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e s p o r u l a c i ó n d e l hongo. 

Se d e s a r r o l l ó una f e r m e n t a c i ó n en e s t a d o s ó l i d o por 

l o t e s d u r a n t e 7 d í a s a 2 8 ° C . Se comparó e l c r e c i m i e n t o , y 

l a p r o d u c c i ó n de á c i d o g l b e r é l l c o u t i l i z a n d o como medio de 

s o p o r t e s a l v a d o d e t r i g o y m a s i l l a <grano a g o t a d o d e l 

p r o c e s o de m a c e r a c l ó n de l a m a l t a ) s u p l e m e n t a n d o e l medio 

con a lmidón s o l u b l e , a l m i d ó n de maíz o g l u c o s a como f u e n t e 

de c a r b o n o . 

Se e l i g i ó l a d e t e r m i n a c i ó n de g l u c o s a m i n a p a r a 

e s t i m a r l o s r e n d i m i e n t o s de b lomasa d u r a n t e l a f e r m e n t a -

c i ó n . 

D u r a n t e l a s p r i m e r a s 48 h. de f e r m e n t a c i ó n s e 

p r e s e n t a r o n d i f e r e n c i a s s i g n i f i c a t i v a s en e l c r e c i m i e n t o 

a l v a r i a r t a n t o l a f u e n t e de c a r b o n o como e l s o p o r t e , p e r o 

a l f i n a l de l a f e r m e n t a c i ó n e l c r e c i m i e n t o a l c a n z a d o s e 

i g u a l ó en t o d o s l o s c a s o s . 

Si m u í t a n e a m e n t e , d u r a n t e e l p r o c e s o s e h i c i e r o n 

e x t r a c c i o n e s con s o l v e n t e s p a r a t r a t a r de s e p a r a r l a s 
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Anal i z a n d o 1 o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s , puede 

o b s e r v a r s e que con a lmidón de maíz o g l u c o s a como f u e n t e 
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Se r e c o m í e n d a c o n t i nuar con l a i n v e s t i g a c i ón en 

e s t a 1 1 n e a y a que 1 o s r e s u l t a d o s s u g l e r e n que 1 a 

p r o d u c c i ó n de á c i d o g i b e r é l i c o pueden l o g r a r s e b u e n o s r e n 

d i m i e n t o s con s u s t r a t o s muy e c o n ó m i c o s . 
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1 . 0 . INTRQDUCCZ 0Nl 

El á c i d o g i b e r é l i c o e s un r e g u l a d o r de c r e c i m i e n t o 

v e g e t a l . El mercado n a c i o n a l e s c r e c i e n t e , y dado que en 

s u t o t a l i d a d s e i m p o r t a , c a u s ó una e r o g a c i ó n s u p e r i o r a un 

m i l l ó n de d ó l a r e s en 1 9 9 1 , por l o que e s i m p o r t a n t e que s e 

o p t i m i c e un p r o c e s o p a r a l a p r o d u c c i ó n d e l mismo, a p r o v e -

chando l a c a p a c i d a d que t i e n e n a l g u n o s m i c r o o r g a n i s m o s de 

p r o d u c i r l a . Por o t r o l a d o l a p r o d u c c i ó n de á c i d o g i b e r é l ¿ _ 

c o r e p r e s e n t a urna o p c i ó n a t r a c t i v a a l s e r un m e t a b o l i t o 

s e c u n d a r l o de o r i g e n m i c r o b i a n o de a l t o v a l o r a g r e g a d o . 

El á c i d o g i b e r é l i c o puede p r o d u c i r s e por 

f e r m e n t a c i ó n s u m e r g i d a o s ó l i d a . La f e r m e n t a c i ó n en e s t a d o 

s ó l i d o por l o t e s e s un p r o c e s o s e n c i l l o y o f r e c e 

r e n d i m i e n t o s s u p e r i o r e s a l o s o b t e n i d o s por f e r m e n t a c i ó n 

s u m e r g i d a ( 3 8 ) . 

