se les agrego
aproximadamente 25 mL de medio MS completo en sales con 2,4-D 2.26 uM, BAP
2.19 uM, 4% de sacarosa y caseina al 0.005%. El medio se esterilizé a 121° C, 20

minutos (Barrera-Martinez, 2007).

5.5.5 Preparacion del in6culo para el cultivo en biorreactores

Los matraces mencionados en la seccion anterior se inocularon con
aproximadamente 5% (p/v) de callos. Se mantuvieron en agitacién a 100 rpm a una
temperatura de 25 + 3° C, con un fotoperiodo de iluminacion natural; cada 14 dias se

cambi6 el medio agotado por medio fresco (Barrera-Martinez, 2007).

5.6 Técnicas analiticas

5.6.1 Determinacién de actividad proteolitica del cultivo de callos de Jacaratia

mexicana en medio semisoélido

La actividad enzimatica en el medio MS donde crecieron los callos, se determiné por
el método de Kunitz modificado (Ortega y del Castillo, 1966); la actividad enzimatica
se realizo por triplicado. El medio se disgregd con una espatula estéril, se agregaron
500 pL de cisteina 0.8 M en regulador de fosfatos 0.05 M, pH 7.6. Los frascos se
incubaron a 37°C durante 15 minutos, a cada uno de los frascos se agregd 9.5 mL

de caseina al 1 % en regulador de fosfatos 0.05 M, pH 7.6. La reaccién ocurrid
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durante tres horas a 37°C, después de lo cual se tomaron alicuotas de 500 L de la
mezcla y se colocaron en 750 pyL de ATC al 5%; se dejaron en reposo durante una
hora, se centrifugaron a 6000 rpm durante 15 minutos y se determiné la absorbancia
a 280 nm contra un blanco de reactivos (750 pyL de ATC al 5% y 500 pL de regulador
de fosfatos, 0.05 M, pH 7.6) (Barrera-Martinez, 2007).

La actividad proteolitica se expresé en UT (unidad de tirosina) y se definié como los

ug de tirosina liberados por hora, usando la ecuacion de la curva tipo de tirosina:

y = 1.1595x + 0.0053, R?=0.9995 (ver anexo 3)

5.6.2 Determinacién de actividad proteolitica del cultivo celular de Jacaratia

mexicana en medio en suspension

Se tomaron 90 uL del medio de cultivo y se adicionaron 30 uL de cisteina 0.2 M en
regulador de fosfatos 0.05 M, pH 7.6; las muestras se incubaron a 37°C durante 10

minutos para activar la enzima.

Se colocaron, en tubos de polipropileno de 1.5 mL, 475 uL de caseina al 1% como
sustrato y se agregaron 25 uL de la enzima activada. La actividad enzimatica se
realizé por triplicado durante tres horas a 37°C, deteniendo la reaccion con 750 uL
de ATC al 5%. El testigo solo contenia 475 uL de caseina al 1%; transcurridas las
tres horas se le agregaron 750 uL ATC al 5% y 25 uL de la enzima activada. Los
tubos se dejaron en reposo durante una hora, se centrifugaron a 6000 rpm durante
15 minutos y se determind la absorbancia a 280 nm contra un blanco de reactivos
(750 uL de ATC al 5% y 500 pL de regulador de fosfatos, 0.05 M, pH 7.6). Se calculé

la actividad proteolitica de la misma forma que en la seccion 5.6.1.

5.6.3 Determinacién de biomasa en los cultivos celulares de Jacaratia

mexicana en suspensién
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Membranas de 0.45 uym se pesaron, posteriormente se filtré a través de ellas 1 mL
de cultivo en suspension. Las membranas se colocaron en una estufa a 60° C, hasta
qgue alcanzaron un peso constante, y por diferencia de peso se calculé el peso seco
de las células presentes por mL de medio de cultivo en suspension (Barrera-
Martinez, 2007).

5.6.4 Determinacion de viabilidad celular de los cultivos celulares de Jacaratia

mexicana

Se mezclé azul de tripano y muestra en proporcion 1:1, posteriormente se coloco
una alicuota conocida en la camara de Neubauer y se observé al microscopio. Se
contaron las células de los cuatro cuadros ubicados en las esquinas de la camara,
se dividieron entre cuatro y se multiplicaron por 10000 (si se hizo una dilucién, se
multiplica también por ésta); el valor resultante es el numero de células por mililitro
(Barrera-Martinez, 2007).

5.6.5 Determinacion de morfologia celular

Las imagenes de las células fueron obtenidas utilizando un microscopio marca
Olympus con una camara fotografica acoplada; la amplificacion de la imagen fue de
10x. El software utilizado para el analisis de las imagenes fue Autocad®; se midio la
longitud y el ancho de 400 células, con lo cual se obtuvo el factor de forma eliptica
(fe), el cual se define como la relacion longitud/anchura (Trejo-Tapia et al., 2001) de
las células. También se determiné el area de cada célula y se dividid entre el area de
una elipse (calculada con la longitud y anchura de cada célula), expresandose como
A/A..

5.6.6 Determinacion del consumo de sacarosa en los medios en suspension

El consumo de sacarosa se determind por el método de la antrona (Van Handel,

1967). Se colocaron 25 uL del sobrenadante filtrado del medio de cultivo en un tubo
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Eppendorf y se adicionaron 25 pL de una solucion de KOH al 30%. Se colocaron en
baio de agua a ebullicion por 10 minutos y se permiti6 que se enfriaran a
temperatura ambiente. Posteriormente, se le adicionaron 750 uL de reactivo de
antrona preparado en el momento y se colocaron en un bafo a 40° C por 10
minutos, leyendo la absorbancia a 620 nm.

