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OB JETIVO.

Realizar fermentaciones utilizando la cepa
Gibberella  fujikwrei  ATCC 12616, aprovechando los
subproduct.os de la industria harinera y de la cervecera
para cultivarlo en sustrato sélidc y determinar su
capacidad productora de acido giberélico.

Un vez determinada la capacidad productora del
hongo, se optimizaran los parametros de operacién en el
sistema de lote alimentado para la obtencién de Aacido

giberélico.



RESUMEN.

El tipo de cultivo seleccionado fue el de
fermentacién en sustrato sélide utilizando como material
soporte masilla de malta y salvado de trigo.

El sistema de operacion aplicado para la
fermentacién fue el de lote alimentado en el cual se
utilizaron medios de cultive limitados nutricionalmente
para arrancar la fermentacién y a partir del cuarto dia se
alimentaron  nutrientes, hasta el séptimo dia de
fermentacién.

La ~ cepa utilizada fue Gibberella fujikuroi
(ATCC-12616> a la cual =se le probé su capacidad
productora de acido gibereélico, dando }esultados
positivos.

Para la preparacién del inéculo se  probaron
diversos medios de esporulacién, siendo el mejor, el de
carboximetilcelulosa suplementado con carbonato de calcio
al 1%. Se procedié6 a la preparacién y estandarizacién del

inédculo, resultando el mas adecuado el de concentracién de



2z » 10° esporas/ml.

Se probaron para la fermentacién seis medios de
cultivo donde las principales variantes fueron la fuente
de carbono y la fase soporte. Se experimentaron
diferentes temperaturas y tiempos de esterilizacién de los
medios de cultive. Las condiciones seleccionadas para la
esterilizacién fueron temperatura = 121°C, tiempc = %0m
presiéon = 15 lb/‘pulg.z; los nutrientes =sensibles al calor
fueron esterilizados =separadamente por filtracién, la
solucion de sulfato de magnesio se esterilizé por el
método tradicional de calor humedo y el aceite de linaza
por calor seco.

La .ferment.acién se efectuéd en condiciones de
aerabiosis a temperatura ambiente y pH controlado. El
muestrea se realizé cada 24 hrs. por triplicado.

La estimacién del crecimiento del hongo se realizé
midiendo la concentracién de glucosamina, estableciendo
previamente la correlacién de la concentracién de

glucosamina a peso seco.

La separacién y purificacién del producto, se



realizé  por técnicas de  extraccién con diferentes
solventes, siendo el etanol 4cido el mas eficiente;
posteriormente los extractos se concentraron b
recuperaron con metanol, después fueron analizados por
cromatografia en capa delgada utilizando un estandar de
Acido giberélico al 1%.

Finalmente para la cuantificacién de GAa se utilizé

-

el métado biocensayo, con gemillas de cebada para la
prueba.

Los resultados de la fermentacion fueron los
giguientes: el medic de salvado glucosa presenté la maxima
concentracién de hiomasa, obteniéndose un aumento cercanc
al 100% de la biomasa inicial, sin embargo, la produccién
de Acido giberélico fue mayor en los medios con masilla,
especialmente el que contenia glucosa como fuente de
carbono, donde se obutva el Acido en una concentracién de
180Z2mg kg de medio de cultivo. Concluyéndose que la
masilla es un buen material soporte para las
fermentaciones en sustrato sélido y que ademas el sistema

de lote alimentado favorece la produccién de GAz, ya que



se reportan concentraciones infericres del acido para el

sistema por lote.
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I- INTRODUCCION.

En México, actualmente existen empresas de diversas
ramas que utilizan materia prima de importacién, lo cual
hace que sus costos de produccién y, por lo tanto del
producto terminade aumenten.

Los procesos biotecnolégicos presentan
caracteristicas atractivas tanto en el aspecto econémico
como operacional por lo que se presentan como una
alternativa para la sintesis de diversos productos que
pueden sustituir a los de importacién. Dichos procesos
utiizan células como materia prima principal las cuales
biosintetizan productos de importancia industrial
utilizando materiales de bajo costo y que en ocasiones son
subproductos de otras industrias.

El 4cido giberélico es utilizado ampliamente, por
ser una potente hormona reguladora de crecimiento vegetal.
Por otra parte, este producto es de alto valor en el
mercado y 100% de importacién, razones por las cuales

dicho Acido es un buen prospecto para producirlo en el

pais.



Algunos hongos del genero Fusarium sintetizan acido
giberélico como producto de su metabolismo secundario, va
sea por fermentacién sumergida o en un sustrato =sélide
presentando ésta uUltima rendimientos superiores del Acido.

El cultive por lote alimentado, '"Fed Batch',
recientemente ha generado interés en todo el mundo, ya que
permite un mejor control de la concentracién de
nutrientes, evitando asi que la  eficiencia de la
fermentacién baje. Este tipo de cultivo ha sido
exitosamente explotado en el sector industrial, debido
principalmente, a ventajas tales como facilidad de
operacién y mayor productividad, comparada con el cultivo
continuo.

En nuestroc paits, los voliumenes de importacién de
Acido giberélico son incrementados dia a dia En este
proyecto se propone un  proceso microbiolégico para
producir acido giberélico, utilizando cepas de G.
fujikuroi y aprovechando los 1residuos de la industria

harinera (salvado de trigo) y cervecera (masilla de



malta), buscando mejorar los rendimientos (mg/ked mediante
la aplicacién del sistema de lote alimentado,

desarrollando un disefioc experimental sencillo y accesible.



II.- ANTECEDENTES.
1.- Las giberelinas.-

Son un grupo de  hormonas reguladoras  del
crecimienta de las plantas, quimicamente formadas de
diterpenos los cuales estan compuestos por cuatro unidades
de isoprenc comunmente formando tres anillos, ademas de
presentar un puente de lactona.

En la naturaleza, existen gran variedad de
giberelinas a las que se les designa como GA:, GAz, GAs vy
asi sucesivamente, hasta legar a GAve (24). La
diferencia entre éstas, se debe, principalmente, a la
presencia y localizacién de doble ligaduras y al namerc de
grupos carboxilo, carbonilo e  hidroxilo dentrc de la
molécula.

De las setenta y nueve giberelinas descubiertas, 25
son producidas por el hongo Gibberella, (33, 34) sesenta y
uno por plantas superiores (1, 4, 65 y 14 por ambos (25).

Las giberelinas pueden localizarse en todo el
vegetal, pero en las 4areas en donde el crecimiento es
activo como embriones o tejidos en desarrollo =su

concentracion se incrementa. (32, 18>.



Estas hormonas vegetales presentan un espectro de
actividad biolégica muy variadoe, con un papel principal
en la regulacién del crecimiento, pues pueden producir
elongacién ext.raordinaria de tallos; ademas san
responsables de la activacién de la hidrélisis de reservas
de almidén en el endospermo durante la germinacién de
semillas (3>, Por otro lado la maduracién de los frutos y
otras caracteristicas pueden ser afectadazs por la
presencia de giberelinas.

Algunas de las giberelinas mas estudiadas, entre

ellas el &cido giberélico, se muestran en la Tabla 1.

