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Resumen

Resumen

La goma de mezquite (GM) es un exudado que producen los arboles del género
Prosopis en sus ramas y troncos, como una respuesta a diferentes condiciones de
estrés. La GM es considerada como una Arabinogalactano-proteina (AGP) del tipo |l
y se ha demostrado tiene una aplicacibn como emulsificante, debido a su capacidad
para formar membranas viscoelasticas en una interfase aceite-agua. Ademas,
también funciona como agente microencapsulante de lipidos por sus propiedades
térmicas que le ayudan a actuar como barrera a la transferencia de oxigeno.

La busqueda de alternativas tecnoldgicas para la produccién de sustancias naturales
de interés para el hombre, como la GM, ha conducido a buscar sistemas de estudio
que permitan realizar investigaciones pertinentes para ello. En consecuencia, en este
estudio se propuso utilizar al cultivo de células y tejidos vegetales (CCV) para lograr
el establecimiento de una linea de células en suspension de P. laevigata productora
de GM, caracterizar su crecimiento a nivel de matraz y biorreactor y verificar si
mantiene las propiedades funcionales presentes en la GM producida por arboles
silvestres.

Para la obtencion de callo se probaron 12 tratamientos con distintas combinaciones
de reguladores de crecimiento vegetal (RCV) a 3 concentraciones: 0.5; 5.0 y 10 uM,
sobre 3 tipos de explante: hipocotilo, cotiledon y hoja. Los tratamientos con 2,4,5-T +
CIN y 2,45-T + BAP a una concentracion 5.0 uM e hipocotilo como explate,
resultaron los méas eficientes para inducir callo (100%). Los callos provenientes del
tratamiento con 2,4,5-T + CIN, presentaron un color verde claro y una consistencia
suave al tacto, y en su superficie se observo la formacion de un exudado tipo GM
(goma de callo, GMc), por lo que se utilizaron para iniciar un CCV en suspension de
P. laevigata.

El CCV en suspensiéon se desarrollo a nivel de matraz y en biorreactor tipo tanque
agitado. En matraz, se alcanz6 una biomasa maxima de 11.9 g de ms/L y una u de

0.14 d™. En contraste, en el biorreactor la biomasa méaxima fue de 16.6 g de ms/L,
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con una p de 0.08 d. La viabilidad en ambos sistemas no fue menor al 60% durante
la cinética de crecimiento.

La caracterizacion morfolégica de los agregados celulares mostr6 que cuando el
cultivo crece en matraz el tamafio de los agregados se incrementa en 0.026 mm?,
mientras que cuando crecen en biorreactor, el tamafio permanece constante (ca.
0.065 mm?)' En relacién a su forma, el factor de forma eliptica (FFE) disminuyé
durante el crecimiento, independientemente del sistema utilizado, presentando
valores cercanos a 2.5 al final del crecimiento indicando que los agregados cambian
de formas alargadas a redondas. La velocidad de transferencia de oxigeno (OTR)
presentd valores superiores (ca. 2.5 veces) a la velocidad de consumo de oxigeno
(OUR) durante todo el cultivo, lo que significa que las condiciones de aireacion y
agitacion en el biorreactor fueron las apropiadas para asegurar que el cultivo no
estuviera limitado por oxigeno.

El andlisis quimico en el medio de cultivo al final de la cinética de matraces y
biorreactor, mostré que esta linea celular secreta AGPs, proteina y polisacéaridos,
componentes principales de la GM producida por arboles silvestres, durante su
crecimiento in vitro. Este resultado reforzé la hipdtesis de que estos compuestos
poseen las caracteristicas emulsificantes presentes en la GM.

Se prepararon emulsiones aceite en agua con soluciones acuosas de GM, exudado
tipo goma de callos (GMc), goma obtenida en matraces (GMm) y goma obtenida en
el biorreactor (GMb), y se evaluaron sus propiedades emulsificantes a través del
método de densidad Optica. No se presentd una diferencia significativa en la
capacidad emulsificante de las emulsiones, sin embargo, si la hubo en la estabilidad
emulsificante, presentando una mejor estabilidad la emulsién con GM. Se determiné
por analisis de imagenes, el diametro promedio (dso) de las gotas de aceite en las
emulsiones como una funcion del tiempo, no se encontraron diferencias en el dz de
las emulsiones recién formadas, sin embargo el d;, después de 72 h fue menor para
la emulsion con GM (2.1 um) que para las de GMm y GMb (3.1 y 3.6 um
respectivamente), lo que significa que la GM provee una mayor estabilidad a la

emulsion. Un mecanismo que promueve la pérdida de estabilidad es la coalescencia

Vi
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de las gotas de aceite, esta se caracteriza por una ampliacion en la distribucion de
tamafio de particulas, con un incremento en el tamafio promedio de gotas con el

tiempo. Asi, se utilizo el d;o de las emulsiones y se calculo la tasa de coalescencia

(C) de las gotas de aceite. Los resultados mostraron que la GM presenta una C
6.02X10®, menor a la que se obtuvo para la GMm (C = 2.39X10°) y GMb (C
3.81X10”) lo que corrobora que las emulsiones con GM son mas estables que las

formuladas con GMm y GMb.

En suma, se logro el establecimiento del cultivo de células en suspension, la linea
celular mostr6 su capacidad para crecer a nivel de matraz y biorreactor y se
comprobd que secretan AGPs, proteinas y polisacaridos al medio de cultivo, que le

confieren propiedades emulsificantes.

vii
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Abstract

Mesquite gum (MG) is an exudate that produced by trees of genus Prosopis in its
branches and trunks, as a response to different stress conditions. The MG is
regarded as an Arabinogalactan-protein (AGP) of type Il and has been shown to have
an application as emulsifier, due to its ability to form viscoelastic films in an oil-water
interface. In addition, it also works as a lipid microencapsulating agent by its thermal
properties that help to act as a barrier to oxygen transfer. The search for
technological alternatives, for production of natural substances of interest to man,
such as MG, has led to search of systems to carry out research studies relevant to
this. Consequently, in this study plant cell culture (PCT) was used to achieve the
establishment of a MG producing P. laevigata cell suspension line, to characterize
their growth at flask and bioreactor level and to verify if MG preserves the functional
properties present in wild trees. To obtain callus were tested 12 treatments with
different combinations of plant growth regulators (PGR) at 3 concentrations: 0.5, 5.0
and 10 uM on 3 types of explants: hypocotyl, cotyledon and leaf. Treatments with
2,4,5-T + KIN and 2,4,5-T + BAP at 5.0 uM and hypocotyl as explant, were the most
efficient to induce callus (100%). The callus from treatment with 2,4,5-T + KIN, had a
light green color, smooth to the touch, and an exuded gum-like substance (MGc) was
observed on its surface; this callus were used to initiate a P. laevigata cell suspension
culture (CSC).

P.laevigata CSC was developed at Erlenmeyer flask and stirred tank bioreactor type.
In the Erlenmeyer flask, the biomass reached a maximum of 11.9 g dm/L and a u of
0.14 d*. In contrast, in the bioreactor maximum biomass was 16.6 g dm/L with a p of
0.08 d*. The viability in both systems was not less than 60% during the growth
kinetics. Morphological characterization of cell aggregates showed that when the
culture is grown in a Erlenmeyer flasks the size of aggregates increases by 0.026
mm?, whereas when grown in the bioreactor, the size remains constant (ca. 0.065
mm?). In relation to its shape, the elliptical form factor (EFF) decreased during growth
period, regardless of the system used, with values close to 2.5 at the end of growth,

indicating that the aggregates shape change from elongated to round.

viii
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The oxygen transfer rate (OTR) had higher values (ca. 2.5 times) to the oxygen
uptake rate (OUR) during the culture in the bioreactor, which means that the
conditions of aeration and agitation were appropriate to ensure that the culture was
not limited by oxygen.

Chemical analysis of gums from flasks and bioreactor, showed that P. laevigata cell
line secreted AGPs, protein and polysaccharides, the main components of the MG
produced by wild trees. Oil in water emulsions were prepared with aqueous solutions
of MG, exuded gum-like substance (MGc), gum from flasks (MGm) and from
bioreactor (MGB), and emulsifying properties were measured by optical density
method. Not a significant difference in the emulsifying capacity of the emulsions was
found, however, they showed a better emulsion stability with MG. The mean diameter
(ds,) of the oil droplets in emulsions was determined by image analysis. There were
no differences in the ds o newly formed emulsion, but the dso after 72 h was lower for
the emulsion with MG (2.1 pm) than for MGm and MGb (3.1 and 3.6 pm,
respectively). This means that GM provides more stability to the emulsion. A
mechanism that promotes the loss of stability is the coalescence of oil drops, this is
characterized by an increase in the size distribution of particles, with an increase in
the mean droplet size over time. Thus, we used dso of emulsions and calculate the
rate of coalescence (C) of the oil droplets. The results showed that MG has a C =
6.02X10°, less than that obtained for the MGm (C = 2.39X10”) and the MGb (C =
3.81X107). This confirms that the emulsions with MG are more stable than those
made with MGm and MGb.

The P. laevigata cell suspension culture was successfully established; the cell line
showed its ability to grow on flask and bioreactor and found to secrete AGPs, proteins

and polysaccharides to the culture medium, which give emulsifying properties.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. ex Willd) M. C. Johnst

Se han descrito alrededor de 50 especies del género Prosopis en todo el mundo
(Figueiredo, 1990). 42 especies estan presentes en el continente Americano en dos
grandes localidades: Norte América (México y el Sur-Oeste de los Estados Unidos) y
Sur América (Argentina, Paraguay y Chile). También han sido introducidas en zonas
aridas del Este de la India, Australia, Africa y principalmente en Hawaii (Vernon-
Carter y col., 2000). En nuestro pais, estan presentes 10 especies del género
Prosopis, que crecen en las areas de la costa del océano Pacifico (desde Sinaloa
hasta Chiapas), en Sonora, la Peninsula de Baja California y en el centro y sur del
Pais. Entre estas especies se encuentra Prosopis laevigata, que predomina en la

meseta del Norte y Centro de México.

Clasificacion taxonémica:

Familia: Fabaceae (alt. Leguminoseae)

Subfamilia: Mimosoidae

Género: Prosopis

Especie :Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. ex Willd.) M. C. Johnst.

Sinonimias: Prosopis dulcis Kunth, Algorobia dulcis (Kunth) Benth, Mimosa

rotundata Sessé et Moc., Neltuma laevigata (Willd.) Britt. et Rose.

De acuerdo a la regiobn en donde crece recibe diferentes nombres comunes:
Mezquite (es el mayormente utilizado); Gtuh (huasteco); chicata, tiritzecua (tarasca)
en Michoacéan; algarrobo en Colima, Jalisco y Nayarit.
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P. laevigata es un arbol o arbusto (figura 1) que se desarrolla preferentemente en
zonas aridas y semiaridas, se puede encontrar a diferentes altitudes que van desde
el nivel del mar hasta los 2,050 msnm, alcanza alturas hasta de 15 m con lo que crea
bajo su copa condiciones muy favorables para el desarrollo de otras plantas
herbaceas. En sus raices crecen simbidticamente bacterias del género Rhizobium,
por lo que es considerado como una planta fijadora de nitrégeno. Forma parte del
matorral espinoso o “Selva baja espinosa subcaducifolia”. También se distribuye en
forma aislada entremezclado con plantios o cultivos anuales como el maiz y alfalfa,
asi como en laderas rioliticas o en terrenos aluviales con vegetaciéon muy alterada

(http://www.rlc.fao.org/redes/sisag/arboles/Mex-pr-l.htm).

Su madera es dura y pesada, en el centro es café o negra, muy durable por su
dureza y consistencia. Las hojas son bipinadas, las flores se encuentran agrupadas
en inflorescencias en espigas, son sumamente pequefias y producen un aroma y
néctar agradable para la polinizacion. Su fruto es una vaina, en donde se alojan las
semillas que tienen el tamafio menor al de un frijol, en forma aplastada o aplanada.

Sus ramas presentan espinas laterales.

P. laevigata es una especie con alto grado de agresividad o capacidad colonizadora
en areas perturbadas, por lo que su regeneracion puede darse por rebrote o retofio y
por semilla. Ese ultimo mecanismo se ve favorecido ya que generalmente cada afio
grandes cantidades de vainas y semillas se producen, lo que ayuda a la dispersion
natural de la especie a través de la diseminacion zoocora y endozoica, es decir, a

través del aparato digestivo de animales como borregos y cabras.

Practicamente toda la planta de mezquite y sus productos son aprovechados, la
madera es utilizada para fabricar duela, madera aserrada y parquet, para hacer
mangos de herramientas, hormas para zapatos en escala industrial, y como lefia y
carbon de muy buena calidad por su alto poder calorifico. Las hojas y vainas se

utilizan como forraje para el ganado, las vainas tienen un alto valor nutritivo y de ellas
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se puede obtener harina que en una proporcion de entre el 20 y 60% es mezclada
con harina de maiz, alfalfa, zacate, salvado, alfalfa molida, pasta de cacahuate o
linaza y se adiciona al forraje. De la corteza se extraen curtientes, ademas los

troncos y ramas se usan como postes para cercas.

Figura 1 Arbol silvestre de Prosopis laevigata Humb. & Bonpl. ex Willd.) M. C.
Johnst. (Mesquite).

Los arboles del son apreciados como planta melifera y se ha reportado que tiene
usos medicinales (Vernon-Carter y col., 2000). La goma diluida en agua se usa para
hacer gargaras y contra la disenteria, el cocimiento de las hojas y de renuevos o el
zumo de éstos, se emplea contra la inflamacion de ojos. También la infusién para el
tratamiento de salpullidos. El cocimiento de la corteza de las ramas jévenes (en agua

o leche), se da a tomar a los bebés para aliviar los colicos.
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En afios recientes se ha mostrado un interés creciente y especial en el exudado
(goma de mezquite; GM) que producen los arboles en sus ramas y troncos como
respuesta al estrés (LOpez-Franco y col., 2008) Principalmente porque presenta
propiedades funcionales que se comparan con las de la goma arabiga (GA), que es
la goma natural mayormente utilizada a nivel comercial en industrias como la

farmacéutica y la alimentaria.

1.2 Gomosis

La gomosis es el proceso de acumulacion y exudacion de gomas que presentan los
arboles. Estas gomas estan formadas principalmente por polisacaridos proteinas y
acidos urénicos en algunas especies de plantas. Se sabe que la gomosis se presenta
como una respuesta comun a diferentes condiciones de estrés ambiental, heridas,
infeccién por patdgenos o atagues de insectos (Skrzypek y col., 2004). El papel
fisiol6égico de la goma en plantas no esta totalmente claro, se piensa que su funcion
es limitar el area invadida por hongos, insectos y bacterias patégenas aislando el
tejido infestado o infectado del tejido sano. La goma exudada tiene también un papel
protector, sella las heridas y las zonas dafiadas, ademas ayuda a ocluir los
conductos del xilema, previniendo con esto, tanto la perdida de agua como la
invasion de patdgenos dentro de la planta. Esto dltimo se debe también a que
algunos compuestos fendlicos son atrapados en la matriz de la goma y estas
sustancias participan en la defensa de la planta, ademas de que la polimerizacion de
dichos compuestos para formar polifenoles, resulta en goma de color café o amarilla.

En consecuencia, la formacion de goma es un proceso positivo para las plantas.

La gomosis es comun en diferentes tipos de arboles, pero esta mayormente
estudiada en los frutales como el durazno, ciruelo, cerezo y chabacano. Diversos
reportes coinciden en que la produccion de goma en muchas plantas, esta mediada

por etileno (Olien y col.,, 1982). También se ha demostrado que tanto el acido
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jasmonico, el metil jasmonato y compuestos relacionados, conocidos como
jasmonatos, juegan un papel importante en la ruta de traduccién de sefiales en
respuesta al estrés (Skrzypek y col., 2004). En este sentido, se sabe que el etileno
junto con el metil jasmonato intensifican su accion en la gomosis, ademas de que

ambos estan implicados en la promocién de la senescencia de la planta.

Los arboles de P. laevigata exudan una goma natural que esta estudiada
guimicamente desde los afios 50s, no obstante hay muy poca informacion publicada
con respecto a los factores bidticos o abidticos que regulan el proceso (Vilela y
Ravetta, 2005). Al respecto, Anderson y Farquhar (1982), mencionan que distintas
condiciones fisiolégicas de estrés como calor y sequias extremas pueden promover
una mayor produccion de goma. Ademas que el flujo de la goma puede estimularse
rociando las hojas con un agente defoliante, provocando dafio mecanico al tronco

principal con cadenas metalicas y aplicando acido sulfurico.

Con el objetivo de inducir una mayor cantidad de GM en arboles silvestres que la que
estos producen de manera natural, Vilela y Ravetta (2005) realizaron heridas en el
tronco principal y algunas ramas de 5 individuos de 3 especies de Prosopis, lo que
ayudd a obtener una mayor produccion de goma con respecto a los organismos no
tratados. Sin embargo, en su estudio no obtienen informacion de el mecanismo que
provoco este aumento y sélo proponen que esto puede tener como base la hipotesis
del balance Carbono/Nitrégeno. Esta sugiere que en casos de baja disponibilidad de
nutrientes, los carbohidratos no estructurales totales se acumulan debido a la
reduccion del crecimiento, sin tener una fuerte limitacion en la asimilacion del CO..
Lo que a su vez puede disparar la incorporacion del exceso de carbono en productos

como las gomas vegetales.

Por otro lado, hay evidencias que gomas vegetales son empleadas de manera
practica por el hombre en diversas areas (Verbeken y col., 2003). En particular, la GA

proveniente de Acacia senegal, goma tragacanto proveniente de Astragalus spp,
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goma karaya proveniente de Sterculia spp. y la GM proveniente de Prosopis

laevigata han sido utilizadas en la industria farmacéutica y alimentaria.

Las gomas vegetales pertenecen a la familia de los polisacéaridos y tienen una
estructura compleja y muy ramificada compuesta por diferentes unidades de
azucares neutros y acidos urdnicos, que pueden ser identificados después de una
hidrolisis de sus enlaces glicosidicos. En general estas gomas posen una cadena
central de polisacarido compuesta por unidades de D-galactopiranosa con cadenas
laterales de L-arabinofuranosa, L-ramnopiranosa y acido glucurénico. La cadena
central también puede estar compuesta por un copolimero de arabinosa y galactosa
con ramnosa Yy acido glucurénico en sus cadenas laterales, ademas de que algunas
de ellas presentan un esqueleto proteico en su estructura que puede también
cambiar en cantidad y composicion. Dichas diferencias en estructura y composicion
tanto del polisacarido como de la parte proteica, se deben tanto al origen geografico,
como a las condiciones ambientales y de crecimiento de la planta, de tal manera que

el mismo tipo de goma puede presentar diferencias en su composicion quimica.

