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PROCEDIMIENTO PARA OBTENCION DE ACIDO CARMINICO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona con un proceso novedoso, alternativo, de bajo costo, para la produccién
de acido carminico (AC) in vitro, para su empleo en la industria de los colorantes que tienen amplia aplicacion en la

Industria alimentaria, cosmética, farmacéutica y textil, entre otras.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Existen en el arte previo, desde hace muchos afios, métodos tradicionales de produccién que implican la
siembra, crecimiento y cosecha del insecto Dactylopius coccus Costa (insectos cochinilla o grana cochinilla) en ciclos
de aproximadamente 80-90 dias que utilizan sistemas de invernadero, cobertizo y/o cielo abierto. En esos casos se
requiere el binomio de produccion planta-insecto. Se sabe que el dcido carminico extraido de la cochinilla se utiliza
como colorante rojo y/o carmin en cosméticos (labiales, entre otros) y como E-120 en la industria alimenticia para dar
un color rojo a los alimentos, aunque se sustituye cada vez mas por colorantes sintéticos mas econémicos. Un sustituto
ampliamente utilizado es el rojo cochinilla A, un colorante diazoico con el nimero E-124. En Europa se utiliza el 4cido
carminico obtenido a partir de insectos autéctonos al menos desde la Edad de Hierro, y se han descubierto restos, por
gjemplo, en tumbas de la cultura de Hallstad.

En el arte, se conocen los siguientes métodos, todos ellos tienen la misma fase primaria de preparacion
de la cochinilla para extraer el acido carminico: secado de materia prima, separacién mecanica, molienda, extraccién
de grasas y ceras; diferencidndose en la extraccion de grasas y ceras; y en la extraccién del 4cido carminico que €s
la siguiente etapa y luego su continuacién con la precipitacion del carmin, reposo, filtracién y secado del carmin.

Algunas soluciones del estado de la técnica para la produccién de dcido carminico en grandes cantidades
se divulgan en los siguientes documentos:

Miguel Gonzdlez Gonzélez et al, Nota Cientifica Rev. Fitotec. Mex. Vol. 25 (2): 209-212, 2002, “CULTIVO
in vitro DE CELULAS EMBRIONARIAS DE COCHINILLA (Dactylopius coccus Costa) A DIFERENTES pH’, ha
evaluado la determinacion de un pH dptimo al que cultivos celulares de cochinilla (Dactylopius coccus Costa) registran
la mé&xima produccién de acido carminico in vitro, en donde se evaluaron varios niveles de pH (4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5)
y de fracciones de centrifugado (0, 2, 5 y 10 min) de células maceradas de embriones de cochinilla establecidos en
medio de cultivo para cultivo de lineas celulares de insectos el cual es medio nutritivo de Schneider. El contenido de
acido carminico presente en cada muestra se determind mediante cromatografia liquida de alta resolucién. La
extraccién del pigmento de las muestras se realizé con una solucién de HCI 2M. Los limites de deteccion del pigmento
fueron de 1.0 mg L-1 a 120.0 mg L-1. No se observé un efecto significativo del pH en el contenido de 4cido carminico
ni en el numero de lineas celulares, aunque el pH intermedio (5.5) tendi6 a dar mejores resultados. Sin embargo, las
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conclusiones de dicho documento sefialan que “los medios de cultivo con 4.5 a 6.5 son adecuados para el cultivo in
vitro de células de la cochinilla, aunque tendieron a ser mejores los pH intermedios en el contenido de carmin y el
ndmero de lineas celulares. Los tiempos de centrifugado de 2 y 5 min fueron los mas adecuados para establecer lineas
celulares de embriones de D. coceus. La produccidn de carmin en cultivos secundarios fue baja, por lo que se sugirié
evaluar otras variables del medio de cultivo, como presion osmética y constituyentes del medio nutritivo,
principalmente.

US 8,919,281 (B2), 2013, Means to culture cochineal insects in an artificial medium, Hendrickson,
Constance M.
Merkle, Denise Lynn, menciona un método para cultivar insectos del género Dactylopius, que comprende: calentar una
mezcla que comprende (a) un aditivo para cactus obtenido de un cactus del género Opuntia, (b) un polisacdrido y (c)
glucosa; combinando la mezcla calentada con una matriz tridimensional; enfriar la mezcla combinada y la matriz para
formar un medio endurecido; € inocular el medio endurecido con una especie seleccionada del grupo que consiste en
el género Dactylopius.