V a r i o s r e s i d u o s a g r o i n d u s t r i a l e s s i r v e n como 

s u s t r a t o en l a f e r m e n t a c i ó n s ó l i d a , l o que c o n s t i t u y e un 

a t r a c t i v o económico i m p o r t a n t e , e j e m p l o s de e l l o s son e l 

s a l v a d o de t r i g o y e l g r a n o a g o t a d o d e l p r o c e s o de 

m a c e r a c i ó n de l a m a l t a en l a i n d u s t r i a c e r v e c e r a 

( m a s i l l a ) ( 1 9 ) . Dado que s u c o n t e n i d o de n u t r i e n t e s e s 

i n c o m p l e t o con un s u p l e m e n t o a d e c u a d o de s a l e s m i n e r a l e s y 

c a r b o h i d r a t o s l a m a s i l l a p o d r í a c o n s t i t u i r un medio de 



un medio de c u l t i v o con l a s c a r a c t e r í s t i c a s d e s e a b l e s p a r a 

s o p o r t a r c r e c i m i e n t o m i c r o b i a n o y p r o d u c i r g l b e r e l l n a s . El 

u s o p o t e n c i a l de l a m a s i l l a e s r e l e v a n t e y a que s e p r o d u c e 

en g r a n d e s v o l ú m e n e s y no hay r e p o r t e s de s u r e u t i 1 i z a c i ó n 

en f e r m e n t a c i ó n . 

El o b j e t i v a de e s t a i n v e s t i g a c i ó n e s p r o b a r l a capa, 

c i d a d d e l hongo G t & b e r e l l a / t t / í f t u r o t p a r a p r o d u c i r á c i d o 

g i b r é l i c o a p a r t i r de s a l v a d o de t r i g o y m a s i l l a . 

S e p r e t e n d e que e s t e e s t u d i o « de p i e a una s e r l e de 

p r o y e c t o s e n c a m i n a d o s a l a p r o d u c c i o n de g i b e r e l 1 ñ a s en 

M é x i c o . 



1 . 1 . GENERALIDADESl 

1 . 1 . 1 G i b e r e l i n a s . 

L a s g í b e r e l i n a s son hormonas v e g e t a l e s , que pueden 

s e r p r o d u c i d a s d i r e c t a m e n t e por e l hongo f i l a m e n t o s o 

G i b b e r e l l a fujttearoi. N a t u r a l m e n t e , e s t e hongo c a u s a l a 

enfermedad " b a k a n a e * d e l a r r o z , c u y o s s í n t o m a s son semejao. 

t e s a muchas o t r a s e n f e r m e d a d e s p r o d u c i d a s por hongos d e l 

g é n e r o F u s a r t u » (33 , 6 4 ) . En g e n e r a l , C . f u J i k M r o l 

p r o d u c e una m e z c l a c o m p l e j a de s u s t a n c i a s e s t r u c t u r a l m e n t e 

r e l a c i o n a d a s . C i e r t a s c e p a s p r o d u c e n ú n i c a m e n t e l a g l b e r e -

l l n a As, c o n o c i d a comúnmente como á c i d o g l b e r é ü c o . 

La e s t r u c t u r a d e l GAs y o t r a s g i b e r e l i n a s s e 

m u e s t r a en 1 « T a b l a 1 < 1 2 ) . 

El GAs e s e l c o m p u e s t o más i m p o r t a n t e d e l g r u p o de 

l a s g i b e r e l i n a s , e s t e á c i d o e s s ó l i d o c r i s t a l i n o b l a n c o , 

s o l u b l e en a g u a cuando no e x c e d e de 5 g / l . Es f á c i l m e n t e 

s o l u b l e en s o l v e n t e s o r g á n i c o s t a l e s como e t a n o l , m e t a n o l , 

a c e t a t o de e t i l o , a c e t a t o de b u t i l o y a c e t o n a . Es e s t a b l e 

cuando s e s e c a p e r o i n e s t a b l e en s o l u c i o n e s a c u o s a s . La 

v i d a media de l a s s o l u c i o n e s a c u o s a s , e s d e l o r d e n de 14 
V 

d í a s a 20°C y 2h a 50°C. En s o l u c i o n e s a c u o s a s , e l GAa 

t i e n e un pH de 3 . 0 o 4 . 0 

La p r o d u c c i ó n de á c i d o g i b e r é l i c o por f e r m e n t a c i ó n 



e s un p r o c e s o i n d u s t r i a l i m p o r t a n t e , y a que e l 6ft3 

p r e s e n t a un e s p e c t r o de a c t i v i d a d e s b i o l ó g i c a s muy v a r i a d o 

<Tabla 2 y F i g u r a 1 ) , Su u s o p r i n c i p a l e s como 

e s t i m u l a n t e d e l c r e c i m i e n t o de p l a n t a s <Tabla 3 ) , ( 1 , 3 , 

4 , 17» 18, 2 3 , 3 2 ) . 