2.- Acido Giberélico.~
La giberelina que mas atencién ha recibido es la
@Az también conocida como Acido giberélico.
A)> Estructura: Fig. 1.
B> Propiedades Fisicoquimicas: Son Cristales
blancos facilmente sclubles en metanol, etanol 4cido,
acetona, bicarbonato de sodio, Acido acético y son

ligeramente solubles en agua vy éter etilico. Otras



caracteristicas se muestran en la Tabla 1.

C> Importancia comercial: La produccién industrial
de acido giberélico es importante, por ser un potente
regzulador de crecimiento vegetal, ampliamente utilizado en
agricultura, vitivinicultura, horticultura, viveros,
invernaderos, etc. asi como para una gran variedad de
efectog biolégicos tales como: la eliminacién de letargo
en semillas, aceleracién de la germinacion de semillas,
alargamiento marcado de la raiz, promocién de la
floracién, mejoramiento en el rendimientoe de cosechas,
etc.

Algunas aplicaciones comerciales de importancia del
Acido giberélico se muestran en la Tabla 2. (45, 63,64).

En conclusién, el GAs presenta caracteristicas
estructurales  comple jas, que dificultan su  sintesis

quimica. Por otro lado, puede ser utilizado en diversas

industrias y no se produce en el pais.

3.- Microorganismo productor de GAa.-

Existen diversos microorganismos capaces de



producir GA3z, sin embargo, entre los mas estudiados se
encuentra Gibberella fujikuroi (ATCC 12616).

Es un hongo cuyo estado imperfecto es denominado
Fusarium moniliforme, su aspecto de cultivo es muy
variable y es causante de la enfermedad "Bakanae" en la
planta de arrcoz. (36). Este microorganismo pertenece al
orden Montliales familia Tuberculariaceas. La
caracteristica mas  importante de este hongo e=s
Ja formacién de macroconidios falciformes de varias
células y frecuentemente presenta también microconidios
monocelulares. (Fig. 2).

Caracteristicamente es productor de un pigmento
color violeta, perteneciente al grupo de las bikaverinas
que presenta amplias posibilidades de aplicacién en la
industria farmacéutica y en cosmetologia. (42> (Fig. 3).

Por tanto, se considera  que G. fujikuroi
(ATCC-12616> es el microorganismo mas adecuado para la

produccién de GAs.



4.~ Produccion de GAsz.-

El unico método de produccién a nivel industrial es
el de fermentacién entre los cuales se encuentran: ad
el cultivo sumergido, b> el cultivo en sustrato sélido.

La fermentacién sugerida es la de sustrato sélido,
sobre todo cuando se usan hongos, ya que éstos producen
metaholitos, en la mayoria de los casos con rendimientos
mucho mas altos que los producidos por cultive sumergido
12, 295,

La fermentacién en sustrato sélido se asemeja al
habitat natural del microorganismo en lo concerniente al
crecimiento, asi como la formacién del producte los cuales
ocurren cerca de la superficie de los materiales sélidos
con bajo contenido de humedad tales como, diferentes
productos agricolas: arroz, trigo, cebada y soya. Por
otra parte también pueden ser de interés algunos
sub-productos que resultan de diversos procesos
indust.riales, incluyendo desechos agricolas, forestales vy
de procesamiento de alimentos, que sirven como soportes y
también pueden proporcionar nutrientes al microorganismo.

€47, 48, 50, 52, 65).



La biosintesis de GAa es regulada por represién
catabolica (39). Una alternativa para reducir este
problema es el cultivo por lote alimentado. Puede ser una
herramienta poderosa para vencer restricciones severas
sobre la eficiencia de la fermentacién tales como:
inhibicién de sustrato, represiétn catabdlica,
concentracién  celular alta y efecto de glucosa. (40D
Esta también proporciona wuna manera efectiva, para
incrementar la fase de produccién, reposicién de pérdida
de agua por evaporacién y por disminucién de la viscosidad
del caldo <41). Este tipo de proceso permite el control
de la concentracién de nutrientes dentro de el
fermentador, modificande a la velocidad de alimentacién de
los =sustratos.

Una fermentacién en estado s6lido por lote
alimentado, implica una estrategia de operacién del
fermentador, basada en corrientes de alimentacién
constantes o intermitentes y la retencién del producto en
el fermentador hasta el final del proceso (39). Este tipo

de proceso, presenta una gran atraccién comercial



debido, principalmente, a que comparado con técnicas de
cultivo continuoc y por lote, presenta ventajas de

operacién y mayor productividad (40 41).

5.- Factores que afectan la fermentacién giberelinica.-
Los rendimientos éptimos de wuna fermentacién,
dependen de factores como: cepa utilizada, tipo ¥y
preparacion de inécula, concentracién b4 tipo de
nutrientes, temperatura, pH y suministro de oxigeno por lo
que el conocimiento de dichos factores es primordial. (43)

a) Seleccién de la cepa: se hace en base a su
capacidad  productora de &cido giberélico y existen
diferentes técnicas para el mejoramiento de dichas cepas,
como los procesos naturales {conjugacién sexual),
tratamiento con agentes mutagenos (UV.,, HNOz2, etc) vy
recientemente mediante ingenieria genética. (12, 63).

b> Indculo: para el caso de hongos existen diversos
tipos de inbculos (micelic, esporas), sin embargo, las
esporas fungicas presentan caracteristicas de tamafio,
forma y estado fisiolégico mAs uniforme y se manejan mas

facilmente que la masa micelial. <63)

10



¢) Disefio de medios de cultivo: las caracteristicas
del medio de fermentacién son fundamentales para la
obtencién de buenos rendimientos de Acido giberélico,
siendo clave, la fuente de carbono, fuente de nitrogeno,
sales minerales y factores de crecimiento.

d> Alreacidn: el oxigeno tiene un efecto
marcadamente importante cuando las células estan en
crecimiento, ya que la demanda de oxigeno, se incrementa y
si existen restricciones del gas por un periodo largo
decrece la produccién de GAsa.

e> Temperatura y pH: la velocidad de crecimiento y
la acumulacién de producto, tambhién son afectados por
fluctuaciones de pH y temperatura, por lo que la seleccién
y mantenimiento de estos parametros impacta fuertemente en
los rendimientos de la fermentacién.

En suma, lo anterior confirma que la seleccién de
los factores de fermentacién debe ser cuidadosa para

garantizar una buena fermentacién.
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6.~ Biosintesis de GAa.-

La ruta metabélica para la sintesis de GAz ocurre
en cuatro etapas: (12, 23, 50)

1> Formacién de la unidad isopreno o su equivalente
biolégico, a partir de acetil CoA o leucina.

2> Deshidratacién y descaboxdlacién del mevalonil §
fosfato para dar un isopreno activo, seguida de Ila
condensacién de unidades de isopreno para formar terpenos
aliciclicos.

3> Ciclacién de las estructuras aliciclicas.

4) Posteriores modificaciones de la estructura
ciclizada, que conducen a la formacién de las distintas
giberelinas.

Las reacciones involucradas en la ruta biosintética
de GA3z se muestran en la Figura 4,

El andlisis de la biosintesis de GAs, revela que
existe una gran similitud con el anabolismo de grasas, lo
que hace pensar que la presencia de éstas en el medio de

cultivo puede alterar la produccién de GAs.
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7.- Otras fermentaciones efectuadas para producir GAsa.-
Kurosawa 19262 demuestré que el filtrado estéril,
proveniente de un cultivo del hongo G. fujikuroi contiene
el principic activo que <causa la estimulaciéon del
crecimiento de semillas de arroz; posteriormente Yabuta
aisld el principio activo {68)D.