Por su parte, MX 295682, ARIGEN PHARMACEUTICALS, INC, METODO DE PROLIFERACION DE
CELULAS ASESINAS ACTIVADAS POR LINFOCINA, Watarai, Shinobu; Nishikawa, Shigeru, menciona un método de
proliferacién/activacion de células asociadas con canceres que se puede realizar a costos tan bajos que los métodos
pueden ser aplicables a animales no humanos; un método de proliferacién/activacion de células de la presente solicitud
comprende los pasos de, durante el cultivo de células, suplementar con al menos 5-15ug/ml de concanavalina A y un
factor de crecimiento que tiene actividad de tipo interleucina-2 al medio de cultivo, por consiguiente, el presente método
puede proliferar/activar, en una base preferencial, células aB.

No obstante, en las soluciones proporcionadas aun existe una necesidad en la técnica por aquellas que
sean eficaces y que permitan una reduccién en los tiempos de produccién y cosechas inmediatas de dcido carminico,
asi como en los gastos de operacion y de recursos humanos. La presente invencion resuelve este problema
proporcionando un proceso novedoso € inventivo para la produccién in vitro de éacido carminico de la siguiente

estructura:

| S
Hi}/\g/O R, Tf S OH
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona de manera particular con un procedimiento para la produccion de acido
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carminico in vitro, en donde el procedimiento se basa en el aislamiento, la purificacion y la permanencia de una linea
celular de hemocitos obtenida de hembras adulto oviplenas del insecto Dactylopius coccus Costa (insectos cochinilla)
que se cultivan para generar un cultivo primario (fase I) y, posteriormente, estimular los hemocitos con una mezcla de
mitdgenos.

Ventajosamente, la produccién de acido carminico a través del proceso novedoso de la presente invencién
proporciona reduccién tanto en el nimero de insectos a utilizar como en los tiempos de produccion y cosecha que
ahora se estiman entre aproximadamente 12-14 dias, asi como también reduccién en los gastos de operacién y de
recursos humanos, en espacio reducido se producen grandes cantidades y el manejo es con células en condiciones
de laboratorio sin la necesidad de manejar volimenes grandes de insumos, reduccién de materia prima (eliminacién
de planta hospedera), cosecha en forma soluble directa sin necesidad de procesos de secado (tiempos y materiales),
crio-preservacion de una estirpe celular de produccion para la perpetuidad en caso de que en un futuro las poblaciones
de insecto sean escasas, produccién libre de plagas y depredadores naturales, empleo de menos insectos en una
cantidad de aproximadamente 10-15 individuos para producir la misma cantidad comparado con los métodos
tradicionales que requieren el sacrificio de aproximadamente 350,000 a aproximadamente 400,000 insectos
Dactylopius coccus Costa (cochinilla) para producir aproximadamente un kilogramo de acido carminico, €l costo de
produccion es aproximadamente 50% menos que los costos por método tradicional, ademas de ser un proceso
escalable bajo el esquema de reproduccion de unidades de produccion.

De acuerdo con la presente invencion se provee una metodologia para aislar, extraer y mantener una linea
celular productora de AC pura para obtener cosechas de produccion de AC reproducibles y constantes en condiciones
de laboratorio y en produccién de recipiente de 1000 ml, asi como mantener lineas celulares libres de contaminantes
de forma constante que fueran reproducibles y replicables ante el estimulo que se les administra a los cultivos.

DESCRIPCION DE LA FIGURAS

Las caracteristicas particulares y ventajas de la invencién, asi como otros objetos de la misma, serdn
aparentes de la siguiente descripeion, tomada en conexidn con las figuras acompafantes, las cuales:

La Figura 1 muestra la Fase | de extraccién de hemocitos de la hemolinfa del insecto Dactylopius coccus
Costa, en donde:

Ay B son cromatocitos (separados y concentrados en gradiente de Percoll 70%), cultivados por 96 horas
en medio Schneider. A y B son el mismo tipo de células con diferente contraste de imagen en microscopio. En B se
hace mas evidente la presencia en citoplasma de los granulos de cido carminico.