1 . 1 . 2 Mercado n a c i o n a l . 

El á c i d o g i b e r é l i c o que s e u t i l i z a a c t u a l m e n t e en 

M é x i c o , e s i m p o r t a d o de E s t a d o s U n i d o s , R e i n o U n i d o , Hong 

Kong y China ( F i g u r a 2 y T a b l a 4 ) . 

L a s p r i n c i p a l e s c o m p a ñ í a s p r o d u c t o r a s de g l b e r e l i -

n a s s e c i t a n en l a t a b l a 4 . 

En n u e s t r o p a í s , e l á c i d o g i b e r é l i c o e s u t i l i z a d o , 

p r i n c i p a l m e n t e en l a i n d u s t r i a c e r v e c e r a y a g r í c o l a 

( T a b l a 5 ) . El volumen de consumo e s e v i d e n t e m e n t e c r e c i e n t e 

y a que en una d é c a d a aumentó más de un 600 X ( f i g u r a 3 ) . 

1 . 1 . 3 L a s g l b e r e l i n a s como m e t a b o l l t o s s e c u n d a r l o s . 

La b i o s í n t e s i s de muchos p r o d u c t o s { t í n g l e o s , e n t r e 

l o s que s e e n c u e n t r a e l GAs, no e s t a c o r r e l a c i o n a d a con e l 

c r e c i m i e n t o d e l m i c r o o r g a n i s m o , a t a l e s p r o d u c t o s s e l e s 

c o n o c e como m e t a b o l l t o s s e c u n d a r l o s ( 4 7 ) . 

La p r o d u c c i ó n por f e r m e n t a c i ó n de g l b e r e l i n a s e s un 



e j e m p l o c l á s i c o de p r o d u c c i ó n de m e t a b o l i t o s s e c u n d a r l o s 

( 6 2 ) . La p r o d u c c i ó n e c o n ó m i c a de m e t a b o l i t o s s e c u n d a r i o s 

r e q u i e r e , que una p r o p o r c i ón máx i ma de 1 o s n u t r i e n t e s 

d i s p o n i b l e s e s t é d i r i g i d a a l a f o r m a c i ó n d e l p r o d u c t o y un 

minimo a l a f o r m a c i ó n de b i o m a s a . A s í , en e l c a s o de l a 

f e r m e n t a c i ó n g i b e r e l í n i c a , l a p r o d u c c i ó n t i e n e l u g a r una 

vez que e l mi c e l i o ha a l c a n z a d o s u máx i mo c r e e i mi e n t o 

(24, 3 3 ) . 

1 . 1 . 4 B i o s i n t e s i s . 

La m a y o r í a d e e s t u d i o s d i r i g i d o s a e s c l a r e c e r l a s 

r u t a s b i o s i n t é t i c a s d e l á c i d o g l b e r é l i c o s e han b a s a d o en 

e l a i s l a m i e n t o y c a r a c t e r i z a c i ó n de p r o d u c t o s f i n a l e s de 

f e r m e n t a c i o n e s . En o t r o s e s t u d i o s s e e m p l e a r o n p r e c u r s o r e s 

m a r c a d o s , y a s í , s e e l u c i d a r o n l a s r u t a s m e t a b ó l i c a s . 

Ahora s e c o n o c e n l a s p r i n c i p a l e s e t a p a s de l a r u t a 

b l o s l n t é t l c a . Como puede v e r s e en l a F i g u r a 4 , d i c h a r u t a 

c o n s t a de t r e s e t a p a s p r i n c i p a l e s . 

La p r i m e r a e t a p a e s común a l a b i o s i n t e s i s de 

d i t e r p e n o s y c o n s i s t e en l a c o n d e n s a c i ó n de u n i d a d e s de 

a c e t a t o , v í a a c e t i 1 - C o - A , a t r a v é s de m e v a l o n a t o a 

g e r a n i l p i r o f o s f a t o y p o s t e r i o r m e n t e v i a f a r n e s i 1 p i r o f o s f a -

t o a g e r a n i l p i r o f o s f a t o . 



En l a s e g u n d a e t a p a , hay c i c l i z a c i ó n d e l 

g e r a n i l g e r a n l l p i r o f o s f a t o p a r a dar l u g a r a l e n t - k a u r e n o . 