Yabuta y Sumuky <{1935> preodujeron el Acido
giberélico por fermentacion superficial en medico liquido
(695,

Investigadores japoneses e ingleses (19532
aplicaron técnicas de cultivo sumergido utilizande el
sistema por lote, "Batch". (363.

Posteriormente, Holme y Zacharias (19653 también
trabajaron e}l proceso continuo, mejorande rendimientos de
GA3 pero aun con costos altos (29). Afios mas tarde, en la
India 976> reportaron los investigadores el uso de la
fermentacién en sustratoe sé6lido para produccién de
giberelinas, aunque los result.ados no fueron muy
alent.adores (22).

Por otro lado se =igue trabajando sobre el cultivo
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continuo tratando de optimizar el proceso, sin embargo, en
1976 =se lHegd a la conclusién de que este proceso estaba
al punto de saturaciéon y que las mejoras no eran factibles
desde el punto de vista econédmico.

Kumar y Lonsane (1985 en la India reportaron que
la fermentacién en estado =s6lide ha generado gran interés
comercialmente por ser un proceso mas productive y facil
de operar (39).

Por otro lado Hesseltine mencionéd que las
fermentaciones en estado =s6lido podian realizarse en
recipientes relativamente pequefios y que debido al bajo
contenidoc de humedad en que se trabaja, se reduce
marcadamente el problema de contaminacién y de separacién
del producto.

De acuerde a las aportaciones anteriores se puede
concluir que la fermentacién en sustrato =sélido para
producir GAa presenta me jores ventajas que otros procesos
estudiados.

Diversos factores se han est.udiado en la

14



fermentacién giberelinica en estado =élido por lote y por
lote alimentado:

a) Tipos de nutrientes- Con el objeto de explorar
la posibilidad de mejoramient.o en los rendimientos de GAsa
se ha experimentado con diversos nutrientes como se
muestra en la Tabla 3 donde se utiliza =salvado como
saporte. (332,

h> Oxigeno.- El 02 tiene un efecto marcadamente
importante tanto en el crecimiento del hongo como en el
rendimiento de GAa, sin embargo, se reporta que en este
tipo de proceso, la aireacién se facilita por los espacios
que hay entre las particulags de sustrato y de material
soporte (39),

c¢> Temperatura-  Borrow y col. (19643, observaron
que la temperatura oéptima de crecimiento de G. fujikuroi
s8e encuentra entre 31 y 32°C, mientras que la mayor
produccion de acido glberélico se obtuve a 20°¢; a
temperatura superiores se acumulan otras giberelinas como

la A4 y A7 (8).

d> pi~ Fuska y otros demostraron que a pH de
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20-3.0 se acumulan mezclas de GAs y GA? (33D, sin embargo
a pH de 3.0-55 la velocidad de acumulacién del GAa es
mayor (9, Asi mismo, Cross y Norton observaron a pH
cercano a 7.0 se puede detectar un incremento en la
acumulacién de otras giherelinas.

Por otro lado investigadores como Sweig y Devory
seguidos por Mertz y Henson sugirieron que la luz visible
puede aumentar el crecimiento y la produccién de &cido
giberélico. (33>

e> Cinética de fermentaciéon.- Los parametros
utilizados para determinar la cinética de la fermentacién
giberelinica son: crecimiento fungico y determinacién de
GAa.

Kumar y Lonsane describieron la estimacién directa
de biomasa fungica basada en la medicién de
acumulacién de glucosamina (59). Holme y Zacharias
mencionaron la aplicacién del métode microKjeldahl para
determinacién de nitrégeno total como una medida del
crecimiento. (29).

Para la purificacién del GAs se han descrito
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diversos métodos (25, 26) en donde se incluyen: adsorcién
con carbén activado seguido de elucién con metanol 65),
extracciéon con solventes (88, 71>, cromatografia de capa
delgada (30, 47, 61), cromatografia en columna 21, 46,
71).

Para la determinacién cualitativa y cuantitativa se
han experimentado los siguientes métodos: biocensayos (3,
5, 47, 68> Yabuta vy Hayashi 1939, fluorometria (37>
Kavmagh y Kuzel 1958, ultravioleta (31> Holbrouk y col
1961, infrarrojo (10.62) Borrow et al 1964, espectrometria
de masas «, 10, 22, 31> Weelfson vy col. 1965,
cromatografia liquida de alta resolucién (6, 30, 31
Barendse, Vande Werken 1980, espectroflucrodensitometria

(37> Kumar y Lonsane 1986
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III.- MATERIAL Y METODOS.
1.- Microorganismo y condiciones de mantenimiento.-

La c¢epa seleccionada para ser utilizada en el
experimento fue G. fujikurot ATCC-12616. Esta se mantuvo
viable realizando resiembras periédicas en medio
conteniende agar dextrosa papa e incubando a 28°¢ por 48 a

” (o
72 h. Fosteriormente, log cultivos =se conservaron a 4 G.

2.~ Inoculo.~

a)> Seleccion del inéculo: Los inéculos =se
prepararon a partir de esporas, éstas presentan mayor
uniformidad en cuanto a tamafio, forma y estado
fisiolégico, resultando asi, mas sencillo la
estandarizacion del inéculo.

b> Induccién a la esporulacién de G. fujikuroi:
A cultivos de agar inclinado de G. jfujitkuroi se les
adicionaron 7 ml de solucién salina estéril, la cual fue
agitada con una asa estéril para generar una suspensién
fungica.

La esporulaciéon fue inducida en diferentes medios
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de cultivo, (Tabla 42 encontrandose el mayor numero de
esporas en el medioc de carboximetilcelulosa {segun
Capellini> suplementando con CaCO0a. al 1.02% <13, 56, B57).
Para la induccién se transfirieron 2 ml del cultive
suspendidoc a 3 ml del medio de esporulacién seleccionado.
Se incubaron a 287G por 96h en agitacién constante.

¢> Cuantificacién del indculo: para la estimacién del
numera de esporas en el indculo se aplicd el método de
dilucién y  siembra en placa, realizando la prueba por
triplicado. Se probaron 3 medios de cultivo: Foster,
Martin, y papa dextrosa agar a pH 3.5,
seleccionandose éste ultimo. El medio se acidificé con
4cido tartarico diluide al 10% y la temperatura de

incubacion fue de 28°C.

3.- Medios de cultivo.-
En 1la elaboracién de los medios de cultivo se
utilizaron como materiales soporte, salvado de trigo vy
masilla de malta con el fin de encontrar nuevas formas de

aprovechamiento de estos subproduct.os.
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Se probaron seis medios de cultivo cuya composicién
se muestra en la Tabla 5 asi como también el analisis
bromatolégico de los materiales soporte en la Tabla 6.

Se pesaron los componentes secos y se mezclaron en
matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad total,
posteriormente se humedecieron con la solucién de sales
minerales (tabla 7) y se procedié a homogenizarlos.

Log matraces tapadozs se esterilizaron a 121°¢,
presion de 18 lbspule?, por 90 m 42>, el aceite de
linaza se esterilizé por calor seco a 170°¢ por 2 h, la
solucién de sales minerales fue esterilizada en autoclave
151b!pulgz,. a 121°¢ por 15 m. y los componentes del medio,
sensibles al calor, fueron esterilizados por el proceso de
filtracion. Finalmente se mezclaron en condiciones de
asepsia todos los constituyentes del medio estériles.

