ESTRATEGIAS PARA EL INCREMENTO EN LA PRODUCCION DEL COLORANTE PEREZONA.
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Introduccion. plantas superiores representan un recurso muy
valioso por la gran variedad de quimicos especializados que
sintetizan (1). La perezona es una quinona sesquiterpénica
que por si misma actlia como un colorante, adicionalmente
forma compl ejos de coordinacion metalicos coloridos, est4 se
encuentra en las raices de Acourtia hebeclada (2). Se ha
reportado su produccién por cultivo de tejidos vegetales en
callo y en células en suspension, se han seleccionado lineas
con altos niveles de sintesis y se conoce el medio de cultivo,
asi como las condiciones de produccién del colorante (3).
Dado lo anterior es necesaria la aplicacion de las estrategias
de incremento de la productividad para obtener un sistema de
produccién de perezona que sea econémicamente rentable.

El objetivo del trabajo consistié en buscar las condiciones
que permitieran incrementar la produccion de la perezona en
cultivo celular en suspensién, utilizando la extraccion in situ
con hexadecano como segunda fase en el medio de cultivo,
elicitoresfungicosy lainmovilizacién en alginato.

Metodologia. Se trabajé con células en suspension de
Acourtia hebeclada, cultivadas en medio MS basa
adicionado con ANA, BAPYy sacarosa a 3 %. Se aplicaron
tres tratamientos a cultivos de una semana: @) Extraccion in
situ, para ello se adicioné hexadecano en dos niveles 5 % y
10 %,; b) Elicitor fungico, en dos concentraciones 0.5y 1 %,
este se obtuvo esterilizando un cultivo de hongos durante 30
min. a 15 Ib; c¢) Inmovilizacion, se formaron perlas de
alginato de calcio de tres viscosidades (alta, media y baja),
con las células embebidas en ellas. El tratamiento durd 2
semanas para cada condicion. Se cuantificO biomasa y
produccién de colorante cada semana, tanto en las células,
como en el medio de cultivo y en el solvente, a excepcion de
la inmovilizacién, en donde solo se evalud para la segunda
semana. La perezona se cuantifico por HPLC y se identifico
por espectrofotometria Uv-visible y cromatografia en capa
fina.

Resultados y discusién. El hexadecano provoco una ligera
disminucién en el crecimiento en la 12 semana de tratamiento
el efecto fue mayor parala concentracion de 10%. La sintesis
del colorante se incrementd en las dos concentraciones
probadas (Cuadro 1), principalmente para la 12 semana con
10 % del solvente (2.64 ug/g de peso seco); ala 22 semana se
observé una disminucién en la produccion tanto en el testigo
como en la concentracion de 10 %, mientras que esta se
mantuvo en el hexadecano a 5 %, lo cual nos indica que a
concentraciones bajas el solvente es menos toxico para las
células a exponerlas por méstiempo.

El elicitor causo una disminucion tanto en el crecimiento
como en la concentracién de la perezona, el efecto fue mayor
parael 1% del dicitor

Cuadrol Produccion de perezona por tratamientos.

Tratamiento Colorante (ug/g de peso seco)
12 semana 22 semana
Hexadecano testigo 2.134 0.122
Hexadecano 5 % 2.284 1.611
Hexadecano 10% 2.641 0.361
Elicitor Testigo 1.006 1.006
Elicitor 0.5% 0.691 0.605
Elicitor 1% 0.451 0.356
Viscosidad dta | -------- 0.296
Viscosdad Media | -------- 0.291
Viscosdadbga @~ | -------- 0.197

La produccion de la perezona en e sistema de células
inmovilizadas indicé una disminucion en la sintesis del
colorante para la viscosidad ata del alginato, mientras que
entre las viscosidades baja y media la diferencia fue minima,
siendo esta Ultima la que presentd el valor més grande. En
cuanto al crecimiento, este se vio afectado en las tres
viscosidades, ademés se observd oxidacion de las células,
ligera en la viscosidad media y acentuada en la viscosidad
alta. El andlisis del medio de cultivo y del solvente por
cromatografia en capa fina, para los tres tratamientos,
demostré que no se habia liberado perezona hacia estos.

Conclusiones. De los tratamientos empleados para
incrementar la produccién de la perezona, la extraccion in
situ fue el mejor de todos, en especifico el hexadecano a 10
% en la primera semana de cultivo; mientras que €l elicitor no
favorecio la produccion de la perezona, ni @ crecimiento e
incluso caust la muerte de las células en suspension. Por su
parte la inmovilizacion provocé disminucién del crecimiento
para las tres viscosidades ademas de contenidos de colorante
bastante pequefios.

Por ultimo la cuantificacién por HPLC, por ser una técnica de
separacion, permitié la evaluacién especifica de la
produccion de la perezona en | os extractos compl etos.
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