En l a t e r c e r a e t a p a , 1 o s c o m p u e s t o s d e r i v a d o s d e l 

k a u r e n o s e m o d i f i c a n por c o n t r a c c i ó n d e l a n i 1 l o s e g u i d o 

por v a r i a s h i d r o x i l a c i o n e s y o x i d a c i o n e s p a r a -formar e l 

á c i d o g l b e r é l i c o (33, 5 9 ) . 

1 . 1 . 5 T i p o s de f e r m e n t a c i ó n r e p o r t a d a s p a r a l a 

p r o d u c c i ó n de GAa. 

1 . 1 . 5 . 1 F e r m e n t a c i ó n s u m e r g i d a . 

El p r i m i t i v o método J a p o n é s , de p r o d u c c i ó n s e b a s a 

en e l c u l t i v o s u p e r f i c i a l de G. fujikuroi en medio l i q u i d o , 

p e r o l o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s por e s t e método no e r a n muy 

a l e n t a d o r e s , y a q u e , d e s p u é s de p e r í o d o s p r o l o n g a d o s de 

i n c u b a c i ó n , s e p r o d u c í a una gran v a r i e d a d de c o m p u e s t o s , 

g e n e r a l m e n t e con b a j o r e n d i m i e n t o en g i b e r e l l n a s ( 6 4 ) . 

P o s t e r i o r m e n t e , e l d e s a r r o l l o de t é c n i c a s de 

f e r m e n t a c i ó n s u m e r g i d a con a g i t a c i ó n y a i r e a c i ó n p a r a l a 

p r o d u c c i ó n de a n t i b i ó t i c o s , s u g i r i ó s u a p l i c a c i ó n p a r a l a 

o b t e n c i ó n d e l á c i d o g l b e r é l l c o . L o s c i e n t í f i c o s j a p o n e s e s 

e I n g l e s e s emplearon l a f e r m e n t a c i ó n por a g i t a c i ó n en una 

s o l a e t a p a y l o s n o r t e a m e r i c a n o s e l p r o c e d i m i e n t o de 



f e r m e n t a c i ó n en t r e s . 

P o s t e r i o r m e n t e , s e m e j o r a r o n l a s c e p a s e h i c i e r o n 

c a m b i a s en l a s c o n d i c i o n e s de f e r m e n t a c i ó n , t a l e s como 

m o d i f i c a r l o s c o n s t i t u y e n t e s d e l medio de c u l t i v o , con e l 

f i n de o p t i m i z a r l a f e r m e n t a c i ó n . En 1 7 6 5 , Hole y 

Z a c h a r í a s d e s c r i b i e r o n l a p r o d u c c i ó n de GAS por 

f e r m e n t a c i ó n s u m e r g i d a en c o n t i n u o , y r e p o r t a r o n n i v e l e s 

de p r o d u c c i ón e s p e c l f i e o s t a n a l t o s como a q u e l 1 o s 

o b t e n ! d o s en c o n d l e l o n e s s e m e j a n t e s d e f e r m e n t a c i ó n 

s u m e r g i d a por l o t e <29). 

En 1 9 7 9 , s e h i z o h i n c a p i é en que l a t é c n i c a de 

f e r m e n t a c i ó n s u m e r g i d a , p a r a l a p r o d u c c i ó n de GA», e s t a b a 

a p r o x i m á n d o s e a l p u n t a de s a t u r a c i ó n , más a l l á d e l c u a l l a 

m e j o r a e c o n ó m i c a d e l p r o c e s o e r a d i f í c i l , de t a l manera 

que r e s u l t ó c o n v e n ! e n t e e x p l o r a r o t r o s cami n o s p a r a 

m e j o r a r l a e c o n o m í a en l a p r o d u c c i ó n de GAs <35). 

El o b s t á c u l o e c o n ó m i c o más g r a n d e en l a p r o d u c c i ó n 

de GAs por f e r m e n t a c i ó n s u m e r g i d a , e s e l h e c h o de que e l 

p r o d u c t o s e e n c u e n t r a muy d i l u i d o , l o que c o n l l e v a a a l t o s 

c o s t o s de p r o c e s a m i e n t o p a r a l a s e p a r a c i ó n d e l p r o d u c t o y 

l a e l i m i n a c i ó n de g r a n d e s volúmenes de a g u a de d e s e c h o 

( 3 7 ) . 

1 . 1 . 5 . 2 F e r m e n t a c i ó n en e s t a d o s ó l i d a . 



En aRos r e c i e n t e s , en t o d o e l mundo s e ha g e n e r a d o 

un g r a n i n t e r é s por l a s f e r m e n t a c i o n e s en e s t a d o s ó l i d o . 