Asi mismo, se prepararon los tubos conteniendo la
fraccién de medio correspondiente a la alimentacién de

cada dia.
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4.~ Fermentacién.-

Los medios de cultivo estériles fueron inoculados
con 3ml de cultive esporulade de G. fujikuroi en caldo
Czapex Dox modificiado segiun Capellini (133.

Los primeros tres dias se manejé la fermentacién
por lote y a partir del cuarto dia se inicié la
alimentacién misma que continud hasta el séptimo dia.

La fermentacién se realizé en matraces Erlenmeyer
de 250 ml, los cuales se incubaron a temperatura ambiente,
en aerobiogis, bajo condiciones  de humedad vy  pH
controlados, durante ocho dias.

Nuevamente el experimento se efectud por triplicade
v el muestreo se realizé cada 24 h, sacrificandoe un matraz
por dia ya que resultaba impraActico tomar una muestra
pequefia de cada matraz, pues en cultivos en sustrato
s6lido, es dificil separar la masa micelial del material
soporte ya que se adhieren fuertemente. En cada una de
las muestras se determind la concentracién de biomasa vy

GAs.
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5.~ Parametros de fermentacion.-

Ad> Crecimiento: Para ésto se probaron métodos como:
determinacién de proteinas, peso seco y cuantificacién de
glucosamina, optandose por este ultimo ya que
proporcionaba resultados mas reproducibles. Esta técnica,
est4 basada en la medicién del contenido de KN-acetil
glucosamina (27), compuesto que es la unidad monomérica de
la  quitina, la cual es un polimero que se encuentra
frecuentemente en la pared celular de hongos filamentosos
). Dicha técnica consiste en: a) tratamiento de Ia
muestra, b) determinacién de glucosamina

a) Tratamiento de la muestra: las muestras fueron
sometidas a una hidrélisis Acida, con 25 ml de HCl 60 N y
posteriormente, se homogenizaron y calentaron en baho de
agua a temperatura de ebullicién por 15 h, Una vez
terminada la digestién, las muestras se enfriaron a
temperatura ambient.e v los sélidos residuales se
eliminaron mediante filtracién rapida.

b) Determinacién de glucosamina: la preparacién de
los reactivos se muestra en la tabla 8.

Fundament.o: Reaccién Elson Morgan (5, 58).
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Procedimiento: En un tubo de ensayo se colocaron
25 ml del filtrado, y una gota de fenolftaleina al 05%
en etanol. Se neutralizé con solucién 1.0 N de NaOH hasta
vire del indicador, el volumen se levé a 5 ml con agua
bidestilada. Se adicionaron 285 ml de reactivo de
acetilacetona, se mezcld y se tapd con gasa, se calentéd en
bafic de agua a $0°C por 45 m y se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Se afadieron 125 ml de etanol
absoluto y después, 285 ml de reactivo de Erlinch
{p~dimetilaminobenzaldehido); posteriormente se aford a 25
ml con etanol y se mezclé suavemente. Los tubos de
reaccion  fueron colocados en bafic de agua a 65-70°C
durante 10 m y =se resposé de 1 a 2 h a temperatura
ambiente. La absorbancia fue medida a 530 nm.

Por otro Jlado se determindé la correlacién de
glucosamina a peso seco. Se realizé un experimento donde
se midié la concentracién de glucosamina a una muestra
conocida de peso seco de G. fujikuroi y se determind, que
un mg de glucosamina correspondia a 37 mg de peso seco.

B> Acido giberélico: Para la determinacién de GAa se
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realizaron los siguientes pasos: a) separacién ¥
purificacién del 4&cido, b) determinacién cualitativa, ¢
determinacién cuantitativa.

a> Separacién y purificacién: Para ésto se
ensayaron diferentes solventes <(Tabla ¢), encontrandose
me jor el etanol acido.

Los matraces muestreados fueron sometidos a
extraccidon con solucién de etancl al 10% acidificado con
acido clorhidrico a pH de 25. La relacién medio de
cultivo a solvente fue de 15. Los matraces fueron
homogenizadoa y agitados a 25°C durante una h. Se filtro
a través de gasa y posteriormente en papel Whatman # 41.
Se evaporaron los extractos a sequedad a vacio utilizando
unn  rotavapor. El residuo fue recuperado con 5 ml de
metanol y se conservd a 4°¢.

b> Determinacién cualitativa: Para ésto, se aplicéd
la técnica de cromatografia en c¢apa delgada utilizando
placas de acrilico con silica gel @ (Whatman 60 F 254> de

0.2 mm de espesor. Las placas fueron activadaz a 110°C

por 1 h. Se aplicaron 5 ul de cada uno de los extractos
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concentrados de las muestas y de soluclones estandar de
Acido giberélico a 1% Se ensayaron diferentes mezclas
de eluentes como fase movil para la cromatografia (Tabla
10>, seleccionandose el de cloroformo, acetato de etilo,
Acido acético en proporciones 5:4:1> (36).
Se probaron 2 técnicas de revelado (Tabla 11> dando
me jores resultados con vapores de Acide clorhidrico
concentrado por 30 m (30> Se sometieron a calentamient.o
a 110°C por 10 m y se observaron bajo luz UV. <46

c) Determinacién cuantitativa: Se experimentaraon
varios métodos de  cuantificacién optandose por el
bicensayo, el cual estd basado en la medicién de la
actividad amilolitica de semillas de cebada pretratadas.
La presencia de giberelinas, expecialmente GAs, estimula
de alguna manera a las células de aleurona presentes en el
grano, a secretar enzimas hidroliticas, particularmente
o-amilasa. La actividad de la o-~amilasa fue determinada
mediante la cuantificacién de los azidcares reductores,
producto de la hidrélisis del almidén de la semilla, por

el método del DNS (523. Para ésto se procedié al
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pretratamiento de la semilla de cebada. Los granos de
cebada proporcionados por Cerveceria Cuauhtémoc S.A.,, se
remojaron por 2 h en solucién acuosa de hipoclorito de
sodio 01% a pH 35. Estas se lavaron con agua destilada
y =e dejaron reposar 18 h a 12°¢. Posteriarmente, =e
procedié a eliminar el embrién fraccionando con bisturi,
longitudinalmente la semilla en 2 partes. Las fracciones
obtenidas fueron utilizadas para la determinacién
Los fragmentos de semilla pretratada, se colocaron
en un tubo de ensayo y se adicionaron 01 ml de solucién
acuosa de estreptomicina y 09 ml de muestraLa mezcla
ge incubs a 30°C por 72 h; posteriormente se¢ molieron en
un mortero y la mezcla se aford a 11 ml, se le adicionaron
05 g de amberlita y se agitdé continuamente durante 5 m.
La mezcla =e filtré con papel Whatman # 41, La
determinacién de la concentracion de azucares reductores
se realiz6 por el método del acido 3,5~ dinitro salicilico

(DNS> (52>. El analisis se realizd por triplicado.
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La técnica consiste en mezclar 3 ml de muestra con
3ml de reactivo DNS; dejar reposar 5 min. Calentar en
bafioc de agua a temperatura de 100°¢ por 15 min y dejar a
enfriar a temperatura ambiente. Leer la ab=sorbancia a A

de 540 nm.