1.3 Propiedades funcionales de la Goma de Mezquite

La GM (figura 2) es un exudado de los arboles del genero Prosopis, estos la
producen en el tronco principal y ramas de la planta como un mecanismo de defensa.
Existen reportes que mencionan a la goma de Prosopis ambiguamente, esto porque
las semillas también contienen una goma, para diferenciarlas, al exudado se le
denomina “goma de mezquite”. Esta es liquida, soluble en agua y presenta un color
amarillo cuando esta fresca, tornAndose ligeramente dura, cristalina y oscura por
efecto del calor y contenido de polifenoles. Es un complejo proteoglicano que posee
un gran numero de grupos ionizables y es altamente ramificado. En general, el 90%
de la GM es un esqueleto central de residuos de [-(1-3)-D-galactosa con

ramificaciones (1-6) de L-arabinosa (tanto en su forma de piranosa como furanosa),
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L-ramnosa, acid3 -D-glucurdnico y acido 4-O-metil-B-D-glucurénico. Presenta
también una parte proteica que representa entre el 0.7 y 5.8 % del total de la
molécula (Vernon-Carter y col., 2000). Los aminoacidos principales de la proteina,
son en mayor proporcion la hidroxiprolina, seguida de la prolina y serina (Anderson y
col., 1985). Por estas caracteristicas, la GM es considerada una Arabinogalactano-
proteina (AGP) del tipo Il (polisacérido unido covalentemente a la proteina) (LOpez-
Franco y col., 2004).

Figura 2 Goma de mezquite recolectada de arboles silvestres en la localidad de Rio
Verde San Luis Potosi, México

Existen diversos estudios que demuestran que las propiedades funcionales de la GM
son comparables a las de la GA producida por Acacia senegal, que es la goma
vegetal de mayor uso en la industria. Esta caracteristica se debe a que La estructura

primaria de la GM (figura 3) y su componente proteico son muy similares a los de la
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GA (Goycoolea y col., 1995). En este sentido, Beristain y col., (1996) estudiaron la
capacidad de absorcién de agua y aceite de la GM y la GA y demostraron que la GM
presenta la mayor absorcién tanto de agua como de aceite en el rango de
temperaturas que va de los 23 a los 45°C. Se asume que este resultado se debe a
gue la GM es sometida a una mayor ionizacion que la GA, lo que conduce a una
mayor absorcion de agua. Por su parte, en términos de absorcion de aceite,
mencionan que este proceso puede estar controlado por las regiones hidrofébicas de
la parte protéica y por los grupos metilo provenientes de las moléculas de acido
glucuroénico, que estan presentes en mayor proporcion en la GM. Aun cuando en
dicho trabajo no se estudid la relacion entre la estabilidad de la emulsién y la

absorcion tanto de agua como de aceite, sugieren que dicha relacion esta presente.
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Figura 3 Estructura primaria propuesta para el componente polisacarido de la goma
de mezquite (Aspinall y Whitehead 1970).
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Por su parte Goycoolea y col., (1997) reportaron que la GM presenta una capacidad
de retencién de aceite esencial de cascara de naranja emulsificado en agua del
90.6%, después de ser secado por aspersion. Este porcentaje es muy cercano al que
presenta la GA (ca. 100%) y concluyen que este resultado les permite proponer a la
GM como un sustituto de la GA en regiones geograficas en donde los arboles del

genero Prosopis estan ampliamente distribuidos.

Bosquez-Molina y col., (2003) utilizaron GM como material estructural en la
formulacion de recubrimientos comestibles a base de cera de candelilla, cera de
candelilla con cera de abeja, aceite mineral blanco y acido oleico. Estos
recubrimientos se aplicaron a limones Persas y se evaluaron los cambios en la
pérdida de peso, color y composicion quimica de los limones. El recubrimiento que
ofrecié6 mejores resultados fue el que combino la GM con aceite mineral y cera de
candelilla, ademas reportan que este recubrimiento presenté los valores mas bajos
de permeabilidad al vapor de agua, mostrando también, una mayor uniformidad y
menores defectos en la morfologia de su superficie. Por ultimo, mencionan que el
recubrimiento formado por la GM en combinacion con cera de candelilla y aceite

mineral, tiene el potencial de reducir la tasa de decaimiento natural del limon persa.

En un estudio reciente, Roman-Guerrero y col. (2009) fraccionaron la GM vy
reportaron que se compone al menos de 3 fracciones distintas con contenidos de
proteina y polisacarido diferentes. Ademas, encontraron que la GM y sus fracciones
tienen la capacidad para formar membranas viscoelasticas en la interfase aceite
agua y para estabilizar emulsiones formadas con aceite de cascara de naranja. En
particular determinaron que la fraccibn que contenia un balance de
proteina/polisacarido altos es la que presenta las mejores propiedades

emulsificantes.

En general se ha demostrado que los componentes de la GM son determinantes en

su aplicacion como emulsificante, debido a su funcionalidad protectora como coloide
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y a su capacidad para formar membranas viscoelasticas en una interfase aceite-
agua. Funciona como un agente microencapsulante de lipidos por sus eficientes
propiedades térmicas (difusividad efectiva baja y alta energia de activacion) que le

ayudan a actuar como barrera a la transferencia de oxigeno.

Por otro lado, Vernon-Carter y col. (2000) describen la produccion, usos,
caracteristicas y propiedades de especies de Prosopis, haciendo énfasis en la
situacion actual de este recurso en México. Estos autores resaltan que en nuestro
pais toda la goma es colectada de arboles silvestres, por esta razén y con el fin de
aprovechar el recurso, investigadores, grupos privados y gubernamentales estan
promoviendo la reforestacion de zonas aridas y semiaridas con arboles de mezquite.
Esta accion tendria efectos benéficos en dos sentidos: los arboles de Prosopis
ayudan a retener y estabilizar dunas de arena, promueven el desarrollo de carpetas
de vegetacion retienen humedad, fijan nitrdgeno y mejoran el suelo. En segundo
termino, se contaria con arboles que representan un recurso importante a través de

todos sus productos, especialmente la GM.

Los antecedentes descritos arriba, posicionan a la GM como un producto con un alto
potencial de uso en la industria de los alimentos, sin embargo la principal razén para
no usarla a nivel industrial es que no se puede garantizar el suministro sostenido de
este producto (Vernon-Carter y col., 2000). Esta situacion abre el panorama para que
se busquen mecanismos apropiados que permitan aumentar la produccion de la
goma, lo que nos lleva a proseguir con los estudios sobre su produccion y promover

el desarrollo de biotecnologias destinadas a tal fin.

1.4 Cultivo de células vegetales

La necesidad de contar con mayor informacion sobre la produccion de sustancias

naturales de interés para el hombre, como la GM, conduce a buscar sistemas
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biotecnolédgicos alternativos. Una manera es utilizando las técnicas de cultivo de
células y tejidos vegetales (CCV). Esta herramienta de la biotecnologia no es nueva,
se tiene evidencia de que los primeros trabajos se iniciaron a principios del siglo
pasado y que desde los afios 30 se han obtenido avances importantes en el area. El
concepto de cultivo de células y tejidos vegetales es amplio y se puede definir como
la técnica de crecer células, 6rganos, protoplastos, embriones, tejidos o plantulas,
aislados de una planta madre, en condiciones in vitro y en un medio de cultivo
sintético. Su aplicacién ha sido dirigida a tres principales aspectos: la produccion de
metabolitos secundarios, micropropagacion y para realizar estudios genéticos,
fisiol6gicos, bioquimicos y de patologia de las células vegetales (Zhong, 2001).

Es importante entender los conceptos de totipotencialidad y plasticidad por que son
basicos para el CCV. Las plantas desarrollaron la capacidad para soportar
condiciones ambientales extremas y de predacion por parte de los animales. Para
lograrlo tuvieron que desarrollar diversos mecanismos de adaptacion para garantizar
su crecimiento y la permanencia de la especie. Esta plasticidad tiene como
consecuencia que puedan modificar su metabolismo, crecimiento y desarrollo para
enfrentarse y aprovechar de la mejor manera las condiciones medioambientales en
las que se encuentran. Un aspecto particular de esta adaptacion es el que permite
establecer un CCV, debido a que las plantas tienen la capacidad (totipotencia) de
iniciar la division celular de casi cualquier tejido y lograr una regeneracion total de
tejidos, 6rganos o de un organismo completo. Este fendmeno sucede por que las
plantas pueden, con el estimulo adecuado, expresar el potencial genético total de la
planta madre. En consecuencia, para iniciar un CCV es necesario contar con material
vegetal de la especie seleccionada y a partir de este obtener callo (conjunto de
células vegetales no diferenciadas que crecen formando agregados amorfos). Estos
se desarrollan en un medio de cultivo apropiado previamente seleccionado y
provienen de oOrganos o tejidos diferenciados. Para inducir y mantener esta
“desdiferenciacion” es necesario manipular los reguladores de crecimiento vegetal

(RCV) del medio de cultivo. Este es un punto critico en el establecimiento y su éxito

11
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dependera de la fuente del explante y del tipo y concentracién de los RCV utilizados.
(Dixon, 1995).

Los RCV son sustancias quimicas presentes en tejidos vegetales que tienen un
papel regulatorio en el crecimiento y desarrollo de la planta, actividad que llevan a
cabo generalmente a muy bajas concentraciones. En el CCV se utilizan algunos RCV
que son preparados sintéticamente o a través de procesos de fermentacion, de tal
forma que son adicionados al medio de cultivo y por tanto se consideran como
sustancias enddgenas cuyo tipo y concentracion a utilizar deben ser evaluados en
los experimentos encaminados a la obtencion de callo. Estos RCV han sido
clasificados en 5 grupos: Auxinas, citocininas, giberelinas, etileno y acido abscisico
(Machakova y col., 2008). Las auxinas y citocininas son por su eficiencia las mas

importantes en la regulacién de crecimiento y morfogénesis.

A nivel celular las auxinas regulan procesos basicos como la division y elongacion
celular, razén por la que son utilizadas ampliamente en el CCV y son consideradas
como parte integral del medio de cultivo. La auxina natural mas comidnmente
utilizada en CCV es el Acido Indol-3-Acetico (AlA), sin embargo se utilizan también
analogos sintéticos del AIA. Estos analogos tienen estructuras diferentes pero
propiedades bioldgicas similares, razén por la que son también llamados auxinas.
Las auxinas sintéticas mas usadas son el Acido 2,4-Diclorofenoxiacetico (2,4-D), el
Acido Naftalen Acético (ANA) y el Acido Indol-3-Butirico (AIB). De estas, la mas
reportada para iniciar el cultivo de callo es el 2,4-D a niveles que van desde los 0.5 a
50 uM dependiendo si se trata de especies mono o dicotiledéneas. Otra auxina
sintética que ha sido usada en la induccidon de callos es el Acido 2,4,5
Triclorofenoxiacetico (2,4,5-T), aunque su uso ha sido limitado principalmente a

especies monocotiledoneas como Avena, Oryza y Panicum (Heyser y col., 1983).

De la misma forma que las auxinas, las citocininas basan su importancia en su

capacidad de estimular la division celular y controlar la morfogénesis. La primera
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citocinina descubierta fue la Cinetina (CIN) y es la que se usa principalmente en CCV
ademas de otras como la Benzil Adenina (BA) y los diferentes isomeros de la
Zeatina. También existen analogos sintéticos de las citocininas como por ejemplo la

4-Alquil Aminopteridina y la 6-Benzil Oxipurina, sin embargo son menos utilizadas.

En general, tanto auxinas como citocininas son necesarias para la generacion de
callo y esto se debe a que existe una interaccion entre estas que controla la
desdiferenciacion celular. Por ello se requiere de un balance auxinas/citocininas
adecuado, que resulta especifico de acuerdo al tipo de planta que se este utilizando.
No obstante, su efecto coordinado puede ser resumido de forma general en el
esquema propuesto por Stadel y col., (2008) (figura 4).

Cuando se logra obtener callo es importante mantener esta condicién en el cultivo y
promover la proliferacion de este. En esta etapa del proceso y cuando se cumplen
las condiciones mencionadas, se considera como “establecido” al cultivo y con ello
es posible promover la formacion de suficiente biomasa y realizar estudios

bioquimicos, moleculares, etc.

A partir del cultivo de callos se desarrolla el cultivo de células en suspension, este
sistema es el que se ha utilizado ampliamente para estudios de proliferacion masiva
de células, porque permite un control adecuado de las condiciones de mezclado y
aireacion, en comparacion con cultivos de raices o brotes. Ademas representa el
sistema mas adecuado para el lograr un cultivo a gran escala (Kieran y col., 1997).
Se utilizan los callos que no presentan oxidacion y que sean friables (alta capacidad
para disgregarse), se inoculan en un medio de cultivo liquido y se colocan en
agitacion. Es recomendable iniciar el cultivo con una densidad del inoculo alta y
seleccionar periédicamente los agregados mas pequefios hasta lograr una
suspension homogénea. De la misma manera que en los callos, se considera a una

linea de células en suspension “estable”, cuando los parametros de crecimiento y
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produccion de biomasa son reproducibles, es decir, presentan el mismo

comportamiento a través del tiempo.

AUXINAS CITOCININAS

e 4 citocini
alto Efecto de auxinas + citocininas bajo

—p [ OrMacion de raiz sobre explante

—p INiCiacion de callo en Monocots e

—tp. ‘| @F @5tado de embriogenesis —_—
> Formacion de raiz adventicia ¢
sobre callo
— Iniciacion de callo en dicots S R —

> . o -—
Formacion de brotes adventicios

» Proliferacion de brotes axilares —
en cultivo de brotes

bajo alto

Figura 4 Concentraciones relativas de Auxinas y Citocininas requeridas para el
crecimiento y morfogénesis en CCV (Adaptado de Stadel y col. 2008).
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1.5 Cultivos in vitro de P. laevigata

Los reportes del cultivo in vitro del genero Prosopis para diferentes fines son
escasos, algunos de los antecedentes al respecto son los trabajos publicados por
Buendia-Gonzalez y col., (2007; 2010). En el primero, se describe la propagacion
clonal de plantas de P. laevigata a través de nodos cotiledonales, mientras que en el
segundo, se reporta la acumulacion de plomo y niquel en plantulas de P. laevigata

generadas y cultivadas in vitro.

Por su parte en estudios realizados por Orozco-Villafuerte y col., (2003 y 2005). Se
demuestra que es posible obtener una produccién de GM en segmentos nddales de
tallo de P. laevigata cultivados in vitro y que esta capacidad aumenta como respuesta
al estrés biodtico (causado por suspensiones de hongos o bacterias) y abibtico
(provocado por la temperatura o heridas mecénicas en tallo). Estos resultados
sugieren que la combinacion del incremento de la temperatura con el uso de
elicitores bibticos puede utilizarse con el fin de incrementar la produccion de goma.
Los mismos autores en su publicacion del 2003, reportan la caracterizacién de la
goma producida en un sistema in vitro y la comparan con la que producen los arboles
silvestres. Con este trabajo muestran que las caracteristicas fisicas y quimicas de la
goma obtenida in vitro presentan algunas variaciones con respecto a las de la goma
obtenida in situ. Ambas gomas fueron separadas en 5 fracciones, en donde la mayor
similitud se presenta en las fracciones reportadas como 2a y 2b, las cuales pueden
ser las responsables de las propiedades emulsificantes reportadas en la GM. Es
importante destacar que los segmentos nodales de tallo utilizados corresponden a
tejidos diferenciados y que esta caracteristica pudo ser definitiva para lograr la
produccion de GM in vitro. Sin embargo, no se tiene conocimiento de la produccion
de GM en cultivos de células no diferenciadas (callos o células en suspension), lo
cual abre la posibilidad de establecer un sistema de este tipo que pueda conducir al

desarrollo de un proceso biotecnolégico para la produccion de GM en biorreactores.
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1.6 CCV en suspension para la produccion de goma

El interés en las células vegetales como sistemas de bajo costo para la obtencién de
productos biologicos en grandes cantidades y de bajo riesgo para la salud del
consumidor, se ha incrementado considerablemente en los ultimos afios (Doran
2000). En este sentido, un producto natural que ha sido utilizado por el hombre
desde hace miles de afilos como agente estabilizante y espesante son las gomas
vegetales (Verbeken y col.,, 2003). Estas propiedades funcionales presentes en
algunas gomas vegetales se deben en gran parte a uno de sus componentes
principales, las arabinogalacto-proteinas (AGPs) (Garti y Reichman 1993). Las AGPs
son un grupo de compuestos formado por glicoproteinas que ademas de formar parte
de las gomas, se encuentran también, en la pared, membranas y espacios

intercelulares de las plantas. (Mollard y Joseleau, 1994).

En particular la GA, el exudado proveniente de Acacia senegal, es la goma de mayor
uso a nivel mundial debido a sus excelentes propiedades emulsificantes y por ser
reconocida como una sustancia generalmente segura (GRAS). En afios recientes se
presentd un incremento en la demanda de la GA, lo que propicié que su suministro
sea incierto, situacion que ha promovio la busqueda de fuentes alternativas de goma,
gue sean seguras, con una calidad constante y que posean propiedades funcionales

similares o superiores a las de la GA.

En este sentido, el CCV en suspension ha sido utilizado como un sistema para la
produccion in vitro de goma vegetal. Mollard y Joseleau (1994), reportaron el uso de
un cultivo de células en suspension de Acacia senegal con el fin de conocer si las
células crecidas in vitro retienen la capacidad que tiene la planta para producir GA.
Este estudio revela que las células en suspensiéon liberan al medio de cultivo
diferentes tipos de polimeros, entre los cuales se incluye al menos un tipo de AGP.
Determinaron que esta AGP pertenece a la clase de las AGPs deficientes en

hidroxiprolina y que la mayor diferencia con la goma arabiga se encuentra en la parte
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proteica de la molécula. No obstante, concluyen que esta diferencia no es una
evidencia de que el cultivo celular haya perdido la capacidad que tiene las plantas
para producir la GA y que la AGP encontrada podria ser una molécula precursora de

la goma.