Comparando l a p r o d u c c i ó n de GAs por s u s t r a t o s ó l i d o y 

f e r m e n t a c i ó n s u m e r g i d a , s e Í n d i c a que hay un mayor rend¿. 

m i e n t o p o r e l ú l t i m o método ( 3 8 ) . Además de l a mayor 

p r o d u c t i v i d a d , l a f e r m e n t a c i ó n en s u s t r a t o s ó l i d o o f r e c e 

muchas o t r a s v e n t a j a s e c o n ó m i c a s y p r á c t i c a s . 

E n t r e l a s e c o n ó m i c a s e s t á e l c o s t o más b a j o d e l medio de 

c u l t i v o y de o p e r a c i ó n d e l p r o c e s o i n d u s t r i a l ( 2 0 , 3 8 , 4 8 ) . 

L a s f e r m e n t a c i o n e s en e s t a d o s ó l i d o , son a q u e l l a s 

en l a s c u a l e s e l c r e c i m i e n t o m i c r o b i a n o y l a f o r m a c i ó n 

de p r o d u c t o s e l l e v a n a c a b o en l a s s u p e r f i c i e s de s u s t r a -

t o s s ó l i d o s que i n c l u y e n p r o d u c t o s a g r í c o l a s como a r r o z , 

t r i g o , mi j o , c e b a d a , m a í z , s o y a , e t c . con c o n t e n í d o s de 

b a j a humedad ( 6 5 ) . La f a s e s ó l i d a puede p r o p o r c i o n a r una 

f u e n t e r i c a y c o m p l e j a de n u t r i e n t e s y además un s o p o r t e 

p a r a e l c r e c i m i e n t o m i c r o b i a n o . 

En l a s f e r m e n t a c i o n e s en e s t a d o s ó l i d o , s e pueden 

o b t e n e r c o n d i c i o n e s s e l e c t i v a s p a r a e l c r e c i m i e n t o f ú n g i c o 

humedeciendo l o s s ó l i d o s con medio a b a j o pH y con a l t a 

d e n s i d a d de i n ó c u l o de e s p o r a s ( 2 8 ) . 

L a s v e n t a j a s y d e s v e n t a j a s de l a f e r m e n t a c i ó n en 

e s t a d o s ó l i d o r e s p e c t o a l c u l t i v o s u m e r g i d o s e resumen a 

c o n t i n u a c i ó n ! 



Ventaja« de l a fermentación en estado sól ido sobre 

el c u l t i v o sumergido. 

- L o s s u s t r a t o s s ó l i d o s pueden r e q u e r i r ú n i c a m e n t e l a 

a d i c i ó n de a g u a . S e pueden a ñ a d i r o t r o s n u t r i e n t e s . 

- R e c i p i e n t e s de f e r m e n t a c i ó n r e l a t i v a m e n t e p e q u e ñ o s usan 

p o c « a g u a , e l s u s t r a t o e s t a c o n c e n t r a d o . 

- L o s t a n q u e s d e l i n ó c u l o son i n n e c e s a r i o s y s e puede u s a r 

un i n ó c u l o de e s p o r a s . 

- La b a j a humedad r e d u c e e l p r o b l e m a de c o n t a m i n a c i ó n 

b a c t e r i a n a . 

- La a i r e a c i ó n s e f a c i 1 i t a por e s p a c l o s e n t r e 1 a s 

p a r t í c u l a s de s u s t r a t o s y p a r t í c u l a s de l a m e z c l a . 

- El r e n d i m i e n t o de p r o d u c t o puede s e r mucho más a l t o que 

en e l medio l í q u i d o y e s r e p r o d u c i b l e . 

- L o s s ó l i d o s f e r m e n t a d o s s e pueden e x t r a e r i n m e d i a t a m e n t e 

por a d i c i ó n d i r e c t a de s o l v e n t e s o s e pueden mantener en 

e s t a d a c o n g e l a d o a n t e s de l a e x t r a c c i ó n . 

- L o s métodos de s u s t r a t o s ó l i d o s e pueden u s a r p a r a 

p r o p o r c i o n a r m e d í o a m b i e n t e s de p o c o e f e c t o de c o r t e p a r a 

h o n g o s f i l a m e n t o s a s s e n s i b l e s a e s e e f e c t o . 

- D e s v e n t a j a s de l a f e r m e n t a c i ó n en e s t a d o s ó l i d o r e s p e c t o 

a l a f e r m e n t a c i ó n s u m e r g i d a . 