V.- RESULTADOS Y DISCUSION.

Ante la creciente demanda de GAa en el mundo vy
especialmente en México es importante disefiar procesos de
produccién de este 4cido que satisfagan dicha necesidad,
en consecuencia el presente trabajo se enfoca hacia el
estudiac de diferentes factores que permitan optimizar el
proceso microbiolégico para producir el GAsa,

Incialmente se realizé6 un analisis blibliografico
del cual se obtuvieron importantes datos acerca del hongo
G.  fujikuroi productor del Aacido giberélico y otras
giberelinas.

1.- Determinacién de la capacidad productora de
GAs por G. fujikuroi (ATCC-12616).

Basandose en datos bibliografcos donde se menciona
la producciéon de GAa en sustrato sélido en medios en que
se utiliza salvado como soporte, almidén come fuente de
carbono, suplementadc c¢con urea y sales minerales, seé

corridé una fermentacién por lote de siete dias.
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FPosteriormente, se obtuvieron los extractos del cultive
fermentado en los cuales la presencia de GAa, fue
demostrada mediante cromatografia en placa delgada contra
un estandar de A&cidoe giberélico al 1%, Se observé la
fluorescencia emitida bajo luz UV. y se encontréd gque
aparecieron varias manchas fluorescentes entre las cuales
se encontraba la correspondiente a GAs, por lo que se
certificd la capcidad del hongo para producir esta
giberelina.

2> Fermentacién.

Se decidié utilizar la fermentacién en sustrato
sélido debidoe a que en esta técnica falta muche por
investigar, mientras que en el cultivoe sumergide los
estudios real‘ﬁ;ados son mucho mas completos.

Los materiales seleccionados como soporte fueron
subproductos  agroindustriales, tanto de la industria
harinera (salvado de trigo), como cervecera (grano agotado
o masilla). La seleccién de dichos materiales se realizd
en funcién de: costo, disponibilidad y contenido

nutritivo. Amhos soportes son baratos, abundantes vy
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pueden proporcionar algunos nutrientes al microorganismo.
La literatura reporta la utilizacion de salvado de trizo
como soporte en procesos de fermentacién pero no se
menciona nada acerca de la masilla.

Buscando optimizar el proceso de produccién de GAsa
se optd por el sistema de lote alimentado "Fed batch" wa
que de acuerdo a estudios previos este proceso es mas
eficiente que el sistema por lote.

Antes de proceder al proceso de fermentacién fue
necesario realizar un cuidadeso estudio acerca del tipo y
preparvacién del inéculo para garantizar una buena
fermentacién.

Se probaron diferentes medios de esporulacién
(Tabla 4> dande el mejor resultado el medic de
carboximetileelulosa (13), =sin embargo, la esporulacién
fue lenta vy esc&a, pues comenzd a esporular después de
diez dias de incubacién. Dichc medic se modificd
suplementandoloc con carbonato de calcio al 1% y la
esporulacién me joré de manera importante, de tal forma que
al cuarto dia de incubacién el examen microscépico del

cultive, reveld un aumento del 100% de esporas.
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La proporcién de indculo fue cuantificada,
resultands adecuada una concentracion de 2 x 10° de esporas
per ml, va que indéculos mas pequehios, ocasionaban
crecimlento lento y mas grandes provocaban disminucion de
la produccién de GAsa.

Se prepararon seis medios de cultivo <{tabla 52,
tres con salvado y tres con masilla como soporte. El
salvado fue utilizado sin pretratamiente, sin embargo, la
masilla debido a su alto contenido de humedad, se sometid
a un tratamientc de secado ya que la humedad es un
factor importante a controlar en la fermentacién y ademas
se facilita su mane jo y conservacién.

Para la preparacién de los medios, fue necesario
primeramente, pesar los ingredientes secos y colocarlos en
matraces Erlenmeyer de 250 ml y posteriormente mezclarlos
y adicionar los ingredientes humedos termoestables; luego
se homogenizaron para evitar la formacién de grumos.

La esterilizacién de la mezcla se dificulté debido
a que la transferencia de calor en la pasta era muy lenta,

por lo que fue necesario probar diferentes tiempos de
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calentamiento  hasta lograr la esterilizacién. Las
condiciones aplicadas para esta etapa fueron: temperatura
121°¢, tiempo 90 minutos, presién 15 lbs-spulg’. El resto
de los componentes de esterilizaron por otros métodos como
se explicé anteriormente.

Se procedié a correr la fermentacién, durante los
primeros tres dias se manejé la fermentacién por lote y a
partir del cuarto se inicié a la alimentacién. Para ésto,
se prepararon las porciones individualee de medio de
cultive correspondientes a cada uno de los dias de
alimentacién. Se adicionaron dichas porciones cada 24 h,
hasta el séptimo dia. La fermentacién concluyé al octavo
dia. El muestreo se realizé cada 24 h y se determiné la
concentracién de biomasa y GA3s en cada muestra.

3.- Determinacién de biomasa.-

Después de ensayar diferentes técnicas para la
cuantificacién de biomasa se optd por la de glucosamina,
ya que proporcionaba mayor reproducibilidad.

Los resultados del crecimiento del hongo durante la

fermentacién en los diferentes mediose de cultivo se
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localizan en la Tabla 12 y las curvas de crecimiento se
encuentran en las Figuras de la 5 a la 13. Se observa en
general que el crecimiento no presenta diferencias
apreciables al variar la fuente de carbono y el material
soporte.

A las 24 h de incubacién se puede notar gue la
cancentracién de biomasa en todos los medios de cultive es
similar, siendo mas alta en los medios de salvada gzlucosa
y la mas baja en medios con masilla almidén de maiz.
Se puede observar que los incrementos de biomasa en el
transcurso de la fermentacién son similares en todos los
medio de cultivo. La maxima acumulacién de biomasa se
obtuvo en los medios con glucosa tanto en masilla como en
salvado aunque fue un 7.5% mayor en este ultimo.

Por otro lado la observacién macroscépica de los
cultivos, reveld la presencia de mayor concentracién de
pigmento en los medios con =salvado que en los de
masilla (Figura 33.

4,- Determinaciéon de GAs.-

En las muestras tomadas también se analizé el
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contenido de producto. Para ésto se procedié a la
separacién del acido giberélico de la masa fermentada.

Se probaron diferentes solventes para la extracciéon
(Tabla 9> con un estandar de 4acido giberélico, resultando
ser el mejor el etanol Acido.

Para lograr una mejor extraccién fue necesario
homogenizar cada una de las muestras con el saolvente vy
probar diferentes tiempos de contacto con el mismo.

En la identificacién del GAa se aplico la
cromatografia en capa delgada.

Se probaron &6 sistemas de eluentes como fase
mévil (Tabla 10) y la mejor separacién se obtuvo en los
gistemas que contenian: cloroformo-acetato de etilo-4acido
acético y en los de metanol-acetona. Asi mismo, se
experimentaron dos formas distintas de revelar los
cromatogramas (Tabla 11> siendo mas eficiente con vapores
de 4cido clorhidrico concentrado. Se vigualizaron varias
manchas fluorescentes bajo luz UV, entre elas Ila

correspondiente al GAs.
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Para la determinacién cuantitativa de GAs, =se
se utilizé el bioensayo, ya que en esta técnica se mide
la giberelina activa biolégicamente, ademas de que se
disponia de lo necesario para realizar el experimento.