Por su parte Xu y col., (2005), publicaron un estudio en el que muestran la
produccion de goma vegetal recombinante utilizando células en suspension de un
cultivo transformado de Nicotiana tabacum (BY2) crecido en un biorreactor tipo
tanque agitado. Esto se logr6 mediante la expresion de un gen sintético que codifica
para una goma basada en una AGP rica en hidroxiprolina a la que denominaron
goma arabiga-8. Esta goma fue purificada por métodos cromatograficos y
caracterizada bioquimicamente, encontrando que la parte proteica fue virtualmente
idéntica a la que se predijo por la secuencia consenso de la AGP de la goma arabiga
y que la parte del polisacarido se presenta en forma de arabinogalactanos y
oligosacaridos unidos a residuos de hidroxiprolina. Aun cuando esta goma no
presentd propiedades emulsificantes semejantes a la GA nativa, se demostro la
factilidad de utilizar CCV en suspension y las herramientas de la ingenieria genética
para la produccién de gomas basadas en glicoproteinas del tipo de las AGPs.

En general, se tiene el conocimiento de que las AGPs forman parte importante de las
gomas vegetales como la GA y la GM (Lopez-Franco y col., 2004). Ademas de que
estas moléculas son comunmente secretadas en el medio de cultivo en sistemas en
suspension de células vegetales (Rumyantseva, 2005), como lo demuestran los
trabajos publicados por Reid y col., (1999), quienes reportaron la produccién y
secrecion de polisacaridos y AGPs en suspensiones celulares de manzana (Malus
domestica). Rodriguez-Monroy y Galindo (1999) muestran la acumulacion
extracelular de AGPs en cultivos en suspension de Beta vulgaris desarrollados en un
tanque agitado y en trabajos més recientes realizados por Baldwin y col. (2001) e
Immerzeel y col. (2004) se reportan también la produccién de AGPs en cultivos de

células en suspension de Daucus cartota.
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Por lo tanto se abre la posibilidad de establecer un cultivo de células en suspension
gue tenga el potencial para la produccion de goma de mezquite o de algunos de sus

componentes y con ello se mantengan las propiedades emulsificantes.
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2. JUSTIFICACION

La GM es un exudado de los arboles del genero Prosopis que contiene como
compuestos mayoritarios polisacaridos, proteinas, AGPs y en menor proporcion
compuestos fendlicos. Esta goma se presenta en troncos y ramas de la planta en
respuesta a una condicidn de estrés bidtico o abibtico. Desde tiempos precolombinos
es utilizada de diversas formas, principalmente como dulce, ingrediente en materiales
comestibles para animales y humanos y en la medicina tradicional. Como resultado
de los estudios de este producto, fué posible conocer su estructura molecular y sus
propiedades fisicas y quimicas. Al respecto, existe en la literatura un namero
destacado de reportes que mencionan a la GM como un polisacarido importante que
tiene un amplio potencial de uso principalmente en sistemas alimenticios. A pesar de
ser considerada como una sustancia que por sus propiedades es capaz de sustituir a
la goma arabiga en varios procesos, se destaca también, que para lograr esto, es
necesario cubrir aspectos importantes como profundizar en el estudio de los
mecanismos de su produccion en la planta, lograr la autorizaciéon para su uso por
parte de agencias internacionales de salud y garantizar el suministro constante de
esta a la industria. En este sentido, el interés de esta propuesta de trabajo es
establecer un cultivo de células vegetales en suspension que presente el potencial
para la produccion de GM, caracterizarla quimicamente y explorar sus propiedades
funcionales comparandolas con las de la GM producida por arboles silvestres. Se
pretende ademas, que el cultivo, sirva como un modelo biolégico que nos permita
continuar con los estudios encaminados a obtener mayor conocimiento sobre los

mecanismos de produccion de la GM.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Es posible desarrollar un cultivo de células vegetales in vitro de Prosopis laevigata

capaz de producir goma de mezquite.

3.2 Objetivo General

Establecer un cultivo de células en suspension de Prosopis laevigata, determinar su
potencial como fuente de produccion in vitro de goma de mezquite y evaluar sus
propiedades funcionales.

3.3 Objetivos Especificos

1. Desarrollar un cultivo de callos de Prosopis laevigata a partir de plantulas

germinadas in vitro utilizando reguladores de crecimiento vegetal.

2. Establecer el cultivo de células en suspension de Prosopis laevigata a partir de un

cultivo de callos utilizando las herramientas del Cultivo de Células Vegetales.

3. Caracterizar el comportamiento cinético y morfolégico del cultivo de células en
suspension de Prosopis laevigata crecido a nivel de matraz y biorreactor, evaluar y
caracterizar la produccion de goma de mezquite a través de sus componentes

principales.

4. Evaluar las propiedades emulsificantes de la goma de mezquite producida por el
cultivo de células en suspension de Prosopis laevigata.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Plan de trabajo

El trabajo experimental se realizo considerando 3 diferentes etapas:

1. Establecimiento de los cultivos de callo y células en suspension.

En esta parte de la investigacion, se decidi6 iniciar con la obtencion de plantulas a
partir de semillas y utilizarlas como fuente de explante para la induccién de callo, a
través de un disefio de experimentos en el que se probaron reguladores de
crecimiento, su concentracion y tipo de explante. Posteriormente, se eligio el callo
con las mejores caracteristicas de viabilidad, apariencia y disgregabilidad para que a

partir de este, se estableciera el cultivo de células en suspension de P. laevigata.

2. Caracterizacion del cultivo crecido a nivel de matraz y biorreactor.

A partir del cultivo en suspension previamente establecido, se realizaron cinéticas de
crecimiento en dos sistemas diferentes; matraces y biorreactor. En ambos se
caracterizé el crecimiento y morfologia celular, ademas de darle seguimiento a la
viabilidad del cultivo. De igual manera se evalué la produccion de GM a través de la
cuantificacion de sus componentes principales y se compararon con goma de
mezquite proveniente de arboles silvestres. En los experimentos con biorreactor, se
midieron también la velocidad de transferencia de oxigeno y la velocidad de consumo
de oxigeno (OTR y OUR respectivamente, por sus siglas en ingles).

3. Evaluacion de las propiedades emulsificantes de la goma de mezquite
producida in vitro.

De las etapas anteriores se obtuvieron el exudado tipo goma en callos y goma
liofilizada proveniente de los cultivos crecidos en matraz y en biorreactor. Se
evaluaron sus propiedades emulsificantes en un sistema aceite en agua a traves de

la actividad y estabilidad de las emulsiones y se calcularon el diametro promedio de
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las gotas de aceite (dso) y el coeficiente de coalescencia en las emulsiones (C). Los
resultados fueron contrastados contra GM proveniente de &rboles silvestres.

A continuacion se describen los métodos utilizados en el desarrollo del presente

trabajo.

4.2 Escarificacion, desinfeccion y germinacion de semillas

Las semillas utilizadas en este trabajo se colectaron de arboles maduros de Prosopis
laevigata con una edad de entre 6 y 15 afios, ubicados en los alrededores del Ejido
Llanos de la Angostura en la localidad de Rio Verde en el estado de San Luis Potosi.
Las semillas se escarificaron mecanicamente segun lo reportado por Buendia-
Gonzalez y col. (2007). Una vez escarificadas, bajo condiciones asépticas en
campana de flujo laminar, se lavaron en una solucién de detergente comercial al 5%
(p/v) por 5 min, posteriormente se esterilizaron con una solucion de etanol al 50%
(v/v) por 5 min y subsecuentemente con una solucién de hipoclorito de sodio
(cloralex) al 10% (v/v) (solucion < 5% de ClI libre) por 5 min. Entre cada paso, se
lavaron con agua destilada estéril por 5 min. Para la obtencion de plantulas, las
semillas se colocaron para germinar en tubos de vidrio que contenian medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962) con 3% (p/v) de
sacarosa y como agente gelificante fitagel (Sigma) al 0.2% (p/v). El pH del medio se
ajusto a 5.8 previo a la esterilizaciébn. Las condiciones de germinacién se
mantuvieron a una temperatura de 25 + 2°C, en iluminaciébn con lamparas
fluorescentes de luz blanca a una irradianza de 200 pmol m?s™ y un fotoperiodo de
16 h luz/8 h oscuridad.

4.3 Obtencion de explantes e Induccién de callo

Plantulas de P. laevigata de 15 d de edad, obtenidas a partir de semillas germinadas

in vitro, se utilizaron como fuente de explante para la induccién de callo. Segmentos
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de hipocdtilo, cotiledén y hoja (1.5 cm de longitud aproximadamente) fueron
transferidos a frascos de cultivo (2 explantes por frasco; 8 frascos por tratamiento; 2
replicas) que contenian 25 ml de medio MS con 3% (p/v) de sacarosay 0.2% (p/v) de

fitagel.

Se evaluaron doce combinaciones de RCV. i) sin RCV (control); ii) Cinétina (CIN); iii)
6-benzilaminopurina (BAP); iv) Acido 2,4-Diclorofenoxiacetico (2,4-D); v) 2,4-D + CIN;
vi) 2,4-D + BAP; vii) Acido a-Naftalenacetico (ANA); viii) ANA + CIN; ix) ANA + BAP;
x) Acido 2,4,5-Triclorofenoxiacetico (2,4,5-T); xi) 2,4,5-T + CIN y xii) 2,4,5-T + BAP, a
tres distintas concentraciones (0.5, 5, y 10 uM). Los explantes se incubaron durante
30 dias, bajo las mismas condiciones en que se llevo a cabo la germinacion de
semillas. El porcentaje de induccion de callos se obtuvé del total de explantes usados
por tratamiento. Los callos que se indujeron exitosamente fueron separados del
explante y transferidos a su correspondiente medio fresco, se permitié su desarrollo

por 4 semanas y después se mantuvieron por subcultivo cada mes.

Los datos se analizaron estadisticamente a través de un ANDEVA multifactorial y
una prueba de medias de Duncan (p = 0.05) utilizando el software Statgraphics Plus
Ver. 4.1 para Windows (Statistical Graphics Corp., USA).

4.4 Establecimiento de las suspensiones celulares

El cultivo de células en suspension se inicio de callos friables de 4 semanas de edad
desarrollados a partir de hipocaétilo con 5.0 uM de 2,4,5-T + 5.0 uM de CIN. Se
transfirieron 3-5 g de células frescas a matraces Erlenmeyer de 250 ml que
contenian 50 ml medio de cultivo (MS) sin fitagel e incubados en una agitadora
orbital a 110 rpm bajo las mismas condiciones de temperatura e iluminacién que las
usadas para los callos. Cuando se incrementdé la biomasa, las células fueron
seleccionadas por tamafo con una malla de nylon de 200 um, con la finalidad de

obtener una suspension fina y homogénea. Las suspensiones se mantuvieron por
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subcultivo cada 15 dias usando un tamafio de inoculo de 10% (v/v) en matraces
Erlenmeyer de 500 ml con 100 ml de medio de cultivo.

4.5 Crecimiento en matraz

Se inocularon 5 g de células frescas, obtenidas de cultivos con 10 d de edad, en
matraces Erlenmeyer de 150 ml que contenian 30 ml de medio MS liquido con 3% de
sacarosa, 5.0 uM de 2,4,5-T + 5.0 uM de CIN, el pH del medio se ajusté a 5.8 y fue
esterilizado en autoclave 20 min a 20 psi previo a la inoculacion. Cada 2-3 dias
durante un periodo de 21 d, se tomaron tres matraces independientes y se utilizaron

para determinar crecimiento, morfologia, viabilidad y contenido de AGPs.

4.6 Crecimiento en biorreactor

Se realizaron 5 corridas en un biorreactor tipo tanque agitado de 2 I. (Applikon,
Schiedam, Holanda) (figura 5a). Se utilizé un volumen de trabajo de 1 | y el mismo
medio de cultivo descrito para los experimentos en matraces. El biorreactor se
inocul6 con células de 10 d de edad en una relacion 10% (p/v) de biomasa fresca. La
aireacion del sistema fue de 0.1 vwm y la agitacién se realizo con un impulsor
Rushton a una velocidad de 400 rpm. El pH y la tensién de oxigeno disuelto se
monitorearon en linea a través de electrodos especificos conectados a un
biocontrolador ADDI 1030 (Applikon, Schiedam, Holanda) (figura 5b). El pH se
controlé en 5.8 £ 0.1 con la adicion de NaOH 0.1 N a través de una bomba
peristaltica conectada al biocontrolador. Para las determinaciones de crecimiento,
morfologia, viabilidad y contenido de AGPs, se tomo una muestra de 60 ml cada 2-3

dias.
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Figura 5 Sistema de cultivo para las suspensiones celulares de P. laevigata
desarrolladas en biorreactor. a) Biorreactor tipo tanque agitado; b) Biocontrolador; c)

Bomba peristaltica; d) Controlador de velocidad de agitacién; e) Electrodo de pH.

4.7 Evaluacion de los parametros de transferencia de oxigeno (OTR y OUR)

El mezclado y aireacion en el biorreactor son determinantes para el suministro de
oxigeno a las células, por lo que estas variables resultan determinantes en el disefio
y caracterizacion de los biorreactores. Con la finalidad de saber si las condiciones de
operacion del biorreactor (velocidad de agitacion 400 rpm y aireacion 0.1 vvm) fueron
las adecuadas para evitar una limitacion por oxigeno en el sistema, se midieron la
OTR y OUR de acuerdo a lo reportado por Orozco-Sanchez (2009). Para la
mediciones de tensién de oxigeno se utilizé el método dinamico (Doran 1995) y los
datos obtenidos experimentalmente se usaron para calcular los valores de OTR y
OUR con las siguientes ecuaciones:
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OTR = K,a(C = —C,)

En donde:

OTR: Velocidad de transferencia de O, (Kg/m?d)

Kia: Coeficiente volumétrico de transferencia de O, (d™)

C": Solubilidad del O, en el medio (Kg/m®) (~ 0.008 Kg/m® a 25°C y 1 atm)

C.: Concentracion de O, en el medio de cultivo (Kg/m®)

La OUR se determind considerando la concentracién celular en el reactor y la

variacion de OD con el tiempo, de acuerdo con siguiente ecuacion:

dco, _ 3
i OUR = Qq,X
En donde:

dCO,/dt: Variacién de O, disuelto en el reactor en funcion del tiempo (Kg/m>d)
OUR: Velocidad de consumo de O, (Kg/m3d)
QO,: Consumo especifico de O-, por el cultivo (Kg / (Kg(biomasa viable) md)

X: Concentracién celular (Kg/ m°)
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4.8 Determinacién de crecimiento celular

Alicuotas de 3 ml se filtraron a través de papel filtro (Whatman No. 1) puesto con
anterioridad a peso constante. La biomasa se determind gravimétricamente a traves
del peso seco de la muestra, colocandola en estufa a 70 °C por 24 h. Se utilizaron
datos provenientes de 2 experimentos independientes para matraces (n=6) y 5
corridas en biorreactor (n=5) y se calculé la media y error estandar. La velocidad
especifica de crecimiento celular (1) se obtuvo utilizando un método grafico: Los
valores de biomasa de la fase exponencial de crecimiento se transformaron a Lny se
graficaron contra el tiempo, la grafica se ajustdé a una linea recta y la pendiente de

esta correspondio a la p y a partir de este dato se calcul6 el tiempo de duplicacion

(ta).

4.9 Viabilidad celular

Se determino de manera indirecta a través de la integridad de la membrana, medida
por el método del azul de Evans reportado Rodriguez-Monroy y Galindo (1999). 2 mi
de muestra con células de cada punto de muestreo se incubaron con 0.25% de azul
de Evans durante 5 min y se analizaron microscopicamente. Se contaron 700 células
en total y el porcentaje de viabilidad de la muestra se determin6é tomando como base

el nimero de células no tefidas (células viables).

4.10 Caracterizacion morfologica de las células crecidas en matraz y

biorreactor

Se tomaron fotomicrografias de las células en suspension para cada punto de
muestreo de las cinéticas de crecimiento. Se utilizO un microscopio optico Alphaphot-
2 YS2 (Nikon, Tokio, Japdn) equipado con una videocamara (DC330 DAGE-MT],Inc.,

Michigan, IN) y la magnificacion de las imagenes se realizd con el objetivo 4x. La
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caracterizacion morfolégica se llevd a cabo contando las células y agregados,
midiendo su tamafio (&rea) y forma. Esta ultima definida como el factor de forma
eliptica (FFE), que se calcula a través de la relaciéon ancho/largo de las células y
agregados celulares, en donde un valor del FFE de 1 representa un agregado
redondo y valores mayores a 1 indican agregados alargados. Para la adquisicién de
imagenes, conteo y medicion de los pardmetros morfoldgicos se utilizé el software
Meta Imaging Series para Microsoft Windows (version 4.0, Universal Imaging

Corporation, Downingtown, Pennsylvania, USA).

4.11 Purificacion de Gomas

Goma de mezquite (GM) proveniente de arboles silvestres, las gotas del exudado
tipo goma (GMc) provenientes de callos de 90 d de edad y la goma de las cinéticas
en matraz (GMm) y biorreactor (GMb) se purificaron de acuerdo al procedimiento
reportado por Orozco-Villafuerte y col. (2003). Primero, las muestras de gomas (GM
y GMc) fueron disueltas en agua desionizada y las soluciones se filtraron con
membranas de nitrocelulosa con un tamano de poro de 0.45 um y por otro lado, se
separo el medio de cultivo de las células por filtracion con papel Whatman No. 1.
Posteriormente tanto las muestras de gomas como el medio de cultivo libre de
células, se dializaron por separado utilizando membranas de celulosa (Sigma) con un
corte de peso molecular de 12 KDa, finalmente se concentraron por liofilizacion
obteniendo las gomas purificadas y se almacenaron a -20°C para su posterior

caracterizacion.