C son cromatocitos de menor edad indiferenciados que una vez maduros empezaran a incrementar su
produccion de acido carminico.

La Figura 2 muestra los resultados de gradiente de Percoll (fases de separacion) y formacién de
carbamato (producto celular) en la superficie de los dos Ultimos tubos como un sobrenadante que se aprecia de color
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La Figura 3 muestra una microscopia de contraste de fases de hemocitos estimulados por los mitégenos
post-72 horas cultivados en medio de cultivo Schneider.

La Figura 4 muestra una microscopia de bioproduccién viabilidad celular en cultivo en medio Schneider
72 horas post inoculacién, ensayo MTT 2 Mm cultivo en placa.

La Figura 5 muestra una microscopia de los granulocitos 96 horas post inoculacion.

La Figura 6 muestra una representacién del proceso de produccién y mantenimiento en recipientes de
fondo plano de acuerdo a una modalidad de la invencién.

La Figura 7 muestra los resultados de la revisidn en recipientes al dia 25 post inoculacién.

La Figura 8 muestra una gréfica de resultados que describe el espectro de absorcién (Absorbancia vs
longitud de onda en nandmetros) para la identificacion del AC en biocultivo de la tabla del ejemplo 1 detallado en la
seccion de ejemplos de més abajo.

La Figura 9 muestra una gréfica de resultados que describe el espectro de absorcién para la identificacion
del AC en biocultivo purificado de la tabla del ejemplo 2 detallado en la seccién de gjemplos de més abajo.

La Figura 10 complementaria a la Tabla 2 descrita abajo, dicha figura muestra resultados preliminares de
los diferentes tipos celulares que se obtienen por gradiente de Percoll (microscopias de las células obtenidas en
gradiente de Percoll) del método detallado més abajo.

La Figura 11 muestra una micrografia de un granulocito en cultivo en dia 8.

La Figura 12 muestra una micrografia de un granulocito en cultivo en dia 10.

La Figura 13 muestra un efecto anticoagulante en la obtencidn de la hemolinfa por perfusion.

La Figura 14 muestra integridad de las proteinas obtenidas durante la perfusién.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las siguientes definiciones se proveen para permitir una mejor comprensién de la invencién:

El uso del término “aproximado/aproximadamente” provee un determinado rango adicional. El
término es definido de la siguiente manera. El rango adicional provisto por el término es de aproximadamente + 10%.
De manera ejemplar, pero no limitativa, si se dice “aproximadamente 40 gramos”, el rango se encuentra entre + 10%
de desviacidn estandar y asi sucesivamente para las demds mediciones.

De acuerdo con la presente invencion, la produccidn de acido carminico in vitro, comprende: extraer, aislar,

purificar y permanecer una linea celular de hemocitos obtenida de hembras adulto oviplenas (llenas de huevecillos)
del insecto Dactylopius coccus Costa (insectos cochinilla) de la siguiente manera generalizada:

Extraccion de Hemocitos de la hemolinfa:
A partir de cepas gravidas oviplenas de Dactylopius coccus se obtiene hemolinfa por perfusién del
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hemocele de la cepa con una solucién amortiguadora anticoagulante que comprende una base, una sal iénica, un
agente quelante y un 4cido orgénico, hasta obtener una solucién pigmentada roja que contiene células productoras de
acido carminico (AC) entre otras.

En una modalidad de la invencién la solucidn amortiguadora anticoagulante comprende NaOH, NaCl,
EDTA y 4cido citrico.

La solucién pigmentada obtenida se deposita en recipientes estériles y se centrifuga.

El sobrenadante es recuperado.

Por otro lado, se prepara un gradiente discontinuo de Percoll con solucion salina de fosfatos.

El gradiente discontinuo de Percoll se precorre por centrifugacion.

Una vez finalizada la precorrida se adiciona la solucion pigmentada obtenida.

Se corre por centrifugacion para obtener células identificadas (Tabla 2).

Alfinal de la corrida, se obtienen las células de la hemolinfa que se destinara para generar un cultivo.