En las pruebas preliminares del bioensaye se
presentaron problemas de contaminacién microbiana por lo
que fue necesario esterilizar todo el material requerido
para la prueba; asi mismo, la solucién utilizada para la
pregerminacién de la semilla de cebada fue cambiada por
hipaclorito de sodie al 01%, pH 85, en lugar de
hidréxido de sodio IN, pH ¢ que era el que se reportaba en
la literatura.

La eliminacién del embrién de la semilla se hizo en
forma manual para lo cual se requirié de una estricta
asepsia.

Como se mencioné anteriormente, la técnica del
biovensayo se basa en la estimulacién que produce el GAs en
la =intesis de enzimas amilasas en la semilla, lo cual
conlleva a la generacién de azucares reductores, producto

de la hidrdlisis de las reservas de almidén de la misma.
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Posteriormente los azicares son cuantificados. Resulta
fundamental por lo tanto, hacer una buena extraccién de
dichos azucares para obtener resultados reales.

En la Tabla 183 ze muestran las concentraciones de
acido giberélico durante la fermentacién en los diferentes
medios de cultive utilizados. Se observa que la
produccién  inicia entre el segundo y tercer dia de
incubacidén.

Las Fizguras de la 14 a la 19 muestran Ila
acumulacién de GA3z durante la fermentacién. Asfi mismo, la
comparacién de los rendimientos del &4cide en los tres
medios de cultivo con salvado se muestran en la Figura 20
donde se observa que la mejor produccién se tiene con el
medic con almidén de maiz como fuente de carbono, 1380
mg/kgd comparando con el medio con almidén soluble se
observa que la acumulacién de GA3 es un 7% menor, sin
embargo, en las medios con glucosa se puede notar una
disminucién aproximada del 17% en la produccién del acido.
Esto puede deberse a que el metabolisme es dirigido

mayormente hacia el crecimient.o del hongo y produccion del
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pigmento, que hacia la produccién de GAsa. Kumar y col
{41) reportan resultados similares a los obtenidos en este
trabajo, solo que =sus resultados son mas  bajos,
posiblemente se deba a la cepa utilizada,

Por otro lado, en la Fizura 21, se compara los
rendimiantos de GAz obtenidoz =n los medios con masilla,
observandose que en los tres medios se obtienen mayor
concentracién que con los de salvado. La mavor
acumulacion de GA3z se da en los medios con glucosa como
fuente de carbono <1802 mg/ke?, lo cual posiblemente se
deba a efectos metabélicos ya que, el contenido nutritivo
de la masilla ez menor que el de salvado y ésto hace que
el metabolismo sea desviado principalmente Thacia la
sintesis del producto y en menor proporcién hacia el
crecimiento y produccién del pigmento.

Si comparamos los rendimientes maximos de GAa en
los dos tipos de soportes (Fig. 22) se pueden observar
incrementos hasta de un 30%.

5.~ Relacién, crecimiento, produccién de GAa-

Las Figuras 23 a la 27 muestran la relacién de
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crecimient.s y produccién en los medios en que los
rendimientos de GAsz fueron mas elevados.

Si comparamos los resultados obtenidos en los
mismos medios de cultivo en proceso por lote (66 con los
de lote alimentado observamos que en este dltimo hay un
aumento considerable en la produccién de GAs, sin embarzo
este efecto no es tan marcado en el caso de la biomasa.

El pequefioc incremento en la biomasa, comparado con
el de GAs, posiblemente esta relacionado con la naturaleza
del metabolite secundario. Esto también indica gque =sclo
una pequefia fraccién de lo alimentado se convierte a
biomasa, probablemente durante las primeras 96 h de
fermentacién. El restoc de 1a porcién alimentada es
utilizado para el mantenimiento de la biomasa formada vy
para la sintesis del producto. La acumulacién de ©6As
aumenta rapidamente después de las 96 h.

Estos resultados confirman el abatimiento de la
inhibicién de sustrato y la extensién de la fase de
produccién en el proceso de lote alimentado comparado con

el proceso batch.
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En suma: mediante este trabajo se logd mejorar los
rendimientos de GAz en la fermentacién en sustrato sélido,
aprovechar subproductos de la industria harinera vy
cervecera y la formacién de recursos humanos, yva gque de
este proyecto se derivaron seis tesis de Licenciatura,

Una aportacién importante de este trabajo es la
reutilizacién de la masilla para procesos de fermentacién
en sustrato sélido, ya que es un subproducto de la
industria cervecera muy abundante y de bajo costo.

Se recomienda que continuen las investigaciones
para el disefioc de un reactor que permita levar a cabo el
escalamiento de este proceso y la produccién industrial de
GAs,

Finalmente, los objetivos planteados al inicio de
este proyecto fueron logrados, ya que, se demostré la
capacidad de G. fujikuroi ATCC-12616 para producir GAa.
Asi mismo, se optimizé el proceso a nivel laboratorio
mediante el cultivo en sustrato sélidc por Iote

alilmentado.
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V.- CONCLUSIONES.

El hongo Gibberella fujikuroi ATCC 12616 es capaz
de  producir 4Acido  giberélico  bajo las  condiciones
experimentadas.

Este +trabajo presenta wuna alternativa para el
aprovechamiento de residuos agroindustriales, pudiendo
extenderse a otrog tipos de subproductos sélidos, lo cual
es atractivo desde el punto de vista econdmico.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la masilla
favorecen la produccién de GAa. Por otro lado, estos
materiales son abundantes y de "bajo" costo, razones por
lo cual es factible su uso en este proceso.

De acuerdo a este estudic los medios de cultivo que
mayor acumulacién de GAs presentaron fueron
masilla-glucosa y salvado-almidén soluble.

Factores como la temperatura, aerobiosis, humedad,
concentracién y tipo de nutrientes; afectan de manera
importante los rendimientos de GAs.

La contaminacién con hongos filamentosos es un
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problema que se presenta comunmente en este tipo de
procesos por lo que el disefic del proceso de
esterilizacidn, asi como las condiciones de control
microbiolégico deben ser seleccionados cuidadosamente.

La adicién semicontinua de nutrientes favorece la
produccién de GAs.

La homogenizacién en los procesos de separacién,
cuantificacién de GAa afecta fuertemente la eficiencia de
los méetodos aplicados.