La concentracion de sacarosa se determind usando la ecuacion de la curva tipo de

sacarosa:

y = 0.0076x + 0.0081, R?>=0.9989 (ver anexo 3)

5.6.7 Determinacion de proteina en los medios en suspensién

La cantidad de proteina presente en los medios de cultivo en suspensidon se
determiné mediante el método de Bradford, 1976. Se tomaron 250 pL del medio de
cultivo y se adicionaron 750 pL del reactivo de Bradford; después de 5 minutos se
leyd la absorbancia a 595 nm. La determinacién se realizé por triplicado, ajustando
contra un blanco de reactivos (250 uL de agua y 750 uL de reactivo de Bradford).
Con dichas lecturas se calcul6 el contenido de proteina mediante la ecuacion de la

recta obtenida de la curva tipo de Bradford:

y = 0.0045x + 0.0578, R*=0.9752 (ver anexo 3)

5.6.8 Determinacion de viscosidad en los medios en suspensién

La viscosidad del medio de cultivo en suspension (con células) fue determinada en
un viscosimetro marca Haake, modelo RV20 Rotovisco. Se tomo6 una muestra de 10
mL y se colocé en un cilindro rotatorio. Se ajusto la temperatura a 25° C y se realiz6
un barrido de velocidades de corte de 10 a 100 s™', midiéndose el esfuerzo de corte
correspondiente a cada velocidad. Para estimar la viscosidad del medio se aplicé la

Ley de la potencia:
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donde u es la viscosidad aparente, y es la velocidad de corte, k es el indice de

consistencia y n el indice de comportamiento del fluido.

Esta ecuacién es para fluidos no newtonianos, sin embargo, cuando el valor de n es

igual a uno esta ley se convierte en la ley de Newton (Bird et al., 2001).

El calculo de la viscosidad se hizo a partir de una grafica de In de la velocidad de
corte contra el In de la viscosidad aparente, con lo que se obtuvo una linea recta
donde la ordenada al origen es igual al In de la viscosidad, de acuerdo a la

linearizacion de la ecuacion anterior:

Ing=lnk+in-1lny

5.6.9 Recuperacion de las proteasas de los medios de cultivo celular de

Jacaratia mexicana

El medio de cultivo en suspensiéon donde crecieron las células de J. mexicana se
dejé sedimentar por aproximadamente 24 horas. Después, en condiciones de
asepsia, se decantd el sobrenadante y de éste se recuperaron las enzimas
proteoliticas. Primero se concentré por medio de liofilizacidon en una liofilizadora
marca Labconco, modelo Freezone 4.5, hasta tener aproximadamente una décima
parte del volumen original, se dializé por ultrafiltracién en una celda Amicon con una
membrana de 3 kDa de corte molecular, usando Nitrogeno de alta pureza a 2.8
kglcm?. Posteriormente las proteasas recuperadas fueron purificadas por

cromatografia de intercambio cationico.

Las muestras purificadas, el extracto del latex de J. mexicana y el marcador de peso

molecular se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS.
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5.6.10 Purificacion por cromatografia de intercambio catiénico

El medio de cultivo sometido a los procesos mencionados en la seccion anterior fue
purificado por cromatografia de intercambio catiénico en un equipo Akta PRIME
usando una columna HiTrap SP de 5 mL. Se inyectaron 1.5 mg/mL de proteina; para
la elucion se utilizd como fase movil regulador de fosfatos de sodio 0.05 M (fase A) y
un gradiente de NaCl: regulador de fosfatos de sodio 0.05 M con cloruro de sodio 1

M (fase B), ambas fases a pH 6.3.

5.6.11 Electroforesisis en gel de poliacrilamida

Para preparar un volumen de 5 mL de gel de poliacrilamida se utilizaron 1.7 mL de
agua, 2 mL de acrilamida-bisacrilamida (30:0.8), 1.25 mL de tris 2 M pH 8.8, 25 uL
de PSA (persulfato de amonio), 2.5 yL de TEMED (N,N,N,N’-tetrametiléndiamina),
50 yL SDS al 10%). Se vacié la acrilamida en el molde para el gel y se dejo
polimerizar 20 minutos. Se preparé el gel concentrador de acrilamida al 4% (para un
volumen de 2 mL: 1.25 mL de agua, 275 pL. de acrilamida-bisacrilamida (30:0.8),
525 uL de tris 2 M pH 6.8, 10 pL de PSA, 2 yL de TEMED. Se vacio la acrilamida, se
colocé el peine y se dejo polimerizar 20 minutos. Después, se sacé el peine, se
limpiaron los pozos y se colocaron 30 yL de muestra preparada [40 uL de muestra y
10 yL de regulador de muestra (200 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.4 % azul de bromofenol y
40% glicerol)].