4.12 Contenidos totales de proteina, azlcares, y ac. glucuronico

Los métodos de Bradford (Bradford 1976), Fenil-sulfarico (Dubois y col., 1956) y del
Carbazol (Randall y col., 1989) fueron utilizados para determinar los contenidos

totales de proteina, azucares, y ac. glucoronico en las muestras de GM, GMc, GMm
y GMb.
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4.13 AzUcares neutros

La composicion de azucares neutros se determind por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion. Las muestras fueron preparadas de acuerdo con el método
reportado por Vazquez Ortiz y col. (2006). Alicuotas de 0.05 g de GM, GMc, GMm y
GMb se colocaron en tubos pyrex de 15 ml y a cada uno se adicion6 4% (p/p) de
H,SO,4. Se colocaron en bafio maria a 100°C por 4 h y se llevaron al peso inicial con
agua desionizada. Las soluciones se neutralizaron con BaCOj; y se colocaron en
agitacion durante toda la noche. Los hidrolizados se filtraron y fueron analizados por
HPLC en un cromatografo (Varian Pro Star) con un detector de indice de refraccion,
utilizando una columna “sugar SC1011” y agua (grado HPLC) como fase maovil a una

velocidad de flujo de 0.25 ml/min y una temperatura de 85°C.

4.14 ldentificacion y cuantificacion de AGPs

Se utilizé el método de difusion radial en gel de agarosa reportado por Van Holst y
Clarke (1985). Este método se basa en la interaccion especifica y precipitacion de las
AGPs con el reactivo de Yariv. Se prepar6é una solucién con 1% (p/p) de agarosa,
NaCl (0.15M), NaN3 (0.02%) y 10 mg/ml del reactivo de Yariv, esta solucion se
colocé uniformemente en un porta objetos y se dejo enfriar hasta gelificar. Se perford
la placa de gel formando pozos con un didmetro de 1mm y se coloco la muestra
(1uL) en cada pozo. Después de 24 h se verificé la formacion de un halo rojo
alrededor de los pozos, lo que indica la presencia de AGPs en la muestra. Para la
cuantificacion de AGPs, se midio el diametro del halo y esta medida se compard con
una curva de calibracién preparada previamente. En las muestras de GM y GMc solo
se realiz6 una medicion cualitativa de los AGPs a través de la presencia o no, del
halo rojo en el gel.
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4.15 Preparacion de emulsiones

Se prepararon emulsiones aceite en agua mezclando 50 mg de aceite mineral /
aceite de naranja (50% w/w) con 5 ml de soluciones acuosas de GM, GMc, GMm y
GMb (100 mg ml?) respectivamente. El mezclado se realizé6 con un procesador
ultrasénico VCX 130PB (Sonics and materiales inc. Newtown, CT, USA) durante 5
min a 70% de amplitud. Inmediatamente después de formada la emulsién se tomaron
alicuotas de 100 pul para su analisis y las emulsiones se almacenaron en refrigeracion
a -4°C.

4.16 Actividad y estabilidad emulsificante por densidad Optica

Las propiedades emulsificantes de la GM, GMc, GMm y GMb se evaluaron de
acuerdo al método de Pearce y Kinsella (1978). Se midi6 la densidad 6ptica de las
emulsiones diluidas (500 x) a una longitud de onda de 650 nm con un
espectrofotometro (Spectronic Genesys 2). La actividad emulsificante correspondio al
valor de la densidad Optica de la emulsion obtenida inmediatamente después de su
preparacion (tiempo (t) = 0 h) y la estabilidad emulsificante al valor de densidad
Optica obtenido 24 h después.

4.17 Determinacion de la tasa de coalescencia en las emulsiones

Para obtener la tasa de coalescencia de las emulsiones preparadas con GM, GMm y
GMb se sigui6 la metodologia reportada por Ruiz-Ramos y col. (2006). Las
emulsiones fueron observadas en un microscopio optico Eclipse 80i (Nikon, Tokio,
Japon) con el objetivo 100x. Se tomaron imagenes con una video camara (DC330
DAGE-MTI, Inc., Michigan IN, USA) acoplada al microscopio y conectada a una
computadora. Las fotomicrografias de las emulsiones se obtuvieron a las 0, 24, 48 y
72 h, tiempo en que la emulsion permanecié sin que se apreciara una separacion de

fases. El procesamiento de las imagenes se realizé con el software libre ImageJ 1.4
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(National Institutes of Health, USA) para medir el didmetro de Feret de las gotas de
aceite y obtener el tamafio promedio de las gotas (di ).

La tasa de coalescencia de las emulsiones puede representarse por la ecuacion:

N —
Ny

En donde N es la concentracién de gotas al tiempo t; No es la concentracion de
gotas al tiempo 0; y -C es la constante de coalescencia.
La relacion entre el numero de gotas de la emulsion, N y el diametro promedio de las

gotas de aceite (ds ) esta dado por:

N =60/nd3,

Donde @ es la fraccién del volumen de la fase dispersa y dso es: (Znidio/Zn;)*?
donde ny, nz, ns...., nj son el numero de gotas con diametros (d10 )1, (d10)2, (d10)s,
(d10)i

Por lo tanto, al graficar Ni/No contra el tiempo t, se obtiene una linea recta en donde
la pendiente es la tasa de coalescencia -C.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencion de plantulas e induccion de callo

En especies con semillas duras como P. laevigata, se requiere de estimulos externos
gue provoquen la ruptura de la testa, razon por la que se propuso la escarificacion
mecanica como una estrategia para promover la germinacion en especies del género
Prosopis (Vilela y Raveta 2001). Durante los ensayos no se presento contaminacion
en las semillas y se obtuvo un porcentaje de germinacién del 98%, ademas todas las
semillas que germinaron lo hicieron entre los 5-7 d después de sembradas (figura
6a). Estos resultados son similares a los reportados por Buendia-Gonzalez y col.
(2007) quienes obtuvieron un porcentaje de germinacion del 100% cuando se aplicé
escarificacion mecanica en semillas de P. laevigata. Lo anterior corrobora que la
estrategia de escarificacion y germinacién desarrollada en este trabajo fue la
apropiada. Las plantulas (figura 6b) se mantuvieron en la camara de cultivo para su
desarrollo durante 15 d y posteriormente se utilizaron como fuentes de explante para

la induccién de callo.

Las respuestas de los tratamientos con diferentes combinaciones de RCV, su
concentracion y el tipo de explante sobre la induccion de callo, se muestran en el
cuadro 1. Después de 8 d de iniciado el tratamiento los explantes colocados en el
medio MS sin RCV (control) no produjeron callo y murieron. La desdiferenciacion del
tejido a callo, solo se observd con la presencia de algunos de los tratamientos
probados (figura 6c), comportamiento que también ha sido reportado con otras
especies como Sterculia urens (Sunnichan y col., 1998), Rudgea jasminoides (Stella
y Braga 2002), Saussurea obvallata (Dhar y Joshi 2005) y Buddleja cordata (Estrada-
Zuiiiga y col., 2009). Esto se explica porque la induccion y desdiferenciacion de los

callos esté determinada por los RCV (Luciani y col., 2006).
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El analisis estadistico de los datos con un nivel de confianza del 95% indico que la
induccion de callo se vio afectada por los diferentes RCV probados, la concentracion
de estos y el tipo de explante utilizado. La auxina 2,4,5-T fue el componente de los
tratamientos que promovié la induccion de callo de forma significativa (cuadro 1),
alcanzando el mayor porcentaje de induccion de callo posible (100%) con las
combinaciones de RCV 5.0 uM de 2,4,5-T+5.0 yM de CIN y 5.0 uM de 2,4,5-T+5.0
UM de BAP. Con relacién a la concentracién de los RCV (cuadro 1), de todos los
tratamientos evaluados con 0.5 uM, solo se desarrollo callo con 2,4-D; 2,4-D+CIN;
2,45-T+CIN y 2,4,5-T+BAP, sin embargo los porcentajes alcanzados no rebasaron el
20% de induccion de callo. En contraste, con BAP a 5.0 y 10 uM se alcanzaron
porcentajes importantes (68.75 y 62.5%, respectivamente), sin embargo estos fueron
significativamente menores al 100% que se obtuvo con 2,4,5-T+CIN y 2,4,5-T+BAP a

una concentracion de 5.0 uM.

Figura 6 Induccién de callo de Prosopis laevigata. Germinacién de semillas (a);

Plantula de 15 dias de edad (b); Explantes de hipocétilo formando callo (c);
Presencia de exudado tipo goma (sefialado por las flechas) en la superficie de callos
de Prosopis laevigata (d).
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Cuadro 1 Efecto de diferentes reguladores de crecimiento vegetal (RCV), su

concentracion y el tipo de explante sobre el porcentaje de induccién de callo de P.

laevigata
(%) de explantes que forman callo
Concentraciéon de RCV (uM)
0.5 5.0 10
Explante

RCV Hip Cot Hoja Hip Cot Hoja Hip Cot Hoja
Control 00° 0.0* 00* 00° 0.0° 0.0° 0.0° 0.0° 0.0°
CIN 0.0° 0.0* 0.0* 312% 0.0° 0.0% 0.0° 0.0° 0.0°
BAP 0.0° 0.0* 0.0* 312% 0.0° 0.0% 0.0° 0.0° 0.0°
2,4-D 0.0° 0.0 00* 687 18.7 4379 625 187 0.0°
2,4-D + CIN 0.0° 187 0.0* 187" 0.0° 25.0° 18.7* 25.0° 0.0
2,4-D + BAP 0.0° 125" 0.0* 75.0¢ 0.0° 0.0a  31.2° 187 0.0
ANA 0.0° 0.0* 00* 625 0.0° 0.0% 0.0° 0.0° 0.0°
ANA + CIN 0.0° 0.0* 00* 625 0.0° 0.0% 0.0° 0.0° 0.0°
ANA + BAP 0.0° 0.0* 00 250% 0.0° 31.2° 187 312 0.0°
2,4,5-T 0.0° 0.0 00* 875 50.0°" 4379 50.09" 31.2° 0.0
245T+CIN 125 62* 00* 100" 50.0%" 75.0 50.0" 375" 0.0°
2,45-T+BAP 187* 62* 0.0* 100" 87.5' 93.7™ 375 250® 0.0

Los porcentajes de induccion de callo son promedios de dos experimentos

independientes.

significativa. Comparacion de medias por el método de Tukey (P=0.05)

Letras distintas en columnas y renglones indican diferencia
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Algunos trabajos reportan intentos para inducir la formacion de callo en especies del
genero Prosopis utilizando auxinas o citocininas de manera individual, e.g. ANA y
BAP. Sin embargo no fue posible la induccion de callo en estas condiciones con
P.juliflora (Nandwani y Ramawat, 1991) y P. tamarugo (Nandwani y Ramawat, 1992),
siendo necesario, en ambos casos, el uso de una combinacion de estos RCV para la
induccion del callo.

Por su parte, los resultados muestran que el hipocotilo fue el mejor tipo de explante
probado (cuadro 1). Esto concuerda con lo reportado por Nandwani y Ramawat
(1991, 1992) quienes utilizaron exitosamente hipocotilo como explante para la
induccion de callo de P. tamarugo and P. juliflora.

En suma, los tratamientoscon 2,4,5-T+CIN y 2,4,5-T+BAP a concentraciones 5.0 uM
resultaron los mas eficientes para inducir callo cuando se utilizé hipocétilo como
fuente de explante. No obstante, los callos provenientes de la combinacion 2,4,5-
T+CIN se disgregaron facilmente en medio de cultivo liquido, presentaron un color
verde claro y una consistencia suave al tacto. De esta manera, estos cultivos de
callos se resembraron en medio fresco cada 30 d y después de la cuarta resiembra
se observd en la superficie la formacion de un exudado tipo GM (goma de callo,
GMc) (figura 6d) similar al que producen explantes nodales de P. laevigata cultivados
in vitro (Orozco-Villafuerte y col., 2003 y 2005). Es dificil explicar este resultado, sin
embargo podria relacionarse con el efecto combinado de la auxina 2,4,5-T y la
Cinetina. En este sentido, Greenwood y Morey (1979) reportaron el uso de este RCV
para inducir la produccién de goma y la formacion de pozos de goma en floema de

arboles silvestres de P. glandulosa.
Con base en los resultados descritos anteriormente, se utilizaron los callos obtenidos

con la combinacion 2,4,5-T+CIN 5.0 uM provenientes de hipocétilo para establecer el

cultivo de células en suspensién de P. laevigata.
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5.2 Cinéticas de crecimiento en matraz y Biorreactor

Las curvas de crecimiento y viabilidad de las suspensiones celulares de Prosopis
laevigata cultivadas a nivel de matraz y biorreactor se muestran en la figura 7.
Cuando las células fueron crecidas en matraz (figura 7a), se present6 un periodo de
adaptacion corto (fase lag) que duré 4 d, después de esto hubo un crecimiento
exponencial hasta los 16 d de cultivo, tiempo en el que se alcanzo una biomasa
maxima de 11.9 g de masa secal/lL, después se detuvo el crecimiento y ya no se
registro un aumento en la biomasa. Las células crecieron con una velocidad
especifica de crecimiento () de 0.14 d* y presentaron un tiempo de duplicacién (tq)
de 6.6 d. Ademas, la viabilidad celular se mantuvo a lo largo del cultivo con valores
alrededor del 72% de células viables, lo que confirma el establecimiento exitoso del
cultivo de células en suspension de P. laevigata. Un comportamiento similar fue
reportado en el establecimiento de lineas celulares de otras especies (Azevedo y
col., 2008; Estrada-Zufiiga y col., 2009).

En contraste, cuando las células crecieron en biorreactor (figura 2b), no se presento
una fase lag y el cultivo inicidé su crecimiento exponencial desde el primer dia hasta
llegar a una biomasa maxima de 16.6 g de masa seca /L a los 14 d de cultivo. La p
en el biorreactor fue de 0.08 d™ y el ty de 9 d. La viabilidad celular disminuyo del 70

al 60% sin que esto fuera un factor que afectara su crecimiento.

Las diferencias en biomasa maxima, perfil de crecimiento, viabilidad y parametros
cinéticos entre matraces y biorreactor se deben principalmente a los distintos tipos de
mezclado y suministro de oxigeno que se presentan en ambos sistemas (Pan y col.,
2000). Estas caracteristicas, a su vez, promueven diferencias en la composicion de
los gases, la transferencia de masa y el nivel de estrés suministrado a las células.

Al respecto, Pan y col. (2000) reportan el escalamiento de cultivos de células en
suspension de Taxus chinensis. La linea celular fue cultivada en matraces

Erlenmeyer de 250 mL y en un bioreactor tipo tanque agitado con un volumen de
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trabajo de 1.3 L. La biomasa méaxima fue de 16.75 g ms/L con una p de 0.088 d™
para matraces y 16.2 g ms/L de biomasa maxima y una p de 0.082 d* para
biorreactor. No se present6 una diferencia en biomasa, pero al igual que para P.
laevigata, la p fue 0.006 d* menor en el cultivo a nivel de biorreactor. Los autores no
reportan la viabilidad de los cultivos, pero siguieren que el recambio de gases a nivel
de biorreactor puede ser un factor que afecte el crecimiento y la p en los cultivos.

En contraste, Raposo y Lima-Costa (2006) reportan diferencias en biomasa maxima
durante el cultivo de células en suspension de Centaurea calcitrapa a nivel de matraz
de 10 g ms/L y en el biorreactor tipo tanque agitado solo 8.5 g ms/L. Esto lo atribuyen
a la sensibilidad de las células al estrés provocado por la aireacion y agitacion en el
biorreactor. Los autores reportan que la viabilidad celular de los cultivos de C.
calcitrapa tiene una caida desde el 80% hasta el 34%. Mientras que las células de P.

laevigata mantienen una viabilidad celular del 60% (figura 7b).

Los resultados de la caracterizacion cinética demuestran que la linea celular de P
laevigata establecida en este trabajo, tiene la capacidad de crecer adecuadamente
tanto a nivel de de matraz, como en biorreactor. Aun mas, se demuestra que esta
linea celular es mas resistente al estrés hidrodinamico que otras especies como
Centaurea calcitrapa o T. chinensis, como lo indican los valores de viabilidad

registrados y el mayor valor de biomasa alcanzado en el biorreactor.
5.3 Caracterizaciéon morfoldgica de las células crecidas en matraz y biorreactor

Los resultados obtenidos del andlisis morfologico de las células en suspension de P.
laevigata durante su crecimiento en matraces se muestran en el cuadro 2. Los
agregados celulares (figura 8a) presentaron un tamafio promedio cercano a los
0.07mm? durante los primeros 4 d de cultivo (fase lag), lo cual coincide con los

valores de biomasa mas bajos.
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Figura 7 Cultivos de células en suspension de P. laevigata crecidos a nivel de

matraz (a) y biorreactor (b). Biomasa(e); Viabilidad (m).
Por el contrario, durante la fase exponencial de crecimiento y a medida que se

presentd el aumento de la biomasa, también aumentd el tamafio promedio de los

agregados hasta alcanzar valores cercanos a 0.1mm?. Este comportamiento difiere
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con lo reportado por Raposo y Lima-Costa (2006) para C. calcitrapa crecida a nivel
de matraz, quienes encontraron que no hay un cambio en tamafo de los agregados
durante el cultivo. Sin embargo, nuestros resultados coinciden con lo reportado por
Rodriguez-Monroy y col. (2004) con células de Solanum chrysotrichum, quienes
demostraron que hay una aumento en el tamafio de agregados durante el cultivo y
gue este coincide con el incremento de la biomasa. En relacion a tamafio de los
agregados, los de P. laevigata son ca. del 25% menores a los de S. chrysotrichum y
35% menores a los de C. calcitrapa. La tendencia a formar agregados celulares
durante el crecimiento de los cultivos es un comportamiento caracteristico de los
cultivos de células vegetales en suspension (Zhong 2001) y esta caracteristica
probablemente esta relacionada con las propiedades de cohesion presentes en la
pared celular durante la division celular de los cultivos (Trejo-Tapia y Rodriguez-
Monroy 2007).