- L o s s u s t r a t o s s ó l i d o s n a t u r a l e s , g e n e r a l m e n t e , r e q u i e r e n 

de a l g u n a c l a s e de p r e t r a t a m i e n t o p a r a h a c e r s u s 

c o n s t i t u y e n t e s q u í m i c o s más a c c e s i b l e s y s u e s t r u c t u r a 

f í s i c a más s u s c e p t i b l e a l a p e n e t r a c i ó n d e l m i c e l i o . 

- Puede s e r n e c e s a r i a una s u p l e m e n t a c i ó n de n u t r i e n t e s 

p a r a p r o p o r c i o n a r un medio c o m p l e m e n t a r l o p a r a i n i c i a r l a 

p r o d u c c i ó n de b l o m a s a , s í n t e s i s de e n z i m a s i n d u c i b l e s , 

p r o p o r c i o n a r c o n d i c i o n e s de c r e c i m i e n t o b a l a n c e a d a o 

p r o l o n g a r l a p r o d u c c i ó n de m e t a b o l l t o s s e c u n d a r l o s . 

- La a g i t a c i ó n debe s e r s u f i c i e n t e m e n t e l e n t a p a r a que no 

s e a f e c t e e l n i v e l de c r e c í mi e n t o -fúngi c o p e r o , 1 a 

e x p a n s i ó n d e l s u s t r a t o puede d i s m i n u i r l a e f i c i e n c i a de 

a g i t a c i ó n d e l s u s t r a t o s ó l i d o d u r a n t e e l c u l t i v o . 

- Hay d i f i c u l t a d e s a n a l í t i c a s p a r a medir c a m b i o s f í s i c o s , 

q u í m i c o s y b i o l ó g i c o s d u r a n t e l a f e r m e n t a c i ó n , s i n embargo 

s e pueden h a c e r m e d i c i o n e s a u t o m á t i c a s d e l consumo de O* y 

Cite. 

- Es d i f í c i l s e p a r a r l a b lomasa m i c r o b i a n a a p a r t i r de l o s 

s u s t r a t o s s ó l i d o s r e s i d u a l e s , y a que e l m i c e l i o e s t á 

f u e r t e m e n t e u n i d o a l s u s t r a t o (43, 50, 5 3 , 5 5 ) . 

1 . 1 . 6 I n f l u e n c i a de l a s c o n d i c i o n e s de f e r m e n t a c i ó n 

en l a p r o d u c c i ó n de g i b e r e l i n a s . 



La p r o d u c c i ó n e x i t o s a en un m e t a b o l i t o f ù n g i c o 

r e q u i e r e de un c o n o c i m i e n t o d e t a l l a d o de l a s 

c a r a c t e r í s t i c a s d e l c r e c i m i e n t o y de l a f i s i o l o g i a d e l 

hongo en c u e s t i ó n . Cada hongo t i e n e su p r o p i o d e s a r r o l l o 

a n a t ó m i c o , m o r f o l ò g i c o y f i s i o l ó g i c o . P a r a una máxima 

f o r m a c i ó n d e l p r o d u c t o en c a d a f e r m e n t a c i ó n s e deben 

e s t a b l e c e r l a s c o n d i c i o n e s de i n c u b a c i ó n p r e c i s a s y e l 

e s t a d o a d e c u a d o de d e s a r r o l l a ( 1 1 ) . Se ha comprobado que 

l a s c o n d i c i o n e s ó p t i m a s p a r a l a f o r m a c i ó n de Gfla s e dan en 

c u l t i v o s en l o s que s e r e s t r i n g e l a f u e n t e de n i t r ó g e n o , 

m i e n t r a s s e d e s a r r o l l a e l m i c e l i o a l m e t a b o l i z a r una f u e n -

t e de c a r b o n o (8, 9 ) . 

Como f u e n t e de n i t r ó g e n o s e ha u t i 1 i z a d o 

p r e f e r e n t e m e n t e n i t r ó g e n o a m o n i a c a l y como f u e n t e s 

a l t e r n a s s e han u t i l i z a d o s e m i l l a s de c e r e a l e s o de o t r a s 

p l a n t a s ( 3 3 ) . 

En c u a n t o a l a f u e n t e de c a r b o n o e s d e s e a b l e un 

p r o c e s o de l i b e r a c i ó n l e n t a p a r a e v i t a r r e p r e s i ó n 

c a t a b ò l i c a . 