Las muestras se corrieron a 80 mV durante la etapa de concentracion y a 120 mV
durante la etapa de separacion (durante 20 y 60 minutos, respectivamente)

utilizando Tris-Glicina con SDS como amortiguador de corrida.
Para visualizar las proteinas el gel se tind azul Coomassie R-250 y se elimind

después el exceso de colorante con una solucién de acido acético y se tomé la

fotografia del gel.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Evaluacion del desempefio hidrodinamico de los biorreactores

6.1.1 Biorreactor de columna de burbujeo

En la figura 7 se presenta el tiempo de mezclado en el biorreactor de columna de
burbujeo conteniendo agua destilada en funcidén de la velocidad superficial de aire.
Al aumentar el flujo de aire disminuye el tiempo de mezclado. Este comportamiento
es el esperado, debido a que al aumentar la velocidad de aireacion, aumenta el
numero de burbujas que al ascender causan mayor movimiento del liquido y con ello

se alcanzan tiempos de mezclado mas cortos (Camacho-Rubio et al., 2004).
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Figura 7. Tiempo de mezclado del biorreactor de columna de burbujeo determinado para un volumen

de 480 mL de agua destilada

6.1.2 Biorreactor airlift

En el biorreactor airlift, el tiempo de mezclado se determiné para tres flujos de aire y
a tres alturas del liquido sobre el tubo de arrastre, utilizando agua destilada. Los
resultados del tiempo de mezclado en funcién de la velocidad superficial de aire se

muestran en la Figura 8. Al aumentar el flujo de aire, el tiempo de mezclado
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disminuye; lo mismo ocurre al aumentar la altura del liquido, aunque la disminucion
es menor; dicho comportamiento concuerda con lo reportado por Camacho-Rubio et
al. (2004). Para una velocidad superficial de aire de 1.65 cm/s (utilizada en el cultivo
de células de J. mexicana), el tiempo de mezclado en el biorreactor airlift fue de 29.3

S.
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0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Velocidad superficial (cm/s)

Figura 8. Tiempo de mezclado del biorreactor airlift determinado para un volumen de 500 mL de agua
destilada, utilizando las siguientes alturas del liquido sobre el tubo de arrastre: 1 cm(#),3cm (B)y 5
cm (A).

6.1.3 Biorreactor de tanque agitado

En el biorreactor de tanque agitado, el tiempo de mezclado también fue determinado
para cinco flujos de aire, utilizando agua destilada. En la figura 9 se puede observar
que al aumentar el flujo de aire, el tiempo de mezclado disminuye. Para la velocidad
superficial de aire utilizada en el cultivo de células de J. mexicana (0.05 cm/s) se

determiné un tiempo de mezclado de 21 s.
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Figura 9. Tiempo de mezclado del biorreactor de tanque agitado determinado para un volumen de

500 mL de agua destilada

El tiempo de mezclado fue menor en la columna de burbujeo (23.1 s) que en el
biorreactor airlift (29.3 s), tal como se encuentra reportado en la literatura (Sanchez-
Mirén et al., 2004). Sin embargo, el biorreactor que presenté un mejor tiempo de

mezclado fue el tanque agitado.

6.1.4 Viscosidad

También se midié la viscosidad del medio de cultivo con células de J. mexicana,
cuya concentracion de biomasa era de 83 g/L en peso fresco después de 28 dias de
culltivo, encontrandose que ésta es similar (1.03 mPa's) a la del agua destilada y que
dicho medio presenta el comportamiento de un fluido newtoniano; esto coincide con
lo reportado por Martinez-Guillén en 2006. Debido a que las viscosidades del agua
destilada y del medio de cultivo (con 8.3% de células) son semejantes, se espera

que los tiempos de mezclado sean similares para ambos fluidos
El Cuadro 2 muestra el consumo de potencia, los tiempos de mezclado y las

velocidades de corte correspondientes a las condiciones de operacion usadas

durante el cultivo celular de J. mexicana, asi como la viabilidad celular de los
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cultivos. En la siguiente seccion se analiza el efecto del desempefio hidrodinamico

sobre el cultivo celular de J. mexicana.

Cuadro 2. Consumos de potencia, tiempos de mezclado, velocidades de corte y viabilidad celular

determinadas durante el cultivo celular de J. mexicana.

Volumen
Volumen Viabilidad a | Tiempo de
. . de PV Y
Biorreactor Nominal _ 28 dias mezclado
operacion (WIL) | (s}
(L) (%) (s)
(L)
No No
Matraz 0.5 0.15 0.18 | <50@
determinada | determinado
Columna de b
. 0.6 0.5 81 23.1 0.26 13®)
burbujeo
Airlift 0.6 0.5 88 29.3 029 | 36“9
Tanque agitado
a _ 9 0.5 0.35 1 20.6 0.031 | 3159
magnéticamente
Tanque agitado
are a8 3 0.8 82 21.2 0.101 | 400

mecanicamente

Velocidad de corte calculada de acuerdo a: a) Bichs et al., 2000; b) Chisti y Moo-Young, 1989; c)

Chisti y Moo-Young, 1989; d) Sanchez et al., 2006.

6.2 Cultivos celulares de Jacaratia mexicana en biorreactores

Los cultivos celulares de J. mexicana se realizaron en tres series de experimentos;

la primera serie se llevd a cabo en el biorreactor airlift, de columna de burbujeo y de

tanque agitado magnéticamente.

Posteriormente se realizdé un segundo experimento utilizando unicamente el tanque

agitado mecanicamente.
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En la tercera serie de experimentos, se sustituyo el tanque agitado magnéticamente
por el de agitacidn mecanica, utilizando nuevamente los biorreactores airlift y de

columna de burbujeo.