La cuantificacién biolégica de GAa es un método
aceptable ya que miden la concentracién de giberelina

activa.
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TABLA 1. Caracteristicas fisicoquimicas
de algunas giberelinas

GIBERELINA] FORMULA | EsTRucTuRa | PESO PUNTO | ROTACION
MOLECULAR| FUSION | OPTICA
(°c ) { )020
64, | CoH, 0 348 | 255-258 | + 38°
GAy [ CoH . O \ 346 |234-236 | +92°
Ga, 1€ R0 332 | 29-216 | =3°
GA7 | C H,, 0 330 |169-172 | + 20°
GAy | CgH,,0, 316 [208-2i1 | —22°
GA, H_O s~ €00k 334 |194-196 | —48°
20 26 7 COOH H
1
wo' &4 & c
Hooc CH COOH
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TABLA 2. Importancia comercial del GA 3

CULTIVO EFECTOS APLICACION PAIS
CARA DE INCREMENTAR EL REN- 62 GRS. DE GAg, ESTADOS
AZUCAR DIMIENTO DE LA COSE- APLICACION COMO UNIDOS
CHA A MAS DE 5 TON. CALDO ‘GIBERILINAS (HAWAIL
POR ACRE Y LA OBTEN-~- | SEMIPURIFICADAS Y
CION DE AZUCAR DE 0.2 CRISTALINAS
A 0.5 TON. POR ACRE
SEMILLAS ESTIMULAR LA GERMI- SUMERGIR INDIA
DE PAPA NACION {PARTICULAR- INMEDIATAMENTE
MENTE UTIL EN CLIMAS ANTES DE QUITAR
CON DOS O TRES COSE- | LOS BROTES O
CHAS EN UNA ESTACION} | PLANTAR
ALCACHOFAS INCREMENTAR EL 120 ppm POR CHIPRE
NUMERO DE FRUTAS APLICACION FOLIAR ESPARA
POR PLANTA; ADELAN- ISRAEL
TANDO LA COSECHA POR ITALIA
VARIAS SEMANAS
RUIBARBO ESTIMULAR LA GERMI- APLICACION DE REINO
NACION EN CULTIVOS SOLUCION DE GAg UNIDO
TEMPRANOS, INCREMEN-| A LA CORONA DE
TANDO EL RENDIMIENTO | LAS PLANTAS DE
DE LOS TRONCOS RUIBARBO
LUPULO INCREMENTAR RENDI- 6 A 15 ppm POR AUSTRALIA
MIENTOS ARRIBA DEL APLICACION POR E.U.
40% ATOMIZACION EN
LAS ETAPAS DE ES-
COBILLA O ANTES
TOMATE INCREMENTAR 40 GRS. POR CHEGCOSLO-
RENDIMIENTOS HECTAREA POR VAQUIA

ATOMIZACION (2 A
3 VECES) EN LA
FLORACION
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TABLA 3. Nutrientes experimentados en la
fermentacion giberelinica en sustrato solido

MATERIAL SOLIDO :

SALVADO

FUENTE DE CARBONO

GLICEROL Y ALMIDON KITAMURA (1953)
GLICEROL Y GLUCOSA KITAMURA (1953)

GLICEROL
MELASA

SACAROSA

SACAROSA Y GLUCOSA

ACEITES NATURALES

DARK Y OTROS (1959)
SHKLYAR Y GLOBUS
(1961-63)

LAB ABBOTT (1963)
LAB ABBOTT (1963)
AGNISTAKOVA (1864)
LEROKHINA (1967)
MUROMTSER (1968)

FUENTE DE NITROGENO

NITRATOS

SALES INORGANICAS
CLORURO DE AMONIO
HARINA DE SEMILLA
DE ALGODON
LIQUIDO DE REMOJO
DE MAIZ

HARINA DE SOYA

GLICINA

STODOLA Y OTROS (1955)
I.C.I. (1960)

PODOJIL Y RICICOVA
(1965)

PODOJIL Y RICICOVA
(1965)

FUSOKA Y OTROS
(1960-62)

OTROS COMPUESTOS

*e e

FOSFATOS, SULFATOS, Mg, K, Zn, Mo y Cu
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TABLA 4. Contenido nutritivo de los medios

de esporulacidon

MDE pH FDN FDC SM
CALDO CZAPECK | 7.3 [N, NO, SACAROSA | Mg Y K
GORODKOWA 5.0 |PEPTONA |GLUCOSA | Fe Y Mg
H. MAIZ 6.0 |PROTEINAS | DEXTROSA | Ca Y Fe
H. ARROZ 6.0 |PROTEINAS | DEXTROSA | Ca Y Fe
PAN 7.0 |PROTEINAS | ALMIDON | Ca Y Fe
GIS 7.0 N N ca
M. MALTA 6.0 | PROTEINAS | DEXTROSA| Ca Y Na
M. ARROZ 6.0 | PROTEINAS| DEXTROSA| Ca Y Fe
M. TRIGO 6.0 | PROTEINAS| DEXTROSA| Ca Y Fe
CMC 6.0 | NH,NO; | cELULOsA| K Y Mg

MDE = MEDIO DE ESPORULACION

FDN = FUENTE DE NITROGENO

FDC = FUENTE DE CARBONO

SM = SALES MINERALES

N = NO CONTIENE

CMC = CARBOXIMETILCELULOSA
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TABLA 5. Composicion de los medios de cultivo

para la fermentacién giberelinica

COMPONENTES s-As | 8-G | 8-AM | M-AS | M-G | M-AM
SALVADO DE TRIGO (g/matraz) 16 16 16 0 0 0
MASILLA (g) o 0 0 16 16 16
ALMIDON SOLUBLE (g) 4 0 0 4 0 0
GLUCOSA (g) 0 a 0 0 4 0
ALMIDON DE MAIZ (g) 0 0 4 0 ) 4
ACEITE DE LINAZA (mD) 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 |0.20 |o.20
SOLUCIOr DR RALES 16.2 | 16.2 | 18.2 | 16.2 | 16.2 | 16.2
Hatibddiveriloavley 06 |os |06 |os |os [os
UREA AL 17.6% (ml) 06 los |06 |os |05 |08

S$-AS MEDIO DE SALVADO - ALMIDON SOLUBLE
§-G MEDIO SALVADO - GLUCOSA
S-AM MEDIO DE SALVADO - ALMIDON DE MAIZ
M-AS MEDIO DE MASILLA -~ ALMIDON SOLUBLE
M-G MEDIO DE MASILLA - GLUGCOSA
M-AM MEDIO DE MASILLA - ALMIDON DE MAIZ
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TABLA 6. Analisis bromatolégico de los soportes
solidos usados en la fermentacion giberelinica

COMPONENTE MASILLA SALVADO
PROTEINA 23.4% 16.9%
GRASA 6.4% 4.6%
FIBRA 16.1% 10.0%
CENIZAS 3.9% 6.0%
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TABLA 7. Composicién de la soluciéon de sales
minerales usada en la formulacidon de los medios
de cultivo para la fermentacién giberelinica

ZnS0,4 7 H,0 70 PPM
CuS0,4 6 H,0 70 PPM
FeSO 47 H 2,O 70 PPM
HCI 16.9%
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TABLA 8. Reactivos utilizados en las
determinaciones de los parametros
de la fermentacion giberelinica

REACTIVOS

PREPARACION

ACETILACETONA

COLOCAR 2.5 ml DE ACETILACETONA
REDESTILADA EN 50 ml. DE AMORTI-
GUADOR DE CARBONATOS

REACTIVO DE ERLICH

DISOLVER 3.2 g. DE P-DIMETILAMINO
BENZALDEHIDO EN 60 ml. DE ETANOL
Y 60 ml. DE ACIDO CLORHIDRICO

SOLUCION AMORTI-
GUADORA DE CARBO-
NATOS pH 9.6

MEZCLAR VOLUMENES IGUALES DE
NaHCO21.0M Y Na2CO31.0M

SOLUCION DE
FENOLFTALEINA

DISOLVER 6.0g DE FENOLFTALEINA
EN 100 ml. DE ETANOL

REACTIVO DEL DNS

DISOLVER 1g. DE ACIDO 3, § DINITRO
SALIGILICO EN 20 mi. DE HIDROXIDO
DE SODIO 2N Y &§0ml. DE AGUA,
SEGUIDOS POR LA ADICION DE 30g.
DE TARTRATO DE SODIO Y POTASIO.
DILUIR A 300ml. CON AGUA DESTILADA
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TABLA 9. Solventes probados para la extraccion
de GA 4 en la fermentacion giberelinica