Por o t r a p a r t e , s e ha d e m o s t r a d o que l a s a c a r o s a e s 

mejor que l a g l u c o s a como f u e n t e de c a r b o n o , p e r o t a m b i é n 

s e pueden u t i l i z a r h a r i n a s y a c e i t e s v e g e t a l e s l o s c u a l e s 

pueden c o n t e n e r p r e c u r s o r e s de l a m o l é c u l a de 0A» ( 2 4 ) . 



También s e r e q u i e r e de Mg2 + , P04*y S04* que 

s e e n c u e n t r a n como i m p u r e z a s en l a s f u e n t e s n a t u r a l e s de 

c a r b o n o y n i t r ó g e n o . S i n embargo a l g u n a s v e c e s e s 

n e c e s a r i o a d i c i o n a r l a s <8, 9 ) . 

La t e m p e r a t u r a ó p t i m a p a r a l a p r o d u c c i ó n de 6A» e s 

2 9 ° C, a r r i b a de e s t a t e m p e r a t u r a hay u n d e s c e n s o r á p i d o 

en l a p r o d u c c i ó n ( 3 3 ) . 

La p r o d u c c i ó n de BAa e s i n d e p e n d i e n t e d e l pH en e l 

i n t e r v a l o de 3 . 0 - 5 . 5 , p e r o f u e r a de e s t e Í n t e r v a l o , l a 

v e l o c i d a d de p r o d u c c i ó n y p r o d u c t i v i d a d d e c r e c e n (8, 9 ) . 

S t o d o l a e t a l ( 1 9 5 5 ) o b s e r v a r o n que en medios con 

pH i n i c i a l e n t r e 2 y 3 , con una t e n d e n c i a h a c i a l a 

a c i d i f i c a c i ó n , s e producen l a s g i b e r e l i n a s Ai y Aa, 

m i e n t r a s que a pH 7 , s e i n c r e m e n t a l a p r o d u c c i ó n de l a s 

g i b e r e l i n a s A«, A7, Ais, Ai* y Asa ( 6 4 ) . 

El medio a m b i e n t e g a s e o s o a f e c t a s i g n i f i c a t i v a m e n t e 

l a v e l o c i d a d de f o r m a c i ó n de l a b l o m a s a y de b i o s l n t e s i s 

d e l p r o d u c t o en e l e s t a d o s ó l i d o . Nos puede p r o p o r c i o n a r 

una manera de moni t o r e a r l a a c t i v i d a d b i o l ó g i c a en l a 

f a s e l i q u i d a por d e t e r m i n a c i o n e s de p a r á m e t r o s t a l e s 

como Oz, COz, t e m p e r a t u r a y humedad, además p r o p o r c i o n a 

una b a s e I m p o r t a n t e p a r a e l d e s a r r o l l o de s i s t e m a s a d e c u a -

d o s de c o n t r o l d e l p r o c e s o p a r a o b t e n e r medio a m b i e n t e s 



m i c r o b i a n o » más e s t a b l e s en f e r m e n t a c i o n e s en e s t a d o 

5 6 1 I d o ( 2 0 ) . 

1 . 1 . 7 Mét odos r e p o r t a d o s p a r a 1 a p u r i f i c a c 1 6 n e 

I d e n t i f i c a c i ó n de QA». 

La s e p a r a c i ó n y c u a n t l f I c a c l ó n de l a f a m i l i a de l a s 

g l b e r e l l n a s ha r e c i b i d o mucha a t e n c i ó n en l a l i t e r a t u r a . 

L o s s i s t e m a s de e n s a y o u s a d o s i n i c i a l mente en 1 o s 

e s t u d l o s de 1 a s g i b e r e l i ñ a s s e b a s a r o n en s u s e f e c t o s en 

l a s e x t e n s i o n e s de l o s t e j i d o s de p l a n t a s ( 1 , 3 , 4 , 1 7 , 

IB, 2 3 , 3 2 ) . 

El a l s l a m i e n t o de una g i b e r e l 1 na p r e s e n t e en g r a n 

c a n t i d a d puede e f e c t u a r s e , g e n e r a l m e n t e , p o r c r o m a t o g r a f í a 

de a d s o r c i ó n r e p e t i d a . La s e p a r a c i ó n de o t r o t i p o de 

g l b e r e l l n a s l a s c u a l e s son componentes menores y a menudo 

q u í m i c a m e n t e muy s i m i l a r e s , e s muy d i f í c i l y r e q u i e r e 

• 1 u s o de c r o m a t o g r a f í a de p a r t i c i ó n a s i como de c r o m a t o -

g r a f í a de a d s o r c i ó n ( 2 1 ) . 