6.2.1 Viabilidad celular y velocidad de corte

En la primera serie de experimentos, como puede observarse en el Cuadro 2, la
viabilidad celular al término del cultivo es similar para los biorreactores de columna
de burbujeo y airlift, sin embargo en el tanque agitado magnéticamente sélo se
conserva el 1% de viabilidad, lo cual puede deberse a que la velocidad de corte es
mayor en este reactor (315 s™). La velocidad de corte calculada para el biorreactor
airlift (36 s™') fue mayor a la reportada por Pan et al. (2000), la cual fue de 7.05 s™.
Por el contrario, Juarez-Sanchez et al. (2002) reportaron una velocidad de corte de
77 s'1, lo cual indica que las velocidades de corte en el biorreactor airlift utilizado en
este trabajo se encuentra dentro del intervalo reportado en la literatura para este tipo
de biorreactores. En 1999, Rodriguez-Monroy y Galindo reportaron una velocidad de
corte promedio de 77 s en un cultivo de Beta vulgaris realizado en un tanque
agitado; igualmente, Pan et al. (2000) calcularon una velocidad de corte de 55 s al
cultivar Taxus chinensis en el mismo tipo de biorreactor. La velocidad de corte
calculada para el tanque agitado utilizado en este trabajo fue mayor, lo cual puede

causar, como se menciono arriba, la pérdida de viabilidad.

Otra posible explicacion a esta pérdida de viabilidad es que el sistema de agitacion
magnética de este tanque agitado, que consiste de una flecha montada sobre una
placa magnética ubicada en el fondo del recipiente, por defecto de disefio, no
sellaba bien en la base del biorreactor y esto causé que las células pasaran a la
parte inferior de dicha placa; debido a la agitacidén, este sistema actudé como un

molino ocasionando el rompimiento de células.
La figura 10 muestra observaciones al microscopio de las células de J. mexicana a

los 24 dias de cultivo en los biorreactores de tanque agitado magnéticamente, de

columna de burbujeo y airlift. En el biorreactor de tanque agitado la viabilidad de las
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células fue de 1%, mucho menor a la observada en los biorreactores airlift (88%) y

de columna de burbujeo (81%).

'I.

d] w_‘-_
| R R
1 ! J 1

Figura 10. Fotografias de células de J. mexicana a los 28 dias de cultivo en tres biorreactores: a)
tanque agitado magnéticamente, b) columna de burbujeo, c) airlift. Volumen de operaciéon= 400 mL,

aireacion= 0.5 vvm; en el tanque agitado, la agitacion de 300 rpm.

Para investigar si la ruptura de las células se debié al disefio del reactor o a la
relativamente alta velocidad de corte en el tanque agitado magnéticamente, se hizo
un cultivo celular usando el tanque agitado de disefio estandar (marca Applikon de
3L) que tiene la flecha de agitacion montada en la tapa del biorreactor. El volumen
de operacion del biorreactor fue de 1.2 L, con la misma aireacion y agitacion que el
utilizado anteriormente (0.5 vwvm y 300 rpm, respectivamente). La toma de muestra

se realizé cada cuatro dias.

Al igual que en los tres biorreactores anteriores, fue determinada la velocidad de
corte para el tanque agitado mecanicamente, la cual fue mayor (400 s™') que aquélla
calculada para el tanque con agitacién magnética (315 s™), con lo cual se puede
concluir que el rompimiento de las células (y por lo tanto la pérdida de viabilidad del
99%) en el tanque agitado utilizado en el primer experimento se debe al disefio de
éste y no a la velocidad de corte. Asimismo, se fotografiaron las células a los 20 dias
del cultivo y fue posible observar que la viabilidad es similar al de los biorreactores

de columna de burbujeo vy airlift (87% de células viables)
Posteriormente, se realizé la tercera serie de experimentos. Al término del cultivo (28

dias) se conservaron viables aproximadamente el 82% de las células; estos

resultados fueron similares en los tres biorreactores. De acuerdo a Barrera-Martinez
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(2007), la viabilidad de las células de J. mexicana cultivadas en un biorreactor airlift
de 2 L fue de 80% a los 35 dias, lo cual concuerda con la viabilidad obtenida en el
presente trabajo. También se determiné el crecimiento celular, consumo de
sacarosa, actividad proteolitica y proteina; dichos resultados se presentan en las

siguientes secciones.

6.2.2 Morfologia celular

Con el propdsito de observar si las condiciones hidrodinamicas presentes en los
biorreactores influyeron sobre la morfologia celular, se tomaron fotografias de las
células de J. mexicana del in6culo, asi como al final del cultivo en los tres tipos de
biorreactores (airlift, columna de burbujeo y tanque agitado mecanicamente), y se

midieron como se indica en la metodologia.

Los cultivos de células vegetales en suspension son heterogéneos en cuanto a su
tamano, forma y agregacién celular (Trejo-Tapia et al., 2001). En los cultivos de J.
mexicana en tres tipos de biorreactores realizados en este trabajo, las células tenian
diferentes formas: alargadas, redondas y elipticas. En cuanto al tamafio de las
células, fue de 35 hasta 600 um de longitud, observandose la presencia tanto de

células individuales como de agregados celulares.

Se determiné el factor eliptico promedio (fe) y la relacion entre el area de las células
y el area de una elipse (A/A¢) para el indculo, asi como para cada biorreactor, tal
como se indica en la metodologia. Los resultados, con su respectiva desviacion
estandar, se muestran en el Cuadro 3; al realizar el analisis estadistico no se
encontraron diferencias significativas en el tamafo de las células medido al inicio y
al final de cada cultivo, lo cual indica que las condiciones a las que fueron sometidas
las células no afectaron su tamano ni su morfologia celular. Este resultado difiere del
encontrado en el cultivo de U. tomentosa, en el cual si hubo un cambio en la forma y

tamano de las células al pasar de matraz a tanque agitado (Trejo-Tapia et al., 2005).
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Cuadro 3. Factor eliptico promedio y relaciéon de areas promedio calculada para las células de J.

mexicana en tres biorreactores: airlift, columna de burbujeo y tanque agitado mecanicamente.