Cuadro 2 Tamafio (&rea mm?) y forma (Factor de Forma Eliptica) de los agregados

celulares de P. laevigata crecida en matraces

Tiempo de cultivo* Biomasa Area promedio FFE
(dias) (gms LY (mm?)
0 2.99 +0.113 0.0724 +£0.013 4.08
2 3.21+0.194 0.0693 £ 0.027 3.86
4 3.53 £ 0.246 0.0745 £ 0.039 3.74
6 4.89 + 0.080 0.0823 + 0.033 3.62.
9 6.38 £ 0.539 0.0832 £ 0.024 3.14
11 8.93 + 1.050 0.0856 + 0.036 3.28
13 9.58 £ 1.010 0.0861 £ 0.042 2.96
16 11.76 = 1.907 0.0954 £ 0.029 2.74
19 11.62 +2.770 0.1067 £ 0.035 2.58
21 11.54 + 0.699 0.0974 £ 0.042 2.60

*Las muestras corresponden a los dias en que se tomaron las muestras de la

cinética de crecimiento
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De acuerdo con Kieran y col. (1997), en comparacidon con microorganismos, las
células vegetales son mucho mas grandes y tienen la caracteristica de formar
grandes agregados celulares, lo que las hace sumamente sensibles al estrés
hidrodindamico cuando son cultivadas a nivel de biorreactor. Esto a su vez limita su
crecimiento y en consecuencia no solo evita la formacion de agregados celulares
mayores a los obtenidos en matraces, sino que promueve su rompimiento
provocando una disminucibn de tamafio durante su crecimiento. Este
comportamiento difiere con los resultados encontrados en este estudio (cuadro 3) en
donde se aprecia un ligero incremento en el tamafio promedio de los agregados
durante su crecimiento. Es posible que este resultado esté relacionado con un menor
tamafo de los agregados celulares, comparados con otras especies vegetales
(Centaurea calcitrapa; Raposo y Lima-Costa 2006) y que esto a su vez le confiera

una mayor resistencia al estrés hidrodinamico.

Figura 8 Fotomicrografias (10X) de células y agregados celulares de P. leavigata

crecidas a nivel de matraz (a) y Biorreactor (B), después de 15 d de cultivo.
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Por otro lado, el FFE que fue utilizado para caracterizar la forma de las células y
agregados, presenté un comportamiento similar cuando estas fueron crecidas en
matraz (cuadro 2) y biorreactor (cuadro 3). Al inicio del cultivo se presentaron los
valores mas altos, 4.08 y 3.98 y decrecieron hasta valores de 2.6 y 2.39 (para
matraces y biorreactor, respectivamente) con el incremento de la biomasa hacia el

final del cultivo.

Cuadro 3 Tamarfio (4&rea mm?) y forma (Factor de Forma Eliptica) de los agregados

celulares de P. laevigata crecida en biorreactor

Tiempo de cultivo* Biomasa Area promedio FFE
(dias) (gms LY (mm?)
0 6.39 £ 0.113 0.0664 £ 0.017 3.98
3 9.64 +0.194 0.0636 + 0.011 3.52
5 11.65 £ 0.246 0.0657 + 0.019 3.23
7 13.27 £ 0.080 0.0693 £ 0.023 3.02.
10 15.35+ 0.539 0.0702 £ 0.018 2.84
12 16.52 + 1.050 0.0708 £ 0.022 2.93
14 17.02 £ 1.010 0.0691 £0.012 2.86
17 16.58 = 1.907 0.0714 £ 0.026 2.64
18 15.71+2.770 0.0710 £ 0.015 2.39

*Las muestras corresponden a los dias en que se tomaron las muestras de la

cinética de crecimiento

Estos resultados indican que los agregados cambian de formas alargadas a
redondas durante el tiempo de cultivo. Kieran y col. (1997) mencionan que existe una
diversidad de formas que van desde agregados redondos (esféricos) a cilindricos
(alargados) y que estas dependen tanto de los factores ambientales a los cuales son
sometidas las células, como a la edad del cultivo e incluso a la especie. Destacan

41



Resultados y discusion

ademas, que por estas razones resulta importante caracterizar de manera individual
a los cultivos si se tiene considerado escalarlos a nivel de biorreactor. Al respecto
Curtis y Emery (1993) y Trejo-Tapia y col. (2001) reportan que la morfologia de
diferentes cultivos de células en suspension afecta de manera importante la reologia
de los caldos de cultivo cuando son crecidos en biorreactor. Lo anterior, se torna
importante porque este parametro es primordial para determinar los requerimientos
de potencia y de transferencia de masa en el biorreactor (Rodriguez-Monroy y
Galindo 1999).

5.4 Transferencia y requerimientos de oxigeno en el biorreactor

En un cultivo de células vegetales a nivel de biorreactor se pueden alcanzar
densidades celulares superiores a las encontradas en cultivo a nivel de matraz, lo
gue provoca cambios en la reologia del sistema y en consecuencia se presenta una
reduccion significativa en la transferencia de gases y nutrientes en el sistema (Zhao y
Verpoorte 2007). En general con el incremento en la velocidad de agitacion y en la
tasa de aireacion se pueden mejorar tanto la transferencia de masa (oxigeno y
nutrientes) como el mezclado. No obstante, esto puede derivar en un mayor
consumo de potencia y en dafio celular por efecto del estrés hidrodinamico (Doran
1995). Lo anterior, nos conduce a buscar las condiciones de aireacion y agitacion
que proporcionen un balance adecuado entre mejorar la transferencia de masa y

evitar el dafio celular.

Existe en la literatura reportes de trabajos con células vegetales en suspension
crecidas en biorreactor tipo tanque agitado, en donde se muestra una gama de
condiciones de agitacion y aireacion. Por ejemplo Raposo y Lima-Costa (2007)
reportaron el cultivo de células en suspension de Centaura calcitrapa a nivel de
biorreactor con velocidades de agitacion entre 30 y 250 rpm y una tasa constante de
aireacion de 0.084 vvm. Por su parte Pan y col. (2000) crecieron células de Taxus

chinensis con velocidades de agitacion entre 150 y 300 rpm vy flujos de aire entre
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0.05 y 0.4 vwm. En un trabajo con varias especies Scragg y col. (1988) utilizaron
velocidades de agitacion hasta de 1000 rpm. En general todos concluyen que las
mejores condiciones de cultivo en un tanque agitado estan directamente
relacionadas con la especie, sin embargo puntualizan que un nivel de agitacion
medio que evite la sedimentacion, la pérdida de viabilidad celular y promueva un
incremento en la biomasa es lo adecuado. Ademas dan particular importancia al nivel
de oxigeno disuelto en el medio, el cual puede ser controlado a través de la
velocidad de agitacién junto con el flujo de aire. En este sentido, Schlatmann y col.
(1994) reportan que el nivel de oxigeno adecuado para el desarrollo de un cultivo de
células en suspension de C. roseus esta entre el 29% y el 43% de saturacion de aire
en el sistema. Esto es acorde con lo encontrado por Pareilleus y Vinas (1983)
quienes reportan que en un cultivo de células en suspension de C. roseus en
biorreactor, la concentracién critica de oxigeno disuelto corresponde al 20% de

saturacion de aire en el tanque.

En consecuencia y después de llevar a cabo pruebas preliminares, para este trabajo
se determind utilizar una velocidad de agitacion de 400 rpm y un flujo de aire de 0.1
vvm en el biorreactor para el crecimiento de células en suspension de P. laevigata.
Con estas condiciones de cultivo se asegur6 que no se presentara una
sedimentacion celular y que la tension de oxigeno disuelto se mantuviera a niveles

superiores al 30% de saturacion durante todo el tiempo de cultivo.

La velocidad de transferencia de oxigeno (OTR), la velocidad de consumo de
oxigeno (OUR) y el consumo especifico de oxigeno (QO2X) se muestran en la figura
9. Al inicio del cultivo en biorreactor se presenta el maximo QO,>X (0.12 Kg O, / Kg
msv d; figura 9a) lo que nos indica que las células estan utilizando una gran cantidad
de oxigeno probablemente como respuesta a las condiciones de estrés
hidrodinamico al que fueron expuestas al pasar de matraz a biorreactor. Una vez que
transcurre el tiempo de cultivo, los valores de QO,X bajan hasta lograr una

estabilidad y siguen una tendencia paralela al aumento de biomasa viable. Este
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comportamiento ha sido descrito por Zhong (2001), quien menciona que al cambiar
las células de un nivel de matraz a biorreactor, se presenta un cambio drastico en el
medioambiente en el que se desarrollan las células obligandolas a adaptarse a las

nuevas condiciones de cultivo.
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Figura 9 Transferencia de oxigeno en el biorreactor y requerimientos de oxigeno de
las células de P. laevigata: a) Biomasa viable (¢) y Q02X (¢); b) OTR (A) y OUR (m).
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Los resultados de la determinacién de OTR y OUR (figura 9b) muestran que durante
toda la cinética del cultivo, la OTR siempre fue mayor a la OUR, garantizando que el

cultivo no presento limitaciones por oxigeno para el crecimiento celular.

Si se toman en cuenta los resultados de biomasa, viabilidad, morfologia y el balance
positivo entre transferencia y consumo de oxigeno de las células en suspension de
P. laevigata en el biorreactor, podemos precisar que la linea celular generada, tiene
la capacidad para desarrollarse en un cultivo a nivel de biorreactor con condiciones
de agitacion y aireacion en que otras especies no pueden hacerlo (e.g. T. chinensis
Pan y col.,, 2000), lo que nos sugiere que es una especie resistente al estrés

hidrodinamico.

5.5 Caracterizacién quimica de las gomas obtenidas in vitro

La comparacion del analisis quimico de la goma proveniente de las suspensiones
celulares de P. laevigata crecidos en matraz (GMm) y bioreactor (GMb), con la goma
de mezquite (GM) y el exudado tipo goma proveniente de callos (GMc) se presenta
en el cuadro 4. Todas las muestras estan formadas por dos fracciones principales,
carbohidratos (70-90 %) y proteina (2-12%). Se encontré que los azucares neutros
detectados en la goma producida por los CCV de P. laevigata (GMc, GMm y GMb)
corresponden a los azucares mayoritarios que forman la fraccion del polisacarido de
la GM producida por arboles silvestres. Este resultado es similar al encontrado para
muestras de goma de P. vetulina (Lépez-Franco y col.,, 2008) de P. laevigata
(Orozco-Villafuerte y col., 2005) y para GM producida in vitro con explantes nodales
de P. laevigata (Orozco-Villafuerte y col., 2003). Sin embargo, aun cuando el perfil de
azucares neutros es similar, en lo que respecta a acido glucurénico, galactosa y
arabinosa, los porcentajes de estos cambian. El contenido de arabinosa es
sustancialmente mas bajo (17.8% y 15.4%) en GMm y GMb en comparacion con la
GM y GMc (62.2% y 67.2%).
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Cuadro 4 Comparacion quimica de la GM, de arboles silvestres y de GMc, GMm y

GMb de CCV en suspension de P. laevigata.

GM GMc GMm* GMb*
AGPs + + + +
Proteina Total® 6.9 1.9 11.7 8.1
Azlcares totales® 86.2 75.5 69.8 83.8
Acido glucuronico® 11.8 8.37 11.2 9.0
Galactosa® 22 24.3 28.1 30.3
Arabinosa® 65.2 67.2 17.8 15.4
Ramnosa” ND ND ND ND

ND: No detectado por el método; +: Positivo al Reactivo de Yariv; *: Obtenidos de las
respectivas cinéticas en el ultimo dia de cultivo; a: Porcentajes en base seca; b: Porcentajes

en base a los azUcares totales.

Con relacion al contenido de proteina, existen diferencias entre todas las muestras,
la GMm y GMb presentaron valores del 11.7% y 8.1 % respectivamente, mientras
gue la GM y GMc tuvieron valores de 6.9% y 1.9%. Las diferencias en porcentajes de
los de polisacaridos y proteinas de los cultivos in vitro con los de la GM de referencia,
indican que es posible que ademas de estos, se secreten también macromoléculas
distintas a las de la goma, como ha sido reportado en cultivos de Silene vulgaris
(Gunter y Ovodov 2007) y Beta vulgaris (Rodriguez-Monroy y Galindo 1999),

respectivamente.

Las células en suspension de P. laevigata secretan AGPs al medio de cultivo durante
Su crecimiento en matraces y biorreactor (figura 10). La secrecion de AGPs también
se ha reportada en cultivos de células en suspension de otras especies como Malus
domestica (Reid y col., 1999), Daucus carota (Immerzeel y col., 2004), Silene
vulgaris (Gunter y Ovodov 2007); Silybum marianum (Sanchez-Sanpedro y col.,
2008) y Beta vulgaris. (Capataz-Tafur y col., 2010).
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Figura 10 Perfiles de crecimiento (¢) y contenidos de AGPs (m) en el medio de cultivo
de suspensiones celulares de P. laevigata durante su desarrollo en matraces (a) y

biorreactor (b).
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De acuerdo con Classen (2007), la secrecién de AGPs en los CCV en suspensién se
explica si tomamos en cuenta que en los tejidos de las plantas, las AGPs son
mayoritariamente secretadas a los espacios intercelulares, asi de forma analoga, el
medio de cultivo representa al espacio intercelular, lo que permite la acumulacion de
las AGPs.

La secrecion de estas glicoproteinas se incrementd siguiendo el patrén de
crecimiento de las células independientemente del sistema en que se desarrollaron
(matraces o biorreactor). En los cultivos crecidos en matraz, se alcanz6 un contenido
maximo de AGPs de 53.5 mg/L en al dia 21 que corresponde a la fase estacionaria
de la cinética de crecimiento (figura 10a). Este comportamiento se repitio cuando las
células fueron crecidas en el biorreactor (figura 10b) en donde se alcanz6 un
contenido maximo de AGPs de 64.5 mg/L en el dia 18 de cultivo. Lo anterior sugiere
gue puede existir una relacion entre el crecimiento celular y la secrecion de AGPs, tal
como ha sido reportado para Arabidopsis thaliana (Darjania et al. 2002) y Beta
vulgaris (Capataz-Tafur et al. 2010).

Ademas de la presencia de AGPs en la goma de las suspensiones celulares, estas
glicoproteinas también se detectaron en la goma colectada de arboles silvestres y en
la producida en callos. Este hecho nos sugiere que las AGPs encontradas en los

cultivos in vitro, pueden ser del mismo tipo que las de la GM.

El hecho de que los perfiles de azlUcares neutros y la fraccion proteica secretados al
medio de cultivo sean los mismos que estan presentes en forma mayoritaria en la
GM, ademas de la presencia de AGPs, nos permite sugerir que los cultivos en

suspension de P. laevigata mantienen la capacidad de producir goma de mezquite.
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5.6 Propiedades emulsificantes

Con base en los resultados anteriores, se planteo la hipétesis de que la GMc, GMm
Y GMb poseen las caracteristicas emulsificantes presentes en la GM proveniente de
arboles silvestres de P. laevigata. Las emulsiones elaboradas con GM, GMc, GMm y
(figura 11) no presentan diferencia significativa en la absorbancia medida
inmediatamente después de formadas (figura 12). En este ensayo turbidimétrico de
emulsificacién, esto indica que todas las muestras poseen una actividad
emulsificante, y en este caso, esta es independiente de las diferencias en el
porcentaje de la proteina que poseen (cuadro 4). Lo anterior permite suponer que el
componente polisacarido podria tener un papel determinante en las propiedades
emulsificantes, tal como lo sugieren Xu y col. (2004) para la GA.

|
:

Figura 11 Emulsiones aceite en agua elaboradas con diferentes materiales como
agentes emulsificantes. (a) Goma de mezquite; (b) Exudado tipo goma producido por
callos de P. laevigata; (c) GM producida por de células de P. laevigata cultivadas en
matraces; (d) GM producida por de células de P. laevigata cultivadas en biorreactor.
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Por otro lado, todas las emulsiones presentan una disminucién significativa en la
absorbancia después de 24 h, lo que representa una pérdida de la estabilidad de las
emulsiones. En particular, en la emulsion elaborada con GMc, se presentd una

separacion de fases (rompimiento de la emulsion) después de las 24 h.

0.8

Densidad optica a 650 nm

GM GC MCm MCb

Figura 12 Determinacion de la densidad optica de las emulsiones como una medida
para evaluar las propiedades emulsificantes. de la GM; GMc; GMm y GMb. Actividad
emulsificante determinada inmediatamente después de formada la emuls)y (
Estabilidad emulsificante determinada 24 h después de formada la emulsion).(

Las barras de error representan el error estandar de la media de 3 mediciones.

De manera general, la pérdida de estabilidad puede atribuirse a un decremento en el
namero de gotas de aceite por unidad de volumen de la emulsion, probablemente
debido a la coalescencia de estas. Lo que indica que la coalescencia es

significativamente menor en la emulsiéon formulada con GM con respecto a las que se
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formaron con GMc, GMm y GMb (figura 12).Con relacion a las propiedades
emulsificantes de la GM, Roman-Guerrero y col. (2009) fraccionaron muestras de
GM por meétodos cromatograficos y reportaron que la GM se compone de tres
fracciones que contienen distintos porcentajes de carbohidratos y proteina: GM 91%
y 49%; F1 93.5% y 0.76%; F2 78.9% y 16.29%; F3 58.16% y 46.21%
respectivamente. Evaluaron las propiedades emulsificantes de la GM y sus
fracciones, reportando que la GM y F2 tienen mejores propiedades emulsificantes
que F1 y F3. Lo anterior lo explican al alto contenido de polisacarido y proteina
presente en dichas muestras, lo que permite que la fraccién proteica presente una
actividad superficial y una fuerte adsorcién de la goma en la interfase aceite-agua,
mientras que el polisacarido se proyecta dentro de la fase acuosa promoviendo
fuerzas estéricas de repulsion que evitan la agregacion de las gotas de aceite,
confiriéndole estabilidad a la emulsién. Por lo anterior, resulta razonable asumir que
la mayor capacidad para estabilizar emulsiones de la GM utilizada, se debe a un
balance del contenido proteina/polisacarido mas adecuedo que el que presentan la
GMm y GMb. De la misma manera, el bajo contenido de proteina de la GMc fue
suficiente para que se formara la emulsion, sin embargo el balance de alto contenido

de polisacarido, bajo contenido de proteina no favorecio la estabilidad.

5.7 Estabilidad de las emulsiones

La estabilidad de las emulsiones puede estudiarse a través de la evolucion del
tamafo de las gotas de aceite y su distribucién. El incremento en el tamafio promedio
de las gotas es un indicador de la perdida de estabilidad de la emulsion y la tasa de
crecimiento de las gotas revela el mecanismo responsable de esto. Un mecanismo
caracteristico que promueve dicha perdida de estabilidad es la coalescencia de las

gotas de aceite (Silva y col., 2010).
A pesar de que la técnica turbidimétrica provee informacion confiable de la actividad

y estabilidad de una emulsién, no es tan precisa como la caracterizacion de la

emulsion a través del analisis del tamafio de particula (Aoki y col., 2005). Ademas no
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proporciona informacién del fendmeno que pueda estar involucrado en la pérdida de
estabilidad de la emulsion. En este sentido, la estabilidad de las emulsiones puede
estudiarse a través de la evolucion del tamafio de las gotas de aceite y su
distribucion. El incremento en el tamafio promedio de las gotas es un indicador de la
pérdida de estabilidad de la emulsién y la tasa de crecimiento de las gotas revela el
mecanismo responsable de esto. Un mecanismo caracteristico que promueve la
pérdida de estabilidad de una emulsién es la coalescencia de las gotas de aceite
(Silva y col., 2010). La coalescencia es la formacién de una gota mas grande como
consecuencia de la fusiébn de gotas pequefias. Para ello se requiere que las gotas
pequefias entren en contacto entre si, luego de cambios a nivel de la interfase entre
estas y la fase continua. La degradacion de la emulsiébn por coalescencia se
caracteriza por una ampliacion en la distribucion de tamafio de particulas, con un

incremento en el tamafo promedio de gotas con el tiempo.