Las células son recuperadas y colocadas en placas con medio de cultivo para cultivo de lineas celulares
de insectos para su adaptacion.

Seleccion de la linea Celular y obtencion de Cultivos primarios:

Se revisan, evallan y seleccionan los cultivos que muestran al microscopio células diferenciadas.

Se seleccionan granulocitos y hemocitos.

Se siembran las células seleccionadas en placas con medio de cultivo para cultivo de lineas celulares de
insectos para su adaptacion.

Finalmente, se revisan y evalian de acuerdo con su integridad celular fenotipo.

Estimulacion y Activacion de las lineas celulares:

A cada célula en cultivo se les adiciona una combinacién de mitégenos en solucién salina de fosfatos para
promover la mitosis.

Los cultivos son incubados hasta volverse gradualmente rojos y se observan células en la division celular
debido a los mitdgenos.

Los cultivos que muestran aumento en su densidad poblacional son seleccionados y se propagan en

recipiente en donde se recomienda elaborar un preservado criogénico.

Propagacion y produccion en recipiente:

Las células en placa se cultivan en recipientes con medio de cultivo para crecimiento de lineas celulares
de insectos.

Los recipientes se incuban durante un intervalo de tiempo de aproximadamente 10-14 dias (linea primaria).
Durante este periodo de tiempo las células forman una monocapa confluente de células adheridas al recipiente, y el
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medio de cultivo se vuelve rojo como una sefial positiva de produccion de color.

Los recipientes se revisan cada dia para evaluar y comprobar la presencia de mitosis.

Alfinalizar el ciclo, los cultivos se recolectan y se ordefia o cosecha el color de cada uno de los recipientes
de cultivo.

La “ordefia” o “cosecha” se hace en un ambiente desinfectado y cada cosecha es centrifugada en
recipientes con el proposito de eliminar los detritus celulares y solamente recuperar el sobrenadante que es en este
caso: “El pigmento” (4cido carminico).

Para fines de la presente invencién, se presentan detalladamente los pasos del método arriba

mencionado:

Extraccion de Hemocitos de la hemolinfa:

En primer lugar, a partir de por lo menos aproximadamente 20 a aproximadamente 95 mg de cepas
gravidas oviplenas de Dactylopius coccus, preferiblemente de aproximadamente 30 a aproximadamente 85 mg de
cepas gravidas oviplenas del insecto, se obtiene hemolinfa por perfusion del hemocele de la cepa con una solucién
amortiguadora anticoagulante reportada en la literatura por Graham et al., 1986 compuesta por un intervalo de
aproximadamente 0.25 mM a aproximadamente 0.75 mM de NaOH, preferiblemente aproximadamente 0.61 mM; un
intervalo de aproximadamente 0.15 M a aproximadamente 0.50 M de NaCl, preferiblemente aproximadamente 0.56 M;
un intervalo de aproximadamente 0.10 mM a aproximadamente 0.25 mM de EDTA, preferiblemente aproximadamente
0.16 mM; un intervalo de aproximadamente 100 mM a aproximadamente 250 mM de acido citrico, preferiblemente
aproximadamente 100 mM; a un pH aproximado en un intervalo de 4.5-6.5 como puede observarse en la Tabla 1 mas
abajo. La solucién que se obtiene es una solucidn pigmentada roja en donde van suspendidas las células productoras
de 4cido carminico (AC) asi como otras variantes celulares (hemocitos) de la hemolinfa.

La solucidn pigmentada obtenida se deposita en recipientes estériles, de manera preferida para los efectos
de la presente invencidn en tubos cénicos estériles de polipropileno y se centrifuga a un intervalo de aproximadamente
500-1200 revoluciones por minuto (rpm), preferiblemente de aproximadamente 600-1000 rpm, por aproximadamente
un intervalo de 8-17 minutos, preferiblemente aproximadamente 10-15 minutos a una temperatura aproximada en un
intervalo de 2-5°C, de manera preferida aproximadamente 4°C.

El sobrenadante es recuperado en recipientes estériles, de manera preferida para los efectos de la
presente invencion en tubos conicos estériles de polipropileno y se mantienen a temperatura ambiente.