Biorreactor fo AlA.
Inéculo 3.0209 + 2.3281 0.9972 + 0.1101
Airlift 3.0097 +2.3198@ 1.0174 + 0.1052@
Columna de burbujeo 3.0683 + 2.4024@ 0.9925 + 0.1140@
Tanque agitado 3.1274 + 2.4308@ 1.0169 + 0.0934®)

a) Valores determinados a los 28 dias de cultivo, en 400 células.

6.2.3 Crecimiento celular y consumo de sacarosa

En la primera serie de experimentos, el crecimiento de la biomasa fue similar en los
biorreactores airlift y de columna de burbujeo (17%), sin embargo, en el tanque
agitado magnéticamente fue casi nulo (datos no mostrados); esto se debio al disefio

del biorreactor, como se indico en la seccion anterior.

En el experimento realizado en el tanque agitado mecanicamente, la biomasa se
incrementd un 23%, alcanzando una concentracion de 64.5 g/L a los 20 dias (Figura
11), con lo cual se comprobd que el tanque agitado mecanicamente no ocasioné
ruptura a las células. Comparando estos resultados con los obtenidos en la primera
serie de experimentos, se observd que el aumento de biomasa en este tanque
agitado con respecto al biorreactor de columna de burbujeo fue de 4.6%, mientras
que con respecto al biorreactor airlift fue de 20% (comparando los datos obtenidos

en el dia 20, para los tres biorreactores).
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Figura 11. Crecimiento celular de J. mexicana en tanque agitado mecanicamente. Volumen de

operacion= 1.2 L, aireacion= 0.5 vvm, agitacion= 300 rpm.

Al haber un incremento en la biomasa, por consiguiente, también aumenta el
consumo de sacarosa, tal como se muestra en la figura 12. Como puede observarse,
la concentracion de sacarosa disminuye de 46.1 a 26.5 g/L. Se calculé el
rendimiento de la biomasa con respecto al sustrato, encontrandose que éste es igual
a 0.032 g biomasal/g sacarosa (en peso seco). No se encontraron datos de
rendimiento en la literatura, ya que usualmente se reporta la cantidad de biomasa
producida mas no la cantidad de sustrato consumida, por lo que no fue posible

realizar una comparacion del rendimiento.
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Figura 12. Consumo de sacarosa del cultivo celular de J. mexicana en tanque agitado

mecanicamente. Volumen de operacion= 1.2 L, aireacién= 0.5 vvm, agitaciéon= 300 rpm.

En la figura 13 se muestra el crecimiento celular para los cultivos celulares de J.
mexicana en los tres tipos de biorreactores (en la tercera serie de experimentos). En
los biorreactores de columna de burbujeo y airlift el crecimiento celular fue similar; la
maxima concentracion de biomasa, en el dia 28, fue de 78.5 + 4.885y 79.4 + 4.2922
g/L respectivamente, lo cual corresponde a un 16% de incremento de biomasa en la
columna de burbujeo y a un 17% en el airlift. En el tanque agitado este aumento fue
del 21%, alcanzandose una concentracion de biomasa de 83.3 + 6.195 g/L (peso
fresco). El programa StatPlus 2007 fue utilizado para realizar el analisis estadistico
de los valores presentados en esta tesis. Al realizarse el analisis de varianza
(ANOVA) se encontré que no existe una diferencia estadistica significativa entre los

valores de biomasa en los tres tipos de biorreactores utilizados (p<0.05).
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Figura 13. Crecimiento celular de J. mexicana en tres biorreactores: tanque agitado mecanicamente
(), columna de burbujeo (M) y airlift (A). Volumen de operacién= 400 mL, aireacién= 0.5 vvm; en el

tanque agitado, volumen de operacién= 800 mL y agitacion= 300 rpm.

En el trabajo realizado por Barrera-Martinez (2007) fueron cultivadas células de J.
mexicana en un biorreactor airlift de 2.0 L (volumen de operacion de 0.8 L)
adicionando hidrolizado de caseina como inductor, reportandose una concentracion
maxima de biomasa de 80 g/L (en peso fresco) a los 49 dias; en este trabajo se
alcanzé una concentracidén similar en sélo 28 dias. En otro estudio realizado en el
mismo biorreactor (volumen de operacion de 1.2 L), la cantidad de biomasa
alcanzada fue de 156 g/L (en peso fresco) a los 77 dias (Martinez-Guillén, 2006);
este resultado indica que es posible lograr un mayor incremento en la biomasa si se

continua el cultivo celular.

Como se observo en la figura13, el crecimiento celular fue similar en los tres
biorreactores. En el cultivo de Taxus chinensis realizado por Pan et al. (2000)
utilizando un tanque agitado y un biorreactor airlift, también se observé que el

incremento en la biomasa era similar para ambos biorreactores.

El consumo de sacarosa se presenta en la figura 14. Como puede observarse, dicho
consumo fue similar en los biorreactores de columna de burbujeo y airlift, lo cual
coincide con el incremento de la biomasa para los mismos biorreactores. En el
tanque agitado, al haber un mayor crecimiento celular, el consumo de sacarosa es

también mayor. Sin embargo, el analisis estadistico no mostro diferencias
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significativas entre los datos de consumo de sacarosa en los tres tipos de

biorreactores (p<0.05).
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Figura 14. Consumo de sacarosa de las células de J. mexicana en tres biorreactores: tanque agitado
mecanicamente (), columna de burbujeo (M) y airlift (A). Volumen de operacion= 400 mL,

aireacion= 0.5 vvm; en el tanque agitado, volumen de operacion= 800 mL y agitacion= 300 rpm.