De las emulsiones elaboradas en este trabajo, aquella en la que se utilizé la GMc
como emulsificante, presenté una separacion de fases (rompimiento de la emulsion)
dentro de las primeras 24 h de formada por lo que no se llevd a cabo un seguimiento
de esta. Por otro lado, el cambio en la distribucion del tamafio promedio de las gotas
en las emulsiones a través del tiempo se muestra en la figura 13. Estos resultados
demuestran que en todas las emulsiones se presenta un aumento en el porcentaje
de gotas con mayor diametro promedio con el tiempo. La emulsién que mostro mayor
estabilidad fue la formada con GM, mientras que las formadas con GMm y GMb
presentaron una estabilidad similar entre ellas y menor a la de la GM (Cuadro 5). No
se encontraron diferencias en el tamafio promedio de las gotas (dszp) en las
emulsiones recién formadas, sin embargo el tamafio promedio después de 72 h fue
menor para la emulsion con GM (2.1um) en comparacion con las formadas con GMm
y GMb (3.1 y 3.6 um respectivamente). Esto se reflejo en la tasa de coalscencia
aparente de las emulsiones, en donde se tuvieron valores del orden de 10° s™ para

la emulsién con GM y de 10 s™ para las emulsiones con GMm y GMb.
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Figura 13 Distribucion del tamafo de gotas en emulsiones aceite en agua,
estabilizadas con GM (a); GMm (b) y GMb (c). Linea sélida 0 h; Linea punteada 72 h.
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Cuadro 5 Tamafio promedio de las gotas de aceite (dso) y tasa de coalescencia
aparente (K.) en emulsiones aceite en agua con GM, GMc, GMm y GMb como

emulsificantes.

Emulsificante ds0 (um) ds0 (um) K (s R?
t=0h t=72h

GM 1.6 2.1 6.02X10° 0.961

GMc 14 ND ND ND

GMm 1.5 3.1 2.39X10° 0.955

GMb 14 3.6 3.81X10° 0.879

La estabilidad de una emulsion contra la coalescencia se presenta debido al fuerte
efecto estérico de barrera derivado de los bloques del polisacarido que van de la
superficie de las gotas hacia la fase continua de la emulsion, a la vez que dichos
blogues se anclan a través de la adsorcion de la fraccion proteica (hidrofébica) de la
goma en la interfase aceite agua (Dickinson 2003). En este sentido, la baja cantidad
de proteina presente en la GMc (cuadro 4) resultd determinante para que la emulsion
presentara un pobre estabilidad y se diera la separacion de fases dentro de las
primeras 24 h de haberse formado. De manera opuesta, la mayor cantidad de
proteina en la GM, GMm y GMb promovié una mejora en la estabilidad de las
emulsiones. Sin embargo, los valores de la K; son dos (GM) y tres (GMm y GMb)
ordenes de magnitud mayores a los reportados por Ruiz-Ramos y col. (2006) para
emulsiones estabilizadas con GM y mezclas de GM y quitosano. Esta diferencia
puede atribuirse principalmente a dos factores; La mayor cantidad de emulsificante
utilizado (el doble) y a la combinacion GM quitosano, polielectrélitos de cargas
opuestas que forman un complejo que tiene la capacidad de promover una mayor

estabilidad a las emulsiones.
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6. Conclusiones

Las células en suspension de Prosopis laevigata secretan al medio de cultivo
azucares, proteinas y AGPs cuando son cultivadas en matraces y en biorreactor. La
comparacion de estas macromoléculas con las que constituyen a la goma de
mezquite producida por arboles silvestres nos permitié saber que se trata de los
mismos monosacaridos que forman su componente polisacarido. Ademas de que
hay también presencia de proteina y AGPs. La produccion de este tipo de moléculas
por las células son las responsables de las propiedades emulsificantes que presenta
el medio de cultivo purificado (GMm y GMD).
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Abstract

The mesquite gum (MG) production from Prosopis laevigata cells suspension culture in a stirred tank type
bioreactor, with characteristics similar to those of MG obtained from wild trees are reported. The cells showed a
specific growth rate () of 0.08 1/d and a viability of over 60 %, reaching a maximum biomass of 16.6 g dry mass
(dm)/L after 14 d. The cells produced a gum made up by 83.5% of carbohydrates (L-arabinose, D-galactose and
glucuronic acid) and 8.1% of protein, also detected arabinogalactan-proteins (AGPs) as constituents of the gum.
Oil-in-water emulsions were prepared using as continuous phase aqueous solutions of MG obtained from wild trees
and that produced in bioreactor (MGb). The emulsifying capacity of MGb was slightly superior, but the emulsion
stability lower, than that obtained with MG.

Keywords: Prosopis laevigata, mesquite gum, stirred tank type bioreactor, arabinogalactan-proteins,
emulsifying properties.

Resumen

Se reporta la produccién de goma de mezquite (GM) en un cultivo de células en suspensién de Prosopis laevigata
a nivel de biorreactor, cuyas caracteristicas son similares a la GM obtenida de arboles silvestres . Las células
mostraron una velocidad especifica de crecimiento (u) de 0.08 1/d y una viabilidad superior al 60%, alcanzando
una biomasa mdxima de 16.6 g en masa seca (ms)/L a los 14 d. Las células produjeron una goma compuesta
de 83.5% de carbohidratos (L-arabinosa, D-galactosa y dcido glucurénico) y 8.1% de proteina, ademds se detect6
la presencia de arabinogalactano-proteinas (AGPs) como constituyentes de la goma. Se prepararon emulsiones
aceite-en-agua utilizando como fase continua soluciones acuosas de goma obtenida de drboles silvestres (GM) y
producida en el biorreactor (GMb). La capacidad emulsificantede GMb fue ligeramente mayor, pero la estabilidad
de la emulsién menor, que las obtenidas con GM.

Palabras clave: Prosopis laevigata, goma de mezquite, biorreactor tipo tanque agitado, arabinogalactano-
proteinas, propiedades emulsificantes.
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1 Introduction

Several studies have established that mesquite
gum (MG), the exudate from Prosopis laevigata,
possesses emulsifying and microencapsulating
properties (Beristain and Vernon-Carter, 1995;
Vernon-Carter et al., 1996, 1998; Rodriguez-
Huezo et al., 2004), forms dense films upon
drying that limit oxygen diffusion through
its matrix (Bdez-Gonzdlez et al., 2004), and
mechanical properties (Villagémez-Zavala et al.,
2008) comparable or superior to those of gum
arabic (GA), the exudate from Acacia senegal,
which is considered as a benchmark commodity
worldwide (Dickinson, 2003). MG is exudated
in response to different environmental stress
conditions, wounds, pathogen infection, or attack
by insects (Verbeken et al., 2003). MG is a
complex proteoglycan, of which 90% is made up
by a glycosidic part characterized by a central
backbone of [-(1-3)-D-galactose, which has
attached side chains of (1-6) L-arabinose (in both,
pyranose and furanose forms), L-rhamnose, (-
D-glucuronic acid and 4-O-methyl-3-D-glucuronic
acid. It also contains a protein fraction that
varies between 0.7 and 5.8 % of the total molecule
(Vernon-Carter et al., 2000).The main aminoacids
of the protein fraction are: hydroxyproline, proline
y serine (Anderson et al., 1985). Thus, the MG
molecule is considered a type II (protein attached
covalently to polysaccharide) arabinogalactan-
protein (AGP) (Lépez-Franco et al., 2004). MG
has been fractionized by hydrophobic affinity
chromatography (Orozco-Villafuerte et al., 2003;
Romén-Guerrero et al., 2009). Mesquite gum
was separated in three main fractions (Fj, Fy,
and F3), whose average molecular masses ranged
from 1.81 x 107* to 5.23 x Da; F; had 90%
polysaccharide and 1% protein contents, while F5
had 16% and F3 46% protein, respectively, using
hydrophobic affinity chromatography (Roméan-
Guerrero et al., 2009). F5 produced films at the
oil-water interface with higher interfacial viscosity
and higher instantaneous elastic modulus, and
provided orange peel oil-in-water emulsions with
lower coalescence rates than whole MG, and
the latter than F; and F5. Thus, the fraction
imparting best emulsion stability and interfacial
rheological properties was that having a relatively
high protein/high polysaccharide balance, and
was also mainly responsible for the functionality
of whole MG.

Guaranteeing the supply of natural products
is hazardous, as periodic shortages occur due to
complex geo-global environmental, sociological,
and political factors. Thus, an ongoing research
topic is how to obtain natural products through
novel biotechnological approaches such as the use
of plant cell and tissue culture (PCTC) techniques
(Kieran et al., 1997; Pan et al., 2000). The
efforts in this sense regarding P. laevigata have
been few.  Orozco-Villafuerte et al.  (2003)
established a nodal explants culture from P.
laevigata stems and found that it was possible
to induce secretion of a gum-like substance using
elicitation. Later it was demonstrated that the
gum-like secretion produced in witro had similar
chemical composition than the gum exuded by
wild P. laevigata trees, and that it could be
considered as a true gum (Orozco-Villafuerte et
al., 2005). Production of AGPs from several
vegetable cells tissue cultures in Erlenmeyer flasks
has been successful (Giinter and Ovodov, 2007;
Sanchez-Sanpedro et al., 2008; Capataz-Tafur
et al., 2010), but very few reports have been
published about their production in bioreactors.
AGPs production in bioreactor has been reported
for Beta vulgaris (Rodriguez-Monroy and Galindo,
1999) and tobacco (Xu et al., 2005) cells cultures,
among others.

The objective of this work was to establish
Prosopis laevigata cells suspension culture in
bioreactor, to chemically characterize the gum
production and the presence of arabinogalactan-
proteins, and to evaluate the emulsifying
properties of the gum produced in bioreactor in
comparison the gum produced by P. laevigata wild
trees.

2 Materials and methods

2.1 Plant cell culture

P. laevigata cell suspension culture was initiated
from 4 weeks old friable callus obtained
previously from hypocotyls segments of P.
laevigata plantlets. 3-5 g of callus were transferred
to 250 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of
Murashige and Skoog (MS) medium (Murashige
and Skoog 1962) supplemented with 3% (w/v) of
sucrose, 5.0 pM of kinetin (KIN) and 5.0 uM of
2,4,5-trichlorophenoxy acetic acid (2,4,5-T). The
cultures were maintained at 25 + 2 °C under cool
white fluorescent light at irradiance of 200 pmol
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m~2 s7! and 16 h light/8 h dark photoperiod
cycle, on an orbital shaker at 110 rpm. When the
biomass increased, the cells were sieved through
200 pm nylon mesh filters in order to obtain
a homogeneous and fine cell suspension culture.
The culture was then maintained during 6 months,
by sub-culturing every 12-15 days, using a cell
inoculum size of 10% (v/v) in 500 mL Erlenmeyer
flasks containing 100 mL of MS medium.

2.2  Stirred tank bioreactor cultures

A 2-L stirred tank bioreactor (Applikon,
Schiedam, Netherlands) with a glass vessel, two
baffle plates, multiport stainless heat plate and
six-bladed disk turbine impeller operating at 400
rpm was used. The stirred tank bioreactor with
a working volume of 1L was inoculated with cells
(10% w/v) from 10-day-old suspension cultures.
The stirred tank bioreactor was aerated through
stainless-steel tube with sparger holes. The airflow
rate was set at 0.1 vvim and the pH was maintained
at 5.8 £ 0.1 with 0.IN NaOH. The pH and
dissolved oxygen tension were monitored online
by specific electrodes connected to a biocontrol
ADDI 1030 (Applikon, Schiedam, Netherlands).
Every 3 days over a 21 days period, aliquots of
30 mL from 5 independent runs were harvested
for analytical measurements. The oxygen transfer
rate (OTR) and the oxygen uptake rate (OUR)
were calculated according to the procedure
described by Orozco-Sanchez (2009). First, the
volumetric oxygen transfer coefficient (Kpa)
using the dynamic method (Doran, 1995) was
determined and with the experimental data of
dissolved oxygen (DO) and biomass, the following
equations were applied:

OTR = Kpa(C* - Cp) (1)

Where OTR is the oxygen transfer rate (Kg/m3d),
Kpa is the volumetric oxygen transfer coefficient
(1/d), C* is the saturated DO concentration
(Kg/m?) (70.008Kg/m3at 25°C and 1 atm) and
Cp, is the actual DO concentration in the liquid

(Kg/m?)

dCO,
dt

= OUR = Qo,X (2)

Where dCOs/dt is the change in Os over time,
OUR is the oxygen uptake rate (Kg/m3d), Qo, is
the specific oxygen uptake rate by the cells (Kg

www.amidiq.com

02 /(Kg(viable biomass) d) and X is the biomass
(Kg/m?). Viable biomass (vm) is the dry mass
multiplied by the cell viability.

2.8 Biomass

The biomass was filtered using pre-weighed
cellulose filters (Whatman No. 1) and determined
by dry mass (dm) measurement, oven drying the
filters at 70 °C for 24 h. Data from stirred tank
bioreactor (5 runs) was used to calculate means
and standard error (SE) of the means. The specific
cell growth rate (u) was calculated by plotting
cell growth data in the form of natural logarithm
versus time. The slope of the linear part of the
plot corresponds to the specific cell growth rate
(Capataz-Tafur et al., 2010). The time required
for biomass to double (doubling time, t;) was
computed from the p experimental data.

2.4 Cells viability

The cells viability was determined using Evan’s
blue staining test (Rodriguez-Monroy and Galindo
1999). A 2 mL sample from stirred tank bioreactor
was incubated into 0.25% Evan’s blue stain for 5
min and then at least 700 cells were counted. The
viability was calculated taking in count the non-
staining cells (viable cells).

2.5 Mesquite gum (MG) and Gum
from cell suspension culture (MGb)
purification

Mesquite gum (MG) from P. laevigata wild trees,
and the gum from stirred tank bioreactor (MGb)
were purified according the procedure reported
by Orozco-Villafuerte et al. (2003). First, the
MG samples were dissolved in deionized water
and solutions were filtered through nitrocellulose
membranes with a pore size of 0.45 ym. On
the other hand, cells were separated from the
culture broth by filtration (Whatman No. 1).
Subsequently samples of MG and MGb, were
dialyzed separately using cellulose membranes
(Sigma) with a cutoff molecular weight of 12
KDa. Samples were finally concentrated by
lyophilization and stored at —20 °C for further
characterization.
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2.6 Total protein, total and neutral
sugars composition

The Bradford (Bradford, 1976) and phenyl-
sulphuric (Dubois et al., 1956) methods were
used for determining total protein and total
sugars contents of MG and MGb.  Neutral
sugar composition was determined by HPLC. The
samples were prepared according to Vézquez-
Ortiz et al. (2006). Aliquots of 0.05 g of the
MG and MGb were weighed out accurately into
tare 15 mL stopped Pyrex test tubes and 4%
(w/w) sulphuric acid was added. The tubes were
placed in a water bath at 100 °C for 4 h and
then reweighed and made up to the own weight
by addition of distilled water. The solutions
were neutralized by adding 2.0 g BaCOgj and
shaking overnight. The filtered hydrolyzates were
analyzed by HPLC (Varian Pro Star) fitted with
a refraction index detector and a sugar SC 1011
column, using water (HPLC grade) as a mobile
phase at a flow rate of 0.25 mL/min and a
temperature of 85 °C.

2.7 AGPs quantification

AGPs contents in MGb were measured using the
methodology reported by Van Holst and Clark
(1985). This method is based on the specific
interaction and precipitation of AGPs by the (-
glucosyl Yariv reagent. Agarose gel (AG, Sigma-
Aldrich. St. Louis, MO) at 1% (w/w) containing
NaCl (0.15 M), NaNOs (0.02%) and 10 pug/mL-5-
glucosyl Yariv reagent was prepared and wells of
uniform diameter (1.2 mm) were punched in the
gel using a Pasteur pipet. A standard curve (0.15
0.6 g/L) was obtained by filling the gel wells with
1 pL of AG sample with different concentrations.
Defined red halos were formed around the test
wells. There is a linear relationship between the
concentration of AGPs and the area of the halo
formed in the gel. Gels were incubated overnight
at room temperature in a wet chamber and the
standard curve was used to calculate the AGPs
content of the MGb samples. The MG from trees
was assayed only the qualitative presence of AGPs
by determining if the red halo in the gel occurred
or not.

2.8  Emulsifying properties

Oil-in-water emulsions were prepared by mixing

50 mg of a 1:1 blend of white mineral oil/orange
oil into 5 mL of aqueous solutions of MG and
MGb (100 mg/mL) respectively. Mixing was
done with a VCX 130PB ultrasonic processor
(Sonics and Materials Inc., Newtown, CT,
USA) during 5 min at 70% amplitude. The
emulsification properties of MG and MGb were
measured as emulsifying activity and emulsifying
stability according to the method of Pearce and
Kinsella (1978). Emulsifying activity usually
refers to a single chemical species that promotes
emulsion formation and short-term stabilization
by interfacial action. Emulsifying stability refers
to a single chemical component conferring long-
term emulsion stability, possibly by an adsorption
mechanism, but not necessarily so (Dickinson
2003). The optical density of the diluted
emulsions (500x) were measured at 650 nm
with a spectrophotometer (Spectronic Genesys 2)
immediately after preparation (time (¢) = 0h) for
the emulsifying activity and after 24 h for the
emulsifying stability.

2.9  Emulsions rate of coalescence

The Oil-in-water emulsions were observed at
100x magnification with an Eclipse 80i optical
microscope (Nikon, Tokyo, Japan) and filmed
with a video camera (DC330 DAGE-MTI, Inc.,
Michigan IN, USA) coupled to the microscope
and linked to a PC. The image processing of
the micrographs was done using the free software
image J 1.4 (National Institutes of Health, USA).
Ten different images of each emulsion were
analyzed providing 600-700 droplets for each data
point. A micrometer was used for determining the
mean number-length droplet size (di ).