ACETATO DE ETILO

METANOL

ACETONA

ETANOL ACIDO (pH 2.5)

67



TABLA 10. Eluentes de la fase movil probados

para la identificacion cromatografica de GA 3

CLOROFORMO: ACETATO DE ETILO: ACIDO ACETICO (5: 4: 1)
ETER ISOPROPILICO: ACIDO ACETICO (9.5: 0.5)
BENCENO: ACIDO AGETICO: AGUA (8: 3: 5)
METANOL: ACETONA (8: 2)
CLORURO DE METILENO: METANOL (7: 3)
BENCENOQ: ACIDO PROPIONICO: AGUA (8: 3: 6)
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TABLA 11. Métodos de revelado de los cromatogramas

de los extractos de la masa fermentada

REVELADOR

FORMA DE
APLICACION

TRATAMIENTO FINAL
DE LAS PLACAS

ACIDO SULFURICO
CONC. CON ETANOL
AL 5%

ATOMIZADO

CALENTAMIENTO
A T=100 G/30 MIN.

ACIDO CLORHIDRICO
CONC.

VAPORES

CALENTAMIENTO
A T=110 C/10 MIN.
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TABLA 12. Peso seco de biomasa de G. fujikuroi en

los diferentes medios de fermentacion

TIEMPO DE PESO SECO DE BIOMASA (mg)
FERMENTACION
( DIAS ) S-AS s-G S-AM M-AS M-G M-AM
1 76.8 90 80.2 83.6 96.2 86.8
2 85.6 100.8 86.2 86.7 103.9 93.3
3 106.5 111.2 104.8 102.3 116.9 103.1
4 114.8 117.2 111.8 116.9 123.8 112.9
6 125.4 139.5 122.3 121.8 136.9 118.7
8 136.2 160.1 136.5 120.4 142.5 129.4
7 143.8 161.5 148.4 135.2 160.4 181.7
B 168 172.2 161.3 140.9 169 136.1

S-AS - MEDIO DE SALVADO - ALMIDON SOLUBLE
$-G - MEDIO DE SALVADO - GLUCOSA
§-AM - MEDIO DE SALVADO - ALMIDON DE MAIZ
M-AS - MEDIO DE MASILLA - ALMIDON SOLUBLE
M-G - MEDIO DE MASILLA - GLUCOSA
M-AM - MEDIO DE MASILLA - ALMIDON DE MAIZ
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TABLA 13. Produccion de GA , por G. fujikuroi
en los diferentes medios de fermentacion

TIEMPO DE Mg DE ACIDO GIBERELICO / Kg MEDIO DE CULTIVO
FERMENTACION
{ DIAS ) S-AS $-G S-AM M-AS M-G M-AM
1 0 0 0 0 (4} 0
2 o 0 0 0 0 0
3 80 103 20 180 220 135
4 188 282 244 365 606 312
5 332 378 671 619 860 4356
6 8§72 763 1132 1118 1048 561
7 1294 1054 1218 1235 1379 805
8 1380 1178 1280 1669 1802 1379

S-AS - MEDIO DE SALVADO - ALMIDON SOLUBLE
§-G - MEDIO DE SALVADO - GLUCOSA

S-AM - MEDIO DE SALVADO - ALMIDON DE MAIZ
M-AS - MEDIO DE MASILLA - ALMIDON SOLUBLE
M-G - MEDIO DE MASILLA - GLUCOSA

M-AM - MEDIO DE MASILLA - ALMIDON DE MAIZ
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FIGURA 1. Estructrua quimica del acido giberélico




FIGURA 2. Aspecto microscoépico del hongo
Gibberella fujikuroi




FIGURA 3. Aspecto macroscopico del hongo
Gibberella fujikuroi
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FIGURA 5. Curva de crecimiento de G. fujikuroi en medio
de salvado - almidén soluble
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FIGURA 6. Curva de crecimiento de g fujikuroi en medio
de salvado - glucosa
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FIGURA 7. Curva de crecimiento de G. fujikuroi en medio
de salvado - almidén de maiz

79



. PESO SECO DE BIOMASA (mg)

140

120

100

80 - ]

60 | S 7 > Wl

20 -

0 | l | | ! |
1 2 3 4 5 6 7 8

TIEMPO DE FERMENTACION (D1AS)
FIGURA 8. Curva de crecimiento de G. fujikuroi en medio
de masilla - almidén soluble
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FIGURA 9. Curva de crecimiento de G. fujikuroi en medio
de masilla - glucosa
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FIGURA 10. Curva de crecimiento de G. fujikuroi en medio
de masilla - almidén de maiz
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FIGURA 11. Efecto de la fuente de carbono sobre el
crecimiento de G. fujikuroi en medios con salvado
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FIGURA 12. Efecto de la fuente de carbono sobre el

crecimiento de G. fujikuroi en medios con masilla
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FIGURA 13. Comparacién del crecimiento de G. fujikuroi
en los medios de fermentacién utilizados
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FIGURA 14. Produccion de GA 3 en medio de
salvado - almidén soluble por G. fujikuroi
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FIGURA 15. Produccion de GA ;3 en medio de
salvado - glucosa por G. fuijikuroi
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FIGURA 16. Produccién de GA3 en medio de
salvado - almidén de maiz por G. fujikuroi
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FIGURA 17. Produccion de GAs en medio de
masilla - almidén soluble por G. fujikuroi
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FIGURA 18. Produccién de GA 3 en medio de

masilla ~ glucosa por G. fujikuroi
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FIGURA 19. Produccién de GA3z en medio de

masilla - almidén de maiz por G. fujikuroi
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FIGURA 20 Ef cto de Ia fuente de carbono sobre la
%Bon ls'gfvag de 8 As por G, fuiikuroi en medios de cultivo
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FIGURA 21. Efecto de la fuente de carbono sobre la produc-
cion de GA, por G. fujikuroi en medio de cultivo con masilla
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FIGURA 22. Comparacion del rendimiento de GA 3 producido
por G. fujikuroi en los seis medios de fermentacion utilizados
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FIGURA 23. Relacion entre la producciéon de biomasa y GA s
por G. fujikuroi en medio de salvado - almidon soluble
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FIGURA 24. Relacion entre la produccién de biomasa y GAgs
por G. fujikuroi en medio de salvado - glucosa

?&6



Mg GAg/Kg PESO SECO DE BIOMASA mg/g

2000 160
[ —e— Mg GA3/Kg MEDIO DE CULTIVO
—}— PESO SECO DE BIOMASA (Mg)
~1140
1500 5 ‘ / 120
100
1000 | 80
- 60
500 — — = 40
20
0- | | | | | 0

1 2 3 4 5 6 7 8

TIEMPO DE FERMENTACION (DIAS)

FIGURA 25. Relacion entre la produccion de biomasa y GA 3
por G. fujikuroi en medio de masilla - almidén soluble
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FIGURA 26. Relaci6én entre la produccion de biomasa y GA 3
por G. fujikuroi en medio de masilla - glucosa
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