También se calculd el rendimiento de biomasa en funcidn del consumo de sustrato,
encontrandose que éste fue de 0.041, 0.033 y 0.030 g biomasa en peso seco/g
sustrato para el biorreactor de tanque agitado, columna de burbujeo y airlift

respectivamente.

6.2.4 Actividad proteoliticay proteina

En la figura 15 se presenta la actividad proteolitica obtenida en el biorreactor de
tanque agitado mecanicamente, la cual alcanza un valor maximo de 1.6 x 10* UT/L
en el dia 7, a partir del cual se presenta una ligera disminucion en la actividad, la
cual permanece casi constante hasta el dia 20. Esto puede deberse a un error

experimental.

Con respecto a la actividad proteolitica, ésta presenté un incremento de 23.9% en
comparacion con la obtenida en el biorreactor de columna de burbujeo; con respecto
al biorreactor airlift, dicho incremento fue del 36.5% (datos obtenidos a los 20 dias

de cultivo, en la primera serie de experimentos).
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Figura 15. Actividad proteolitica determinada en el medio de cultivo celular de J. mexicana en tanque

agitado mecanicamente. Volumen de operacion= 1.2 L, aireacion= 0.5 vvm, agitacion= 300 rpm.

En cuanto a la proteina, ésta fue aumentando hasta el dia 12, sin embargo a partir
de ese dia la concentracion permanece constante (aproximadamente 145.5 mg/L,
esta cantidad de proteina es similar a la obtenida en los biorreactores de columna de
burbujeo y airlift) (Figura 16), lo cual esta de acuerdo con lo observado respecto a la

actividad proteolitica.
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Figura 16. Proteina total determinada en el medio de cultivo celular de J. mexicana en tanque agitado

mecdanicamente. Volumen de operacion= 1.2 L, aireacion= 0.5 vvm, agitacion= 300 rpm.
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Los resultados obtenidos de la determinacion de la actividad proteolitica en el medio
de cultivo (en la tercera serie de experimentos) se muestran en la Figura 17. En los
biorreactores de columna de burbujeo y airlift se obtuvieron actividades proteoliticas
similares (1.2 x 10* + 0.031UT/L), mientras que en el tanque agitado se obtuvo una
mayor actividad proteolitica (1.7 x 10* + 0.198 UT/L). Dicho resultado es similar al
obtenido en el experimento anterior donde se utilizé unicamente el tanque agitado
mecanicamente. El analisis estadistico mostré que no existen diferencias
significativas entre la actividad proteolitica obtenida en el biorreactor de columna de
burbujeo y el airlift; sin embargo, si existe diferencia estadistica significativa entre los
valores de actividad proteolitica en el tanque agitado con respecto a los otros dos

biorreactores (p<0.05).
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Figura 17. Actividad proteolitica determinada en el medio de cultivo celular de J. mexicana en tres
biorreactores: tanque agitado mecanicamente (#), columna de burbujeo (W) y airlift (A). Volumen de
operacion= 400 mL, aireacion= 0.5 vvm; en el tanque agitado, volumen de operacion= 800 mL y
agitacién= 300 rpm.

Las actividades proteoliticas de los cultivos de células de J. mexicana obtenidas en
los tres biorreactores concuerdan con la actividad proteolitica reportada en el trabajo
de Montano-Herrera (2007), la cual fue de 1.5 x 10* UT/L, utilizando caseina como

inductor en un biorreactor airlift de 500 mL.

Una posible explicacién del incremento en la actividad proteolitica en el cultivo en

tanque agitado mecanicamente con respecto a los otros dos biorreactores, es que

50



Cultivos celulares de J. mexicana en tres tipos de biorreactores para la produccion de enzimas proteoliticas

este es el de mayor estrés hidrodinamico, lo cual podria tener un efecto elicitor sobre
las célula. No se encontraron referencias de que el estrés hidrodinamico incremente
la produccién de proteinas; sin embargo, se sabe que éste puede incrementar la
produccion de alcaloides de 5 a 10 veces en un cultivo de células de Uncaria

tomentosa en tanque agitado (Trejo-Tapia et al., 2005).

Se sabe que las proteasas cisteinicas participan en el recambio de proteinas de la
célula, asi como en la degradacién de proteinas desnaturalizadas y mal plegadas,
las que son reemplazadas por proteinas de nueva sintesis (Grudkowska y
Zagdanska, 2004). Ademas, se conoce que estas enzimas actuan como mecanismo
de defensa en las plantas. Por ejemplo, cuando una planta es sometida a factores
ambientales bidticos o abidticos, como la deficiencia de agua, ésta induce la
produccion de proteasas cisteinicas como defensa, incrementandose la actividad

proteolitica total (Zagdanska y Wisniewski, 1996).

Si la planta es atacada por insectos, las proteasas cisteinicas también actian como
defensa, induciéndose su produccién y acumulacion. Tal es el caso de diferentes
genotipos de maiz resistentes a las especies de Lepidoptera (Grudkowska y
Zagdanska, 2004). También se han realizado estudios con proteasas de la familia de
las Caricaceas, encontrandose que las proteasas cisteinicas son toxicas o
disminuyen el crecimiento de diferentes especies de insectos. Estos estudios indican
que es posible, mediante manipulacion genética, utilizar estas proteasas para crear

cultivos tolerantes a diversos insectos (Konno et al., 2004).