The emulsions droplet rate of coalescence (C')
can be represented by the following equation
(Ruiz-Ramos et al., 2006):

N;/N, = e ¢! (3)

Where N, is the number concentration of droplets
a time = t, N, is the number concentration of
freshly formed droplets (¢ = 0), and C' is the rate
constant. The relationship between the emulsion
droplet number, N, and the mean volume average
droplet diameter (d3 ) is given by:

N = 6@/7Td370 (4)

where ¢ is the volume fraction of disperse phase,
and d370 = (EnidLo/Eni)l/S, where niy, N2, N3,
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..., n; are the number of droplets with diameters
(d1,0)1, (d1,0)2, (d1,0)3, -5 (d1,0)i-
If the kinetic plots of In(N;/Ny) versus ¢ for

the emulsions give a straight line, then the slope
is —C.

3 Results and discussion

3.1 Bioreactor culture

The kinetics of P. laevigata cells suspension
culture in the bioreactor did not show a lag
phase, but an exponential growth was observed
between 1 and 14 days. The culture displayed a
specific growth rate (u) of 0.08 1/d, reaching a
maximum biomass of 16.6 gdm/L after 14 d (Fig.
la). Cells viability at the beginning of culture
was 65%, and was maintained throughout growth
kinetics above 60% up to 18 d, time taken by
cells to completely consume the medium sucrose
(Fig. 1b). The yield of biomass per consumed
sucrose (Yx/g) was 0.45 g dm/g consumed sucrose.
These results compare favorably with those for
P. laevigata cultures grown in Erlenmeyer flasks
where maximum biomass obtained was 12 g dm/L
after 16 d, with a 70% viability (Trejo-Espino et
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Fig. 1. Kinetics of cells growth and

arabinogalactan-proteins (AGPs) secretion of the
P. laevigata cells suspension culture in a 2-
L bioreactor. (a) Biomass production (e);
Extracellular AGPs content (H); and (b) Sugar
content in the medium (A); Cell viability (¢).
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al., 2009), but differ with those reported for other
vegetable species such as Tazus chinensis (Pan et
al., 2000) and Centaura calcitrapa (Raposo and
Lima-Costa, 2006), where a significant decrease
in the above mentioned parameters occurred
when scaling up the culture from flasks to
bioreactor. These authors attributed their scaling
up results to the cells fragility when exposed
to the hydrodynamic stress in the bioreactor.
On the other hand, some authors have reported
significant increases in dry mass yield and
survivability of cells when scaling up from flasks
to bioreactor such as that occurring for Beta
vulgaris (Rodriguez-Monroy and Galindo 1999),
Azadirachta indica (Prakash and Srivastava, 2007)
and Uncaria tomentosa (Trejo-Tapia et al., 2007).
Some authors have suggested that probably some
vegetable cells are resistant to hydrodynamic
stress conditions occurring in bioreactors, while
others are not (Meijer et al., 1994; Zhao and
Verpoorte, 2007).

P. laevigata cells suspension secreted AGPs
into the bioreactor culture medium (Fig. 1a).
This phenomenon has also been documented for
cell cultures of Rosa spp. (Serpe et al., 1994) and
Malva sylvestris (Classen and Blaschek, 2002). As
cells growth continued, so did AGPs production,
reaching a maximum of 64.5 mg/L after 18 d.
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Fig. 2. Oxygen transfer and oxygen requirements
by P. laevigata cells suspension in bioreactor:
a) Viable biomass (vim) (¢) and specific oxygen
consumption (QO3) (e); b) Oxygen transfer rate
(OTR) (A) and oxygen uptake rate (OUR) (H).
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Yield of produced AGPs per consumed sucrose
(Yacps/s) was of 5.43 mg AGPs/g sucrose. These
results suggest that a direct relationship existed
between cells growth and AGPs secretion, which
has also been observed for other species cultured
in flasks, such as Arabidopsis thaliana (Darjania
et al., 2002) and Beta vulgaris (Capataz-Tafur
et al., 2010). AGPs accumulation in culture
medium may keep an analogy with what occurs
in plant tissues, where AGPs are secreted to
the apoplast and act as signaling molecules
(Classen, 2007). Nevertheless, the definition of
the biological function of AGPs in the growth and
development of plants still requires more research
(Ellis et al., 2010), and is beyond the scope of this
study.

Dissolved oxygen tension was maintained
above 30% saturation throughout culture time,
due to the constant air flow of 0.1 vvm fed to
the bioreactor (Fig. 2). At the beginning of
the growth kinetics the cells showed a maximum
QO; of 0.12 Kg O5/Kg vim d, indicative that the
cells are consuming a great amount of oxygen in
response to the hydrodynamic stress to which they
were exposed when transferring the culture from
flask to bioreactor. QO2 diminished to a minimum
0f 0.055 Kg O2/Kg vm d after about 3 d of culture,
and then tended to increase at a similar rate as
viable biomass increased, up to about 14 d culture,
followed by a drop of both parameters after 15 d
culture. Similar behavior was observed for several
cells cultures when transferred from flask to
bioreactor, attributed to an adaptive mechanism
of cells for overcoming the drastic change in
environmental conditions (Zhong, 2001). OTR
was always higher than OUR, confirming that
oxygen supply to the bioreactor was adequate
for cells growth. Schlatmann et al.  (1994)
reported that an adequate oxygen supply should
fall between 29 and 43% of saturated air, and
Pareilleus and Vinas (1983) reported that the
critical concentration of dissolved oxygen should
be 20% of saturated air, for achieving an adequate
growth of C. roseus cells suspension culture in
bioreactor.

The chemical compositions of mesquite gum
obtained from P. laevigata wild trees (MG) and
that produced in bioreactor (MGb) are presented
in Table 1. AGPs presence was detected in both
cases. Both gums presented similar carbohydrate
content, but MGb had higher protein content
than MG. Furthermore, the main carbohydrates

making up the gums were the same (L-arabinose,
D-galactose, and glucuronic acid). However,
the L-arabinose content in MGb (15.4 %) was
considerably lower than in MG (62.2 %).

Table 1. Chemical comparison of MG from

P. laevigata wild trees and produced in
bioreactor (MGb).

MG MGb
AGPs + +
Total protein (%) 6.9+0.28 81+0.31
Total sugars (%) 86.2+3.22 83.8+27

Glucuronic acid (%) 11.8+0.73 9.0+ 0.67
D-Galactose (%) 22+3.06 30.3+2.69
L-Arabinose (%) 65.24+2.06 15.4+0.84

Rhamnose (%) ND ND

ND: Not detected by the method

+: Positive for Yariv’s reagent; *: Obtained from
growth kinetics after 20 days of culture

All percentages are expressed in dm basis

MG = mesquite gum from wild trees; MGb =
mesquite gum produced in bioreactor; AGPs =
arabinogalactan-proteins

+ Standard error

3.2 Emulsifying properties

The emulsifying properties of GM and GMb were
compared as they largely depend on chemical
composition and molecular configuration (Xu et
al., 2005). The emulsifying activity, measured
as the absorbance of the emulsions immediately
after formation was slightly higher for MGb
than for MG, indicating that the surface activity
of both gums was directly related to protein
content (Table 2). However, the emulsion
stability, estimated from the absorbance after
72 h of emulsion formation, was substantially
higher for MG than for MGb. This result was
confirmed by the higher droplet coalescence rate
displayed by the emulsion stabilized with MGb
compared to that stabilized by MG (Table 2).
Once an emulsion of small droplets has been
successfully prepared, considerations of surface
activity or interfacial tension gradients are no
longer relevant. What matters for long-terms
stability it show well the molecular characteristics
of the adsorbed biopolymer conform to the
requirements of producing a robust molecular
barrier at the interface. Droplets are prevented
from aggregating or coalescing when strong steric
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Table 2. Emulsifying properties of MG and MGb; Mean volume average droplet
diameter (ds o) and coalescence rate (C).

Emulsifier Absorbance  Absorbance
t=0h t=24h

dzo (pm)  dzo (um) C(s7h) R?
t=0h t=72h

MG 0.65+0.032 0.48 £0.025
MGb 0.70 £0.047 0.31 +£0.014

1.6+0.09 2.1+£0.17 6.02x107% 0.961
1.440.11 3.6+£021 3.81x10~° 0.879

Absorbance at 650 nm

MG = mesquite gum from wild trees; MGb = mesquite gum produced in bioreactor

+ Standard error

and electrostatic stabilization terms arise
(Dickinson, 2003). From our results, it seems
that although both gums had similar total
carbohydrate content, the considerably higher
amount of L-arabinose in MG, contributed to
the formation of a thicker steric stabilizing layer
formed around the oil droplets, and to increased
emulsion stability.

Conclusions

In this work it was established that P. laevigata
cells suspension culture in bioreactor operated
under proper conditions was capable to produce
a gum whose composition was chemically very
close to that of the gum exuded by P. laevigata
wild trees. Furthermore, the gum produced in
bioreactor had an emulsifying activity slightly
superior, but provided less long-term stability to
oil-in-water emulsions than the gum from wild
trees. This work provides the ground work for
producing mesquite gum at an industrial level,
contributing to encourage the use of this gum in
diverse industrial applications, as for the moment
the supply of this commodity cannot be ensured
though wild tree production.
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Abstract This study presents a protocol for the estab-
lishment of Prosopis laevigata cell suspension culture as a
strategy to obtain an in vitro mesquite gum productive cell
line. The callus used for this purpose was obtained with
hypocotyls from 15-day-old plantlets, placed on Murashi-
ge—Skoog medium with two different plant growth regu-
lators (PGRs), 2,4,5-trichlorophenoxy acetic acid (2,4,5-T;
5.0 uM) and kinetin (KIN; 5.0 uM). With this PGRs
treatment, after four subcultures (30 days each) an exuded
gum-like substance was observed on the callus surface. The
growth kinetics of the cell suspension culture showed a
specific cell growth rate () of 0.14 d~' and doubling time
(1) of 6.6 days, respectively. The gum-like substance from
callus culture and the broth from cell suspension culture
were subjected to chemical analysis and compared with the
mesquite gum exuded from wild trees. Both, gum-like
substance from callus culture and the broth from cell sus-
pension culture showed the presence of Arabinogalactan-
proteins, and their polysaccharide fraction presented the
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same monosaccharides as those isolated from mesquite
gum. In addition, the emulsifying properties of gum-like
substance from callus culture and the broth from cell sus-
pension culture were compared to those of mesquite gum
and all three samples exhibited similar emulsifying
capacity and emulsification stability.

Keywords Plant polysaccharides -
Arabinogalactan-proteins - Emulsifying capacity -
Mesquite

Introduction

Many plants exude gums in response to external stresses
such as pathogen attack or wounding (Verbeken et al.
2003). One of these plants is Prosopis laevigata (Humb. &
Bonpl. ex Willd) Johnston (Fabaceae) (mesquite), which
produces an exudate known as mesquite gum. Mesquite
gum is a natural polysaccharide whose chemical and
functional properties are similar to those of Arabic gum
(Acacia senegal), making it a possible substitute for Arabic
gum (Goycoolea et al. 1995; Vernon-Carter et al. 2000;
Lopez-Franco et al. 2006) which is considered a bench-
mark as an emulsifying, microencapsulating, thickening,
and stabilizing agent (Garti and Reichman 1993). Mesquite
gum is mainly formed of L-arabinose, D-galactose, minor
proportions of 4-O-methyl-p-glucuronate and L-rhamnose
in a 2:4:1:1 ratio. It also contains a small protein fraction
that varies from 2.0 to 4.8% (Vernon-Carter et al. 2000).
Based on this chemical data, Lopez-Franco et al. (2006)
mentioned that the Arabinogalactan-proteins are important
components of mesquite gum. Arabinogalactan-proteins
are a family of extensively glycosylated hydroxyproline-
rich glycoproteins that perform various important roles in
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plant growth and development (Showalter 2001; Hernan-
dez-Sanchez et al. 2009) and are the responsible for the
emulsifying activity of Arabic gum (Yadav et al. 2000).

Research works about in vitro mesquite gum production
are scarce. Orozco-Villafuerte et al. (2003, 2005) showed
the feasibility of in vitro mesquite gum production using
stem segments of P. laevigata and demonstrated that the
gum synthesis is stimulated by biotic (suspensions of dry
bacterium cells) and abiotic (mechanical wounding and
temperature) stress. In addition, they proved that the
physicochemical characteristics of in vitro mesquite gum
were very close to those of the gum produced by the wild
trees. At this point, it is necessary to highlight that stems
segments are differentiated tissues, and this fact is
considered as a major hindering factor for the scale up
production, and, eventually, for large scale production
processes of mesquite gum. Cell suspension culture has
been proposed as a biotechnological alternative to develop
biological compounds production systems (Zhao et al.
2005). Because, Arabinogalactan-proteins are predomi-
nantly secreted into cell wall space, these macromolecules
can be found in the suspension cell medium (Hernandez-
Sanchez et al. 2009; Capataz-Tafur et al. 2010) and fur-
thermore, be responsible for the emulsifying activity
observed in this type of glycoproteins (Xu et al. 2005).

The aim of this study was to establish P. laevigata cell
suspension culture and to evaluate its capability to produce
mesquite gum.

Materials and methods
Plant material

The seeds and mesquite gum used in this work were col-
lected from 6 to 15-year-old trees of P. laevigata (Humb. &
Bonpl. ex Willd. M.C. Johnst.), located around the village
of Ejido Llanos de la Angostura in the Mexican State of
San Luis Potosi. The seeds were scarified mechanically as
described by Buendia-Gonzalez et al. (2007). The scarified
seeds were washed in 5% (w/v) commercial detergent for
5 min, surface sterilized with 50% (v/v) ethanol for 5 min,
and put into a 10% (w/v) sodium hypochlorite (solu-
tion < 5% active Cl) for 5 min. After each step, the seeds
were rinsed (5 min per rinse) in autoclaved distilled water.
The seeds were then germinated in culture tubes containing
Murashige and Skoog medium (Murashige and Skoog
1962) with 3% (w/v) of sucrose and solidified with phy-
tagel 0.2% (w/v). The pH of the medium was adjusted to
5.8 prior to sterilization and the germination conditions
were maintained at 25 £ 2°C under cool white fluorescent
light at irradiance of 200 pmol m > s~ ' and 16 h light/8 h
dark photoperiod.
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Callus induction

Callus was induced from hypocotyl, cotyledon and leaf
segments of P. laevigata seedlings; two explants (1.5 cm
length explants sections) were transferred to each culture
flask (8 per treatment, 2 replicates). Twelve treatments
were assayed: (1) (Control) without PGRs; and with dif-
ferent PGRs as follows: (2) kinetin (KIN); (3) 6-benzyl-
aminopurine (BAP); (4) 2,4-Dichlorophenoxy acetic acid
(2,4-D); (5) 2,4-D + KIN; (6) 2,4-D + BAP; (7) a-Naph-
thalene acetic acid (NAA); (8) NAA + KIN; (9)
NAA + BAP; (10) 2,4,5-Trichlorophenoxy acetic acid
(2,4,5-T); (11) 2,4,5-T 4+ KIN; and (12) 2,4,5-T 4+ BAP,
each at concentrations of 0.5, 5.0, and 10 pM L' MS
medium. Experiments were performed under the same
conditions as those used for seed germination for 30 days.
The callus induction was expressed as a percentage of the
total explants (16) used per PGRs treatment. Afterwards,
the successfully induced callus was separated from the
explants and transferred to the corresponding fresh med-
ium, allowed to develop for 4 weeks, and then was sub-
cultured every 30 days.

The data were statistically analyzed with multifactorial
ANOVA and Duncan’s range test (both of them p = 0.05)
using the software Statgraphics Plus Ver. 4.1 for Windows
(Statistical Graphics Corp., USA).

Establishment of cell suspension culture
and growth kinetics

P. laevigata cell suspension culture was initiated from
4-week-old friable callus, obtained from hypocotyl in the
2,4,5-T 5.0 uM + KIN 5.0 uM treatment, by transferring
3-5 g to 250 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of
callus induction medium (without phytagel) and incubated
under the same conditions on an orbital shaker at 110 rpm.
After subculturing every 15 days for 3 months, the cells
were sieved through 200 pm nylon mesh filters in order to
obtain a homogeneous and fine cell suspension culture.
Then, the culture was maintained during 6 months by
subculturing every 12-15 days using a cell inoculum size
of 10% (v/v) in 500 mL FErlenmeyer flasks containing
100 mL of cultured medium. To determine the growth
kinetics, 5 g of fresh cells harvested after 10 days were
inoculated into 150 mL Erlenmeyer flasks containing
30 mL of liquid (MS) medium with 3% (w/v) of sucrose,
2,4,5-T 5.0 uM + KIN 5.0 pM. Aliquots of 5 mL were
obtained every 2-3 days over a 21 days period from cul-
ture flasks and used to determine cell growth, cell mor-
phology, cell wviability, and Arabinogalactan-proteins
content. Experiments were done in duplicate with three
replicates each (n = 6), and the results were used for cal-
culating the means and standard error (SE) of the means.
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The biomass was filtered using pre-weighed cellulose
filters (Whatman No. 1) and determined by dry mass (DM)
measurement, oven drying the filters at 70°C for 24 h. The
specific cell growth rate (p), defined as the increase in cell
mass per unit time, was calculated by plotting the cell
growth data in the form of natural logarithm versus time.
This yields a straight line over the exponential phase
growth. The slope of the linear part of the plot corresponds
to specific cell growth rate and is given in 1 per units of
time (Capataz-Tafur et al. 2010). The time required for
biomass to double (doubling time, 74) was computed from
the p experimental data.

Morphology of P. laevigata cell suspension culture

Photographic images of cells were done in order to char-
acterize the morphology of the aggregate cell suspension
cultures and for calculating the Elliptical Form Factor
(EFF) of the cell aggregates. The images were obtained
using an Eclipse 80i microscope (Nikon, Tokyo, Japan)
with a charge-coupled video-camera (DC330 DADGE-
MTI, Inc., Michigan, IN, USA). Magnification of the
images was 4 x. Basic image processing was used to count
aggregates (~700) for measuring mean = SE of size,
length, breadth, and EFF. The latter was calculated as the
length/breadth ratio, were an EFF of 1 represents a round
aggregate and whereas an EFF higher than 1 indicates an
elongated aggregate. The software Meta Imaging Series for
Microsoft Windows (version 4.0, Universal Imaging Cor-
poration, Downingtown, PA, USA) was used.