Adicionalmente, se prepara un gradiente discontinuo de Percoll (aproximadamente a un intervalo de
aproximadamente 10-90%, de manera preferida a un intervalo entre aproximadamente 20-80%) con solucion salina de
fosfatos (PBS 1X a un rango de pH de aproximadamente 4.5 a 5.2, de manera preferida a un pH de aproximadamente
5.5) como puede observarse en la subsecuente Tabla 2 y en la Figura 10 en la seccion de Figuras.
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TABLA 2: Gradientes de Percoll empleados
Gradiente Velocidad Centrifugado Células Identificadas
(Concentracion)

Percoll 90% 1500 rpm/5min Plasmatocitos trinucleados,

Granulocitos maduros.
Percoll 70% 1000 rpm/5min Granulocitos abundantes.
Percoll 50% 1000 rpm/10 min Escasos Granulocitos, Abundantes Oenocytoides.
Percoll 40% 700 rpm/10 min Escasos Granulocitos, Abundantes Oenocytoides
Percoll 40% 1000 rpm/10 min Escasos Granulocitos, Abundantes Oenocytoides
Percoll 40% 800 rpm/10 min Escasos Granulocitos, Abundantes Oenocytoides
Percoll 30% 1000 rpm/10 min Plamatocitos trinucleados abundantes.

Escasos Granulocitos.
Percoll 40% 600 rpm/5 min Abundantes Granulocitos maduros y jévenes.

El gradiente se precorre centrifugando a un intervalo de por lo menos aproximadamente 4000-5500 rpm,
preferiblemente a un intervalo de aproximadamente 4500-5000 rpm, en un intervalo de tiempo de aproximadamente

12-22 minutos, preferiblemente a un intervalo de aproximadamente 15 a 20 minutos.

Una vez finalizada la precorrida se adiciona una cantidad en un intervalo de aproximadamente 95-550 yl,
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preferiblemente a un intervalo de aproximadamente 100-500 1 de la solucién pigmentada obtenida.

Se centrifuga a aproximadamente a 1000 revoluciones por minuto (rpm) durante un periodo de tiempo en
un intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 minutos, de manera preferida aproximadamente 15

minutos, a temperatura ambiente, para obtener los siguientes resultados como pueden apreciarse en la Tabla 2 que

se reproduce nuevamente abajo y en la Figura 10 en la seccién de Figuras.

TABLA 2: Gradientes de Percoll empleados

Gradiente Velocidad Centrifugado Células Identificadas
(Concentracion)
Percoll 90% 1500 rpm/5min Plasmatocitos trinucleados,
Granulocitos maduros.
Percoll 70% 1000 rpm/5min Granulocitos abundantes.
Percoll 50% 1000 rpm/10 min Escasos Granulocitos, Abundantes Oenocytoides.
Percoll 40% 700 rpm/10 min Escasos Granulocitos, Abundantes Oenocytoides
Percoll 40% 1000 rpm/10 min Escasos Granulocitos, Abundantes Oenocytoides
Percoll 40% 800 rpm/10 min Escasos Granulocitos, Abundantes Oenocytoides
Percoll 30% 1000 rpm/10 min Plamatocitos trinucleados abundantes.

Escasos Granulocitos.
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Percoll 40% 600 rpm/5 min Abundantes Granulocitos maduros y jévenes.

Alfinal de la corrida por centrifugacién, se obtienen varias fases, la interfase entre el Percoll y el colorante
(pigmento) contiene las células purificadas de la hemolinfa que se destinara para generar un cultivo primario (fase I).

Las células son recuperadas y colocadas en placas, preferiblemente pero no de manera limitada, placas
multipocillos de 16 pocillos con aproximadamente 100 a aproximadamente 500 ul, de manera preferida
aproximadamente 250 ul, de medio de cultivo para cultivo de lineas celulares de insectos, de manera preferida medio
comercial Schneider por un intervalo de tiempo de aproximadamente 20-30 horas, preferiblemente a un intervalo de
aproximadamente 24-26 horas a una temperatura aproximada en un intervalo de aproximadamente 20-28°C,
preferiblemente a un intervalo de aproximadamente 22-26°C para su adaptacion.

Seleccion de la linea Celular y obtencion de Cultivos primarios:

Aproximadamente 24 horas después del cultivo, se revisan, evalian y seleccionan los cultivos que
muestran al microscopio mejor integridad celular y fenotipo.