En la figura 18 se presentan los resultados de determinacion de proteina en el medio
de cultivo. A los 28 dias se observa la maxima concentracion de proteina, la cual fue
de 191.5 + 13.316 y 196.6+£15.655 mg/L en los biorreactores de columna de burbujeo
y airlift, respectivamente. Para el tanque agitado, esa concentracion fue ligeramente
mayor (208.7 + 13.277 mg/L); lo cual concuerda con lo observado respecto a la
actividad proteolitica. Sin embargo, la diferencia entre los valores de proteina en los

tres biorreactores no es significativa (p<0.05).
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Figura 18. Proteina total determinada en el medio de cultivo donde crecieron las células de J.
mexicana en tres biorreactores: tanque agitado mecanicamente (), columna de burbujeo (M) y airlift
(A). Volumen de operacion= 400 mL, aireacion= 0.5 vvm; en el tanque agitado, volumen de

operacion= 800 mL y agitacién= 300 rpm.

En cuanto a la sintesis de proteina, Martinez-Guillén (2006) y Barrera-Martinez
(2007) reportaron una concentracion de proteina entre 30 y 40 mg/L; en cambio, en
este estudio dicha cantidad fue aproximadamente cuatro veces mayor, aunque este

incremento en la proteina no se reflejo en la actividad proteolitica.

6.3 Recuperacion y purificacion de proteasas de cultivos celulares de

Jacaratia mexicana

Con la finalidad de comparar las proteasas sintetizadas en los cultivos celulares con
las del latex de los frutos de J. mexicana, se realizé recuperaciéon de las proteasas
de cultivos celulares de J. mexicana y su purificacion por cromatografia de
intercambio catidnico en condiciones iguales a la purificacion de una proteasa del

latex de la planta, la mexicaina.

En la figura 19a se presenta el perfil de elucién de la fraccion P-IV de las proteasas

extraidas del latex de J. mexicana, mientras que en la figura 19b se muestra el perfil
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de elucion obtenido de la purificacion de las proteasas recuperadas del cultivo de
células en suspensién de J. mexicana. Se observa que ambas figuras presentan un
perfil de elucion similar, es decir dos picos, el primero corresponde a la fraccion que
no se unid a la columna, el otro corresponde a las fracciones de enzimas
proteoliticas catidnicas. Con ello, se puede concluir que los cultivos celulares en
suspension de J. mexicana son capaces de sintetizar proteasas similares a las del

latex de los frutos de dicha planta.

—— a0ngamants 0_uv
——— 2rseptmnatonto v

H
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g
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a) Volumen de elucion (mL) b) ' ’ Volumen de elucion (mL)m

Figura 19. Perfil de elucién de la cromatografia de intercambio catidnico de: a) mexicaina (fraccion 1V)
de las proteasas del latex de J. mexicana; b) proteasas obtenidas por el cultivo en suspensién de

células de J. mexicana. Columna HiTrap SP 5 mL, condiciones de elucion indicadas en metodologia.

6.4 Electroforesisis en gel de poliacrilamida

Las muestras de proteasas recuperadas de los cultivos celulares también fueron
sometidas a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%, con SDS. En la
Figura 20 se muestra el patrén electroforético, en el cual se observa que el medio de
cultivos celulares de J. mexicana concentrados mostraron una banda de
aproximadamente 24 kDa (carril 4), la que corresponde con el peso molecular de
una las proteasas del latex de J. mexicana, la mexicaina (Oliver, 1999), lo cual nos
indica que las células de J. mexicana cultivadas in vitro son capaces de producir las
mismas proteasas presentes en el latex de dicha planta. Como se puede observar

en carriles 2 y 3, los cultivos celulares de J. mexicana producen otras proteinas
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extracelulares, sin embargo, la banda de 24 kDa es la que se encuentra en mayor

proporcion.

180 kDa
115 kDa

&2 kDa
64 kDa
49 kDa

37 kDa

26 kDa

24 kDa 19 kDa

Figura 20. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% con SDS. Carril 1. Latex de J. mexicana.
Carril 2. Extracto de proteasas de J. mexicana. Carril 3. Fraccion PIV de las proteasas de J.
mexicana. Carril 4. Medio de cultivo en donde crecieron las células de J. mexicana. Carril 5. Marcador

de peso molecular.
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7 CONCLUSIONES

» El crecimiento de biomasa fue 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 viabilidad de -cultivos celulares de J. mexicana en el tanque agitado
magnéticamente fue del 1% (a los 28 dias de cultivo), debido a su efecto de

molino.

» La viabilidad de cultivos celulares de J. mexicana fue similar (aproximadamente
84%) en los tres tipos de biorreactores bajo las condiciones hidrodinamicas

estudiadas.

» 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* UTIL).

» Las velocidades de corte generadas en las condiciones de operacion de los tres
biorreactores estuvieron en el intervalo de 13 a 400 s'1; estas velocidades no
provocaron disminuciéon en la produccién 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 dentro de las condiciones estudiadas.
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8 PERSPECTIVAS

Aunque en este trabajo se encontré que el estrés hidrodinamico (velocidades de
corte en el intervalo de 13 a 400 s™) no afecté la viabilidad del cultivo celular de J.
mexicana, en cambio se observd un incremento en la actividad proteolitica del
cultivo en el biorreactor de tanque agitado (velocidad de corte de 400 s™), se sugiere
realizar otro experimento sometiendo a las células a menores velocidades de corte,

para verificar si este estrés tiene un efecto elicitor sobre las células.