Cells viability

The cells viability was determined by the Evan’s blue
staining test (Rodriguez-Monroy and Galindo 1999). Two
mL sample from each flask was incubated into 0.25% Evan’s
blue stain for 5 min and then at least 700 cells were counted;
this was repeated twice (n = 6). The viability was calculated
taking in count the non-staining cells (viable cells).

Gum purification

Exuded mesquite gum samples were obtained from dif-
ferent P. laevigata wild trees. The gum was pooled toge-
ther until ca. 1 kg was collected. Around 10 g of gum-like
substance produced after the fourth callus subculture, were
collected from the surface of the calluses with the help of a
Pasteur pipette. All the samples were dissolved in 200 mL
of deionized water, filtered through nitrocellulose mem-
brane (0.45 uM), separated by dialysis against running tap
deionized water for 48 h (molecular weight cut-off
12 kDa), and freeze-dried (Orozco-Villafuerte et al. 2003).

Cell suspension culture broth

The cell suspension culture broth (75 mL) for each point of
the growth kinetics curve of P. laevigata was used to
recover the extracellular compounds. Cell-free medium
was centrifuged at 10,000g during 15 min. The supernatant
was separated by dialysis against running tap deionized
water for 48 h (molecular weight cut-off 12 kDa) and
freeze-dried. Arabinogalactan-proteins content was done
by analyzing by separate each cell suspension culture
broth. Total protein, total and neutral sugars composition,
and emulsifying properties analyses were done on the
pooled samples.

Analytical methods
Total protein, total and neutral sugars composition

The Bradford (Bradford 1976) and phenyl-sulfuric (Dubois
et al. 1956) methods were used for determining total pro-
tein and total sugars contents of the mesquite gum, gum-
like substance from callus culture, and cell suspension
culture broth. Neutral sugar composition was determined
by high performance liquid chromatography (HPLC). The
samples were prepared according to Vazquez-Ortiz et al.
(2006). Aliquots of 0.05 g of mesquite gum, gum-like
substance from callus culture, and lyophilized cell sus-
pension culture broth were weighed out accurately into tare
15 mL stopped Pyrex test tubes, 4% (w/w) sulfuric acid
was added to each tube. The tubes were placed in a water
bath at 100°C for 4 h and then reweighed and made up to
the own weight by addition of distilled water. The solutions
were neutralized by adding 2.0 g BaCO; and shaking
overnight. The filtered hydrolyzes were analyzed by the
HPLC system (Varian Pro Star) fitted with a refraction
index detector and a sugar SC 1011 column, using water
(HPLC grade) as a mobile phase at a flow rate of
0.25 mL min~"' and a temperature of 85°C.

Arabinogalactan-proteins determination

The lyophilized cell suspension culture broth was assayed
with the f-glucosyl Yariv reagent to quantify Arabinoga-
lactan-proteins using the methodology reported by Van
Holst and Clarke (1985). This method is based on the
specific interaction and precipitation of Arabinogalactan-
proteins by the f-glucosyl Yariv reagent. Agarose gel (1%
w/w) containing NaCl (0.15 M), NaN; (0.02%) and
10 pg mL™"  pB-glucosyl Yariv reagent was prepared
and wells of uniform diameter (1.2 mm) were punched
in the gel using a Pasteur pipet. A standard curve
(0.15-0.6 g L™") using Arabic gum (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) as standard was obtained by filling
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the gel wells with 1 pL. of Arabic gum sample with
different concentrations. Defined red halos were formed
around the test wells; there is a linear relationship between
the concentration of Arabinogalactan-proteins and the area
of the precipitated, measured by the square of the outer
diameter of the halo formed in the gel. Gels were incubated
overnight at room temperature in a wet chamber to avoid
drying of the gel and the standard curve was used to cal-
culate the Arabinogalactan-proteins content of the cell
suspension culture broth samples. The mesquite gum from
trees and gum-like substance from callus culture samples
were assayed only for their qualitative (Presence of the red
halo in the gel) Arabinogalactan-proteins determination.

Emulsifying properties

Oil-in-water emulsions were prepared by mixing 50 mg of
a blend of white mineral oil/orange oil (50% w/w) into
5 mL of aqueous solutions of mesquite gum, gum-like
substance from callus culture, and cell suspension culture
broth solutions (100 mg mL™"), respectively. Mixing was
done with a VCX 130 PB ultrasonic processor (Sonics and
materials inc., Newtown, CT, USA) during 5 min at 70%
amplitude. The emulsification properties of mesquite gum,
gum-like substance from callus culture, and cell suspension
culture broth were measured as emulsifying activity and
emulsifying stability according to the method of Pearce and
Kinsella (1978). Emulsifying activity usually refers to a
single chemical species that promotes emulsion formation
and short-term stabilization by interfacial action. Emulsi-
fying stability refers to a single chemical component
conferring long-term emulsion stability, possibly by an
adsorption mechanism, but not necessarily so (Dickinson
2003).The optical density of the diluted emulsions (500x)
was measured at 650 nm with a spectrophotometer
(Spectronic Genesys 2) immediately after preparation (time
(H) = 0 h) for the emulsifying activity and after 24 h for
the emulsifying stability.

Results and discussion
Callus induction

All seeds germinated between 5 and 7 days after sown, the
plantlets were maintained in a culture chamber for 15 days
and then used in the induction callus experiments (Fig. 1a).
After 8 days, green or light green callus were observed
from some PGRs treatments only (Fig. 1b). According to
the statistical analysis, the callus induction was affected by
the different PGRs treatments at the 95% confidence level.
The auxin 2,4,5-T was markedly the main component in
the PGRs treatments that promoted callus induction,
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reaching the highest percentage (100%) with 2,4,5-T
50 uM + KIN 50 uM and 24,5-T 5.0 uM + BAP
5.0 uM (Table 1). Also the PGRs concentration had a
significant effect on callus induction, with concentrations of
0.5 and 10 puM only a few treatments had a positive effect,
while with 5.0 uM the callus induction was observed
in most of the treatments (Table 1). Some works report
attempts to induce callus formation in related species using
individual cytokinins and auxins, e.g. NAA or BAP alone
failed to induce callus formation in P. juliflora (Nandwani
and Ramawat, 1991) and P. tamarugo (Nandwani and
Ramawat, 1992), in both cases being necessary to use a
combination of these PGRs to obtain callus.

Callus induction was significantly affected by the type
of explants (cotyledon, hypocotyl or leaf) used, the hypo-
cotyl was the best source of explant (Table 1). And the
callus biomass was initiated 1 week after start of the
treatment. This is in agreement with the findings of
Nandwani and Ramawat (1991, 1992) who reported the
hypocotyl as explant source for callus induction from
P. tamarugo and P. juliflora.

Thus, the 2,4,5-T + KIN or BAP treatments at a con-
centration of 5.0 pM each were the most efficient to induce
P. laevigata callus (100%) when using hypocotyl as
explant source. Nevertheless, in the 2,4,5-T + KIN treat-
ment more friable callus was obtained. This callus line was
the only one capable of producing a gum-like substance
after four subcultures (Fig. 1c). Based on these results, we
decided to use the callus obtained with the 2,4,5-T
5.0 uM + KIN 5.0 uM treatment, in order to establish the
P. laevigata cell suspension culture. Greenwood and
Morey (1979) reported that they used 2,4,5-T to induce
phloem gum pockets and gum production in P. glandulosa
wild trees.

Cell suspension culture establishment
and growth kinetics

P. laevigata cell suspension culture was established
(Fig. 1d). The growth curve of P. laevigata cell suspension
culture is shown in Fig. 2. The lag phase lasted 4 days
during which the biomass reached only 3.5 g DM L™,
subsequently, the cells entered their exponential growth
phase, which lasted 16 days, during this time, the maxi-
mum accumulated biomass was 11.9 g DM L™'. The
calculated 74 for the cell suspension culture was 6.6 days
and their @ was 0.104 days™'. A similar behavior was previ-
ously reported in the establishment of other cell suspension
cultures (Azevedo et al. 2008; Estrada-Zuiiiga et al. 2009).
On the other hand, the cell viability remained around 70%
throughout the 21 days of culture. When cell viability is
lower than 50%, it is considered that suspension culture
establishment has failed (Qui et al. 2009). This result
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Fig. 1 Establishment of
Prosopis laevigata cell
suspension culture. a 15 days
old plantlet; b callus from
hypocotyls; ¢ exuded gum-like
substance from callus culture;
d Prosopis laevigata cell
suspension culture;

e photomicrography of Prosopis
laevigata cell suspension
culture (10x)

confirms that the P. laevigata cell suspension culture was
successfully established.

Cell suspension culture morphology

The results obtained from the morphological analysis are
presented in Table 2. The aggregates of P. laevigata
(Fig. 1e) had a more or less constant size (ca. to 0.07 mm?)
during the first 4 days of culture (lag phase). During this
growth phase, the biomass values were the lowest, but
increased to values around 0.1 mm? with increase of bio-
mass at the end of the culture. These phenomena probably
are related with the cohesion properties that the cell wall
presents during the cell division in plant cell culture (Trejo-
Tapia and Rodriguez-Monroy 2007). In contrast, the EFF
values were around 4.0 at the beginning of the culture and
decreased to values of 2.5 with the increase of biomass at
the end of the culture. These results indicated that the
aggregates changed their shape from elongated to round

during the culture time, and this fact has important impli-
cations on the establishment of P. laevigata cell suspension
culture when scaling up to bioreactor level. To this respect,
Curtis and Emery (1993) and Trejo-Tapia et al. (2001)
reported that the morphology of different plant cell sus-
pension culture affected the rheology of plant cell broths
during bioreactor culture. This parameter is also important
in determining bioreactor power requirements and mass
transfer characteristics (Rodriguez-Monroy and Galindo
1999).

Extracellular compounds and emulsifying properties

The P. laevigata cell suspension culture secreted Arabi-
nogalactan-proteins in the broth during their growth as
confirmed by assay with f-glucosil Yariv reagent. Other
species of cell suspension culture such as Malus domestica
(Reid et al. 1999), Daucus carota (Immerzeel et al. 2004),
Silene vulgaris (Giinter and Ovodov 2007) and Beta

@ Springer
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Table 1 Effect of different plant growth regulators (PGRs) treatments and explants sources on Prosopis laevigata callus induction percent

% of explants forming callus

PGRs (uM) 0.5 5.0 10

Explant Hyp Cot Leaf Hyp Cot Leaf Hyp Cot Leaf

PGRs treatments
Control 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
KIN 0.0 0.0 0.0 31.2°f 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
BAP 0.0 0.0 0.0 31.2¢f 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2,4-D 0.0 0.0 0.0 68.7 18.7¢ 43.7% 62.5! 18.7¢ 0.0°
2,4-D + KIN 0.0* 18.74 0.0 18.7¢ 0.0* 25.0% 18.7¢ 25.0% 0.0
2,4-D + BAP 0.0* 12.5% 0.0 75.0% 0.0 0.0a 31.2¢f 18.7°¢ 0.0
NAA 0.0 0.0 0.0° 62.5' 0.0° 0.0 0.0 0.0 0.0
NAA + KIN 0.0 0.0 0.0 62.5' 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
NAA + BAP 0.0* 0.0* 0.0* 25.0% 0.0* 31.2°f 18.7° 31.2°f 0.0
2,4,5-T 0.0 0.0 0.0 87.5! 50.08" 43.7% 50.08" 31.2¢f 0.0°
2,4,5-T + KIN 12.5% 6.2 0.0 100™ 50.08" 75.0F 50.0" 37.5%" 0.0°
2,4,5-T + BAP 18.7°¢ 6.2 0.0* 100™ 87.5' 93.7!m 37.5% 25.0% 0.0*

Each value is the mean of two replicates. Each value sharing the same letter was non-significantly different

Duncan’s range test (p = 0.05)
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Fig. 2 Time course of cell growth and Arabinogalactan-Proteins
content of Prosopis laevigata cell suspension culture. (filled circle)
Biomass; (filled square) Extracellular Arabinogalactan-Proteins
content. Error bars represent the standard error of the mean of
measurements from six independent measurements

vulgaris (Capataz-Tafur et al. 2010) are known to produce
Arabinogalactan-proteins. According to Classen (2007),
this phenomenon may occur because cell suspension cul-
ture cell walls do not have a full barrier function. During
the cell growth kinetics, the content of Arabinogalactan-
proteins in the cell suspension culture broth increased
(Fig. 2), reaching a maximum of 51.5mgL™" after
21 days of culture, suggesting that a link may exist
between cell growth and Arabinogalactan-proteins secre-
tion. Similar results were reported for Arabidopsis thaliana
(Darjania et al. 2002) and B. vulgaris (Capataz-Tafur et al.
2010). Arabinogalactan-proteins secretions were found in
the samples of mesquite gum from wild trees and gum-like
substance from callus culture.

@ Springer

Table 2 Aggregates size (area mm?) and shape (Elliptical Form
Factor) of Prosopis laevigata cell suspension culture with culture
time

Culture time Aggregates mean Elliptical

(days)* area + SE (mm?) form factor
0 0.0724 £ 0.013 4.08
2 0.0693 £+ 0.027 3.86
4 0.0745 £+ 0.039 3.74
6 0.0823 £ 0.033 3.62.
9 0.0832 £+ 0.024 3.14
11 0.0856 £+ 0.036 3.28
13 0.0861 £ 0.042 2.96
16 0.0954 £+ 0.029 2.74
19 0.1067 £ 0.035 2.58
21 0.0974 £+ 0.042 2.60

# Sampling was done the same days when cell samples for growth
kinetics were taken

On the other hand, comparison of the analytical data of
the P. laevigata cell suspension culture broth with gum-like
substance from callus culture and mesquite gum collected
from wild trees, and that reported in references are shown
in the Table 3. All samples were formed basically by
carbohydrate (70-90%) and protein (2—12%) residues. The
polysaccharide fractions from gum-like substance from
callus culture and cell suspension culture broth contained
the same monosaccharides making up MG, and those
reported in references for gum samples from P. vetulina
(Lopez-Franco et al. 2008) and P. laevigata (Orozco-Vil-
lafuerte et al. 2005). The mesquite gum, gum-like
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Table 3 Chemical comparison of Mesquite gum, exuded gum-like substance from callus culture (CG) and Prosopis laevigata cell suspension

culture (CSC) broth

Contents P. vetulina® P. laevigata® P. laevigata® CG CSC
(mesquite gum) (mesquite gum) (mesquite gum) broth?
Total protein (%) 3.73 2.7 6.9 1.9 11.7
AGPs ND ND + + +
Total sugars (%) 96.27 87.3 86.2 75.5 69.8
Glucuronic acid (%) ND 16.2 11.8 8.37 11.2
Galactose (%) 26.57 43.3 22 243 28.1
Arabinose (%) 73.19 40.4 65.2 67.2 17.8
Rhamnose (%) - 1.3 ND ND ND
All percentages are expressed in DM basis
ND not determined, + positive for Yariv’s reagent
* Loépez-Franco et al. (2008)
® Orozco-Villafuerte et al. (2005)
¢ This work
9 Obtained from pooled samples obtained during 21 days sampling
substance from callus culture, and cell suspension culture 0.8
broth samples showed remarkably close sugar profile 07l a a a
contents for glucuronic acid, galactose and arabinose, with g ’
the exception of cell suspension culture broth that showed a g 0.6 - b
substantially lower arabinose content than mesquite gum 8
and gum-like substance from callus culture. On the other 8 0]
hand, protein content was dissimilar in the three samples g 0.4 ¢ ©
being higher for cell suspension culture broth (11.7%), 2 03l
followed by mesquite gum (6.9%) and gum-like substance g
from callus culture (1.9%), respectively. B 02-
Based on the chemical similarity of the components ©
(Table 3) making up gum-like substance from callus cul- 0-17
ture, cell suspension culture broth and mesquite gum, we 0 . .
MG CG CSC Broth

hypothesized that purified gum-like substance from callus
culture and cell suspension culture broth probably pos-
sessed the emulsifying properties characteristic of mesquite
gum obtained from P. laevigata wild trees. The three
emulsions displayed non-significant differences in their
absorbance at time = 0 h indicating that all possessed an
equivalent emulsifying activity (Fig. 3), which on turn
means that the three compounds contain an adequate pro-
tein content that provides them with good surface active
capability (Table 3). On the other hand, the three emul-
sions exhibited a significant decrease in their absorbance at
time = 24 h compared to their absorbance at time = 0 h
(Fig. 3), indicative that the number of oil droplets per
emulsion unit volume decreased (i.e., emulsion oil droplets
coalesced). However, the degree of oil droplet coalescence
was significantly lower for the emulsion containing mes-
quite gum than those containing gum-like substance from
callus culture and cell suspension culture broth, which
showed non-significant differences in their absorbance.
Roman-Guerrero et al. (2009) reported that whole mesquite

Fig. 3 Determination of the optical density of the emulsions as a
measure for establishing the emulsifying properties of mesquite gum;
exuded gum-like substance from callus culture and cell suspension
culture broth. (filled square) Emulsifying activity was determined
immediately after the emulsion was formed; (open square) Emulsi-
fying stability was determined 24 h after the emulsion was formed.
Error bars represent the standard error of the mean of three
measurements. Means with the same letter were non-significantly
different at p < 0.05

gum exhibited good emulsifying properties because it
possessed an adequate protein/polysaccharide balance. The
protein fraction allowed for good surface activity and strong
adsorption of the gum at the oil-water interface, whereas
the polysaccharide fraction projected into the aqueous
phase provided strong repulsion steric forces that hindered
emulsion droplets aggregation. These authors fractionated
the mesquite gum in three fractions. Only that fraction
having a protein/polysaccharide balance similar to that of
the whole mesquite gum exhibited good emulsifying
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activity and emulsifying stability. Thus, it is reasonable to
assume that mesquite gum possesses a more adequate pro-
tein/polysaccharide balance than the gum-like substance
from callus culture and the cell suspension culture broth.

In conclusion, in this work a protocol for establishing a
P. laevigata cell suspension culture was achieved. The
cells secreted extracellular compounds (Arabinogalactan-
protein and polysaccharides) into the cell suspension
culture broth, and possessed emulsifying properties com-
parable to those of mesquite gum.
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