Se seleccionan la variante celular: “Granulocitos jovenes” y la variante “hemocitos indiferenciados jovenes”
(SELECCION DE CANDIDATOS).

Estas dos variantes son seleccionadas y sembradas nuevamente en placas, preferiblemente pero no de
manera limitada, placas multipocillos de 16 pocillos con aproximadamente 100 a aproximadamente 500 pl, de manera
preferida aproximadamente 250 pl, de medio de cultivo para cultivo de lineas celulares de insectos, de manera
preferida medio comercial Schneider por un tiempo en un intervalo de aproximadamente 20-30 horas, preferiblemente
en un intervalo de aproximadamente 22-26 horas a una temperatura en un intervalo de aproximadamente 20-28°C,
preferiblemente a un intervalo de aproximadamente 22-26°C para su adaptacion.

Finalmente, aproximadamente 24 horas después se revisan y evaldan de acuerdo con suintegridad celular

y mantenimiento del fenotipo.

Estimulacion y Activacion de las lineas celulares:

A cada uno de los pocillos con las células en cultivo se les adiciona una combinacion de mitdgenos
(Concanavalina A a un intervalo de aproximadamente 0.20-0.30 micromoles, de manera preferida aproximadamente
0.25 micromoles + Fitohemaglutinina a un intervalo de aproximadamente 0.40-0.60 micromoles, de manera preferida
aproximadamente 0.50 micromoles) en solucién salina de fosfatos (PBS 1X a un pH de entre aproximadamente 4.8-
5.2, de manera preferida a un pH de aproximadamente 5.0), para promover la mitosis en granulocitos jovenes.

Los cultivos son incubados a un intervalo de temperatura aproximada de 20-28°C, preferiblemente a un
intervalo de aproximadamente 22-26°C por un intervalo de tiempo de aproximadamente 20-50 horas, preferiblemente

a un intervalo de aproximadamente 24-48 horas, en donde se vuelven gradualmente rojos y se observan células en la
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division celular debido a los mitégenos.

Los cultivos que muestran aumento en su densidad poblacional son seleccionados y llevados a la etapa
de propagacién y produccidn en recipiente.

En la etapa de propagacion en recipiente se recomienda elaborar un preservado criogénico para guardar
en tanques de nitrégeno liquido (en un intervalo de entre aproximadamente -160 a -180°C, preferiblemente a
aproximadamente -170°C) por un tiempo aproximado de dos a tres meses.

Propagacion y produccion en recipiente:

Las células en placa son llevadas a cultivo en recipientes con medio de cultivo para crecimiento de lineas
celulares de insectos, para los propdsitos de la presente invencidn se prefieren recipientes de fondo plano con un area
superficial en un intervalo de aproximadamente 200-300 cm?, mas preferiblemente recipientes de aproximadamente
225 cm? de superficie; para esto, a manera de ejemplo se utilizan aproximadamente 200 pl del cultivo de placa y se
inocula en un intervalo de aproximadamente 200-350 pl, més preferiblemente a un intervalo de aproximadamente 250-
300 pl de medio de cultivo para cultivo de lineas celulares de insectos, de manera preferida medio de cultivo Schneider.

Los recipientes se incuban a un intervalo de aproximadamente 20-28°C, preferiblemente a un intervalo de
aproximadamente 22-26°C durante un intervalo de tiempo de aproximadamente 10-14 dias, preferiblemente durante
un intervalo de tiempo de aproximadamente 12-13 dias (linea primaria). Durante este periodo de tiempo, las células
forman una monocapa confluente de células adheridas al recipiente, y el medio de cultivo se vuelve rojo como una
sefal positiva de produccion de color.

Los recipientes se revisan aproximadamente cada 24 horas para evaluar y comprobar la presencia de
mitosis en las lineas celulares.

Alfinalizar el ciclo, los cultivos se recolectan y se ordefia o cosecha el color de cada uno de los recipientes
de cultivo.