Dado que se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
actividad proteolitica obtenida en el biorreactor de tanque agitado con respecto al
biorreactor de columna de burbujeo y al airlift, se recomienda realizar experimentos
de los cultivos celulares de J. mexicana en los tres tipos de biorreactores, con una
agitacion menor y una mayor a la utilizada en este estudio para tener mayor certeza
en la eleccion del tipo de biorreactor mas adecuado para la produccion de estas
enzimas. Siempre y cuando los resultados sean los mismos y si después de realizar
un estudio econdémico se justifica el uso del tanque agitado, entonces se podria
pensar en llevar a cabo el escalamiento de la produccidén de enzimas proteoliticas de

J. mexicana en dicho biorreactor.
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10 ANEXOS

Anexo 1. Composicién de medios de cultivo

Medio de Knop

Reactivo g/L
Mg SO, - 7H,0 0.2
KNO; 0.2
KH,PO, 0.2
CaNO; - 4H,0 0.8
Agar 6.0
pH 5.5

Medio de Murahige y Skoog

Reactivo g/L mL/L
Sacarosa 20 -
Mioinositol 0.1 -
Agar noble 6.0 -
Vitaminas - 1.0
Micronutrientes!" - 100.0
Macronutrientes'® - 100.0
pH 5.6
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YMacronutrientes

Reactivos mg/L
NH;NO; 1650
KNO; 1900
CaClyH,0 440
MgSQO,2H,0 370
KH, PO, 170
NaHz PO4H20 85
Micronutrientes

Reactivos mg/L
Kl 0.83
H3BO3 6.2
MnSO44H,0 22.3
ZnS0O44H,0 8.6
NaMoOs 2H,0 0.25
CuSO,5H,0 0.025
CoCly6H,0 0.025
Na,EDTA2H,0 37.2
FeSOg?HZO 27.8

Anexo 2. Preparacion

de reactivos.

Solucion de Azul de Tripano

Azul de Tripano al 20 % en PBS (Azul de tripano solucion Sigma T-8154, Solucién
0.4%, preparada en 0.81 % de NaCl y 0.6% de fosfato de potasio dibasico), PBS
(regulador de fosfatos: NaCl 8.75g/L, Na,HPO4 2.25g/L, KH,PO,4 0.2g/L, KCI 0.2g/L a
pH 7.2 - 7.3).
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Reactivo de Bradford

Azul brillante de Coomasie G-25............cccccevviiiiiiiiniiiiiin, 100 mg
Etanol @l 95% ... 50 mL
Acido fosfOrico al 85% (P/V) .cuvcveeeeereeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

Los 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 se disuelven en 50mL de etanol al
95%. A esta solucion se le afiaden 100 mL de acido fosférico al 85% (w/v). La
solucién resultante se afora 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 fosfaérico.

Albumina bovina (200 ug/mL)
AlbUMING DOVING ... 0.01g
Agua destilada ... 50 mL

Reactivo de Antrona

ANTIONA ... 150 mg

Acido sulfarico diluido.............coeieeeeeeeeeee e 100 mL

Disolver la antrona en acido sulfurico diluido (70 mL de acido sulfurico y 36 mL de
agua).

Antibiotico

Claforan inyectable sin lidocaina......................... 120 pL/300 mL de medio de
cultivo

Por cada litro de medio de cultivo adicionar 100 mg de antibiotico.
Antimicético
ACIAO DOFICO. ..., 0.05 % (p/v)

Por cada 1000 mL de medio de cultivo adicionar 0.50 g de antimicético.
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Anexo 3. Curvas tipo

Curvatipo parala determinaciéon 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 4. Elaboracion de la curva tipo de proteina por el método de Bradford.

BSA 200

0 0.05| 0.1 | 0.15| 0.20 | 0.25
pg/mL (mL)
Agua destilada (mL) 0.25 | 020 | 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 (ug/mL) 0 10 20 30 40 50

Después de cinco minutos de agregado el reactivo de Bradford, leer la absorbancia
a 595 nm. La cantidad de proteina contenida en las muestras es determinada

interpolando la absorbancia en la curva tipo elaborada con la albumina de suero
bovino (BSA).
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Figura 21. Curva tipo de proteina por el método de Bradford.

67



Cultivos celulares de J. mexicana en tres tipos de biorreactores para la produccion de enzimas proteoliticas

Curva tipo para la determinacion de actividad enzimética por el método de

Kunitz modificado

A partir de una solucién 500 M de tirosina (la solucion contiene 2 partes de regulador
de fosfatos pH 7.6 y 3 partes de ATC 5%).se hace una curva tipo con 10 diferentes
alicuotas (0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5, 1.8, 2.1, 2.4, 2.7 y 3.0 mL) de la solucién de tirosina,
adicionar la mezcla de regulador-ATC para llevar a un volumen final de 3.0 mL, y

efectuar la lectura de absorbancia a 280 nm. Elaborar la curva por triplicado.
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Figura 22. Curva tipo de tirosina.

Curvatipo parala determinacion de sacarosa por el método de la antrona

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

construy6 de acuerdo al cuadro mostrado a continuacion:
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Cuadro 5. Elaboracién 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

Reactivo de antrona (mL) 0.750 | 0.750 | 0.750 | 0.750 | 0.750

Concentracion de sacarosa

20 40 60 80 100
mg/mL

Realizar la curva tipo usando cada una de las diluciones indicadas en el cuadro 5
por triplicado. Agregar KOH e incubar durante de 10 minutos a ebullicién. Dejar
enfriar a temperatura ambiente y adicionar el reactivo de la antrona, incubar a 40° C
durante 10 minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente y leer la absorbancia a

620 nm. Calcular la ecuacion de la recta.
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Figura 23. Curva tipo de sacarosa por el método de la antrona.
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