La “ordefia” 0 “cosecha” se hace en un ambiente sanitizado y cada cosecha es centrifugada en recipientes,
para efectos de la presente invencion se prefieren tubos cénicos de una capacidad de aproximadamente 40-60 ml de
volumen, de manera mas preferida a una capacidad de aproximadamente 50 ml, a un intervalo de velocidad de
aproximadamente 3500-5500 rpm, preferentemente 4000-5000 rpm por un intervalo de tiempo aproximado de entre
18-22 minutos, preferiblemente aproximadamente 20 minutos, con el propésito de eliminar los detritus celulares y
solamente recuperar €l sobrenadante que es en este caso: “El pigmento” (4cido carminico).

Es importante mencionar que el arte previo divulga que con los métodos convencionales de produccidn
de 4cido carminico se requieren miles de insectos para producir aproximadamente 1 kg de écido carminico (AC),
ademas se requiere una planta hospedera de alta calidad que en estos casos es la planta del nopal Opuntia ficus-
indica, que debe ser reemplazada o cultivada de forma constante (costos) al igual que un control fitosanitario preventivo
y profilactico de la penca que implica empleo de recursos humanos para el cuidado constante del cultivo; para las
cosechas se requieren cumplir ciclos de crecimiento de 80-90 dias para que el insecto crezca, alcance la edad adulta
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y se coseche; ademas, para la produccién de AC se requiere de un proceso de secado después de la cosecha en la
cual hay mermas de produccién naturales. Aproximadamente en una proporcién 3:1 (insecto vivo: insecto seco), existe
presencia de plagas y depredadores que merman produccidn en algunos momentos, hay costos de produccién
elevados por todo lo anteriormente expuesto, el precio internacional es monopolizado por los paises que producen
altas cantidades de AC, se fija el precio arbitrariamente por ser la Unica forma de produccion y porque en los paises
altamente productores las condiciones biogeograficas permiten producir al afo grandes cantidades por lo que se
requieren de dreas de produccién grandes para producir cantidades atractivas de AC.

En algunas modalidades de la presente invencion, la propagacion y produccion en recipiente del cido
carminico se puede realizar en recipientes tales como, pero sin ser limitativos a, botellas de cultivo de fondo plano,
Matraces de Roux, biorreactores de mesa, biorreactores especializados, biorreactores industriales, recipientes en los
que se lleve a cabo un proceso quimico que involucra organismos, microorganismos o sustancias bioguimicamente
activas derivadas de dichos organismos y/o microorganismos y/o cualquier otro recipiente o dispositivo adecuado

donde se pueda llevar a cabo una reaccidn de propagacion como la que se describe en la presente invencién.
EJEMPLOS

Ejemplo 1.- ESPECTRO DE ABSORCION PARA LA IDENTIFICACION
DEL AC EN BIOCULTIVO

Tabla de resultados:

Absorbancia AC 494
ID de la muestra Descripcion % AC
nm
Muestra carmin std 95% 01g 1.088 1.521
Muestra carmin lote 1 Lote rack anterior 0.0703 0.00823
Muestra carmin lote 2 01g 0.5208 0.7277

La filtracién se realizé con membrana PVOF (0.2 mm)/ calentamiento 30 minutos (55°C).
Ejemplo obtencion del % AC con el resultado 3:
Férmula: %AC = 0.5208/0.139 x 0.1 g = 37.46%

Ejemplo 2.- ESPECTRO DE ABSORCION PARA LA IDENTIFICACION DEL AC EN BIOCULTIVO

PURIFICADO

Tabla de resultados:
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o Absorbancia AC
ID de la muestra Descripcion % AC
494 nm
Muestra dilucién carmin
0.05¢ 0.5562 0.7772
std 95%

Ejemplo obtencién del % AC:

Férmula: %AC = 0.5562/0.139 x 0.05 g = 80.02%

Aunque se han descrito las modalidades de la invencién precedente en cierto detalle a modo de ilustracion y
ejemplo con el propésito de mejorar su comprensién, las descripciones y gjemplos no deben interpretarse como
limitantes del alcance de la invencidn, sélo ilustran algunas de las variaciones que se encuentran comprendidas dentro
del espiritu y alcance de la misma. Como serd evidente para una persona con conocimientos medios en la materia, las
variaciones o modificaciones que no se alejen del espiritu de la invencion se encuentran dentro del alcance de la

misma. Las descripciones de la literatura cientifica aqui citadas se incorporan de forma expresa como referencia.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para la produccién de 4cido carminico proveniente de insectos del género Dactylopius

coccus (grana cochinilla), el método comprendiendo:

extraer hemocitos de hemolinfa de los insectos hasta obtener una solucion que comprende células
productoras de acido carminico;

precorrer una solucién de gradiente de Percoll;

agregar la solucidn que comprende las células productoras de édcido carminico a la solucién precorrida de
gradiente de Percoll para obtener una mezcla que comprende hemocitos;

purificar los hemocitos de la mezcla;

recuperar los hemocitos purificados;

cultivar los hemocitos purificados con medio de cultivo para cultivo de lineas celulares de insectos;

estimular y activar las lineas celulares de insectos; y

propagar las lineas celulares de insectos produciendo el 4cido carminico.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde extraer hemocitos de hemolinfa se realiza por
perfusién del hemocele con una solucién amortiguadora anticoagulante que comprende una base, una sal idnica, un
agente quelante y un 4cido organico;

en donde la solucién de gradiente de Percoll se prepara con una solucion salina de fosfatos;

en donde la etapa de precorrer el gradiente de Percoll se realiza mediante centrifugacion; v,

en donde la etapa de purificar los hemocitos de la mezcla se realiza por centrifugacion.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde antes de estimular y activar las lineas celulares,
el método comprende seleccionar granulocitos y hemocitos jévenes y cultivar las células seleccionadas con medio de
cultivo para cultivo de lineas celulares de insectos.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde estimular y activar las lineas celulares
comprende:

agregar una combinacién de mitégenos en solucién salina de fosfatos;

incubar las lineas celulares con la combinacion de mitégenos agregada para generar cultivos; y

después de la incubacion, seleccionar los cultivos que muestren aumento en su densidad poblacional.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde propagar las lineas celulares de insectos y
producir el dcido carminico comprende:

cultivar las células seleccionadas de los cultivos que muestren aumento en su densidad poblacional en
recipientes con medio de cultivo para crecimiento de lineas celulares de insectos; y

recolectar los cultivos y cosechar el &cido carminico (color) producido.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el gradiente de Percoll se encuentra a
aproximadamente 10-90%.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde los cultivos se realizan durante un intervalo de
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tiempo de aproximadamente 20-50 horas a una temperatura en un intervalo de aproximadamente 20-28°C.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde los cultivos que muestren aumento en densidad
poblacional se preservan en fase criogénica con nitrégeno liquido.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde la fase criogénica se lleva a cabo a una
temperatura en un intervalo aproximado de entre -160°C a -180°C por un tiempo de aproximadamente 2-3 meses.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la etapa de extraer hemocitos de la hemolinfa
comprende aproximadamente de 20 mg a aproximadamente 95 mg de cepas grdvidas oviplenas del insecto
Dactylopius coccus (cochinilla).

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde la solucidén amortiguadora anticoagulante
comprende de 0.25 mM a aproximadamente 0.75 mM de NaOH; un intervalo de aproximadamente 0.15 M a
aproximadamente 0.50 M de NaCl; un intervalo de aproximadamente 0.10 mM a aproximadamente 0.25 mM de EDTA;
un intervalo de aproximadamente 100 mM a aproximadamente 250 mM de &cido citrico; a un pH aproximado en un
intervalo de 4.5-6.5.

12. El método de acuerdo con la reivindicacién 11, en donde la solucion amortiguadora anticoagulante
comprende preferiblemente 0.61 mM de NaOH; 0.56 M de NaCl; 0.16 mM de EDTA; 100 mM de &cido citrico; a un pH
aproximado en un intervalo de 4.5-6.5.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el medio de cultivo de lineas celulares de
insectos es medio de cultivo Schneider.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde los mitégenos son Concanavalina A a un
intervalo de aproximadamente 0.20-0.30 micromoles con Fitohemaglutinina a un intervalo de aproximadamente 0.40-
0.60 micromoles.

15. Acido carminico caracterizado porque comprende la estructura:

OoH O

HO =

HO N0 Y

oy o™ O

OH

producido de acuerdo con el método de la reivindicacion 1.
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