En e l p r o c e s o o r i g i n a l p a r a e l a l s i a m i e n t o de 

g i b e r e l i n a s , s e usó a d s o r c i ó n por c a r b ó n s e g u i d o p o r l a v a -

do y a d i c i ó n de un s o l v e n t e , g e n e r a l m e n t e a c e t o n a . Numero-

s o s p r o c e s o s d e s c r i b e n e l u s o de r e s i n a s de i n t e r c a m b i o 

i ó n i c o con e x t r a c c i o n e s en b a s e a s o l v e n t e s * Todos l o s 



p r o c e s o s de s o l v e n t e s dependen de l a e x t r a c c i ó n en 

c o n d i c i o n e s á c l d a s (pH 2 - 4 ) . L a s p a t e n t e s de P f i z e r and 

Co. (1959) y de ZCZ (1959) m o s t r a r o n que e l a c e t a t o de 

e t i l o y l a m e t l l i s o b u t i l e e t o n a e r a n e f e c t i v o s . L a s e t a p a s 

de p u r i f i c a c i ó n a e s c a l a c o m e r c i a l pueden b a s a r s e en s l s t g 

mas r e g u l a d o r e s de s o l v e n t e s ( 1 2 ) . 

Más t a r d e * s e i n v e s t i g ó e l u s o de co lumnas d e á c i d o 

s i IX c i c o y c a r b ó n a c t i vado p a r a 1a p u r i f i c a c i ón de 

e x t r a c t o s c r u d o s . La t é c n i c a de c r o m a t o g r a f í a de p a r t i c i ó n 

m o s t r ó s e r p a r t i c u l a r m e n t e ó t i 1 en l a s e p a r a c i ó n de 

g i b e r e l i n a s a p a r t i r de m e z c l a s que no s e r e s o l v i e r o n por 

c r o m a t o g r a f í a de a d s o r c i ó n r e p e t i d a ( 6 0 ) . 

Muchos i n v e s t i g a d o r e s han o b t e n i d o p r o d u c t o s p u r o s 

a p a r t i r de e x t r a c t o s c r u d o s por l o s métodos a n t e s 

d e s c r 1 t o s (25 , 2 6 ) . S i n embargo, en a l g u n o s c a s o s , f u e 

n e c e s a r i o p u r i f i c a r p o s t e r i o r m e n t e una f r a c c i ó n o b t e n i d a 

por c r o m a t o g r a f í a en columna, por e l método de 

c r o m a t o g r a f 1 a en p l a c a d e l g a d a y menos comunmente por 

c r o m a t o g r a f 1 a en p a p e l . 

La c r o m a t o g r a f í a en p l a c a d e l g a d a e s un método 

e f e c t i v o p a r a I d e n t i f i c a r l a m a y o r í a de g i b e r e l i n a s s i hay 

d i s p o n i b i l i d a d de m u e s t r a s de r e f e r e n c i a de g i b e r e l i n a s . 

MacMil lan y S u t e r (1963) s e p a r a r o n m e z c l a s de 9 



g i b e r e l l n a s d i f e r e n t e s s o b r a s l l l c a g a l y k l e s e l g u h r 

usando v a r i o s s i s t e m a s de d e s a r r o l l o d i f e r e n t e s (43 , 4 6 ) . 

L a s g l b e r e l i ñ a s son d e t e c t a d a s d e s p u é s de l a 

c r o m a t o g r a f 1 a por s u f 1 u o r e s c e n c l a y c o l o r d e s p u é s de 

c a l e n t a r con un r e a c t i vo a d e c u a d o . El r e a c t i v o que s e 

emplea más comunmente e s á c i d o s u l f ú r i c o c o n c e n t r a d o , 

ap 1 i c a d o por a t omi z a c i ón como una s o l uc i ón a l 55C en 

e t a n o l , y c a l e n t a n d o a 120°C por 10 m i n u t o s ( J o n e s e t a l 

1963)„ 

Con e l a d v e n i m i e n t o de l a HPLC s e d e s v i ó e l i n t e r é s 

de l o s métodos c r o m a t o g r á f i c o s t r a d i c i o n a l e s de c a p a 

d e l g a d a y s e e n f o c ó en l a t é c n i c a más n u e v a (6 , 3 1 ) « 

P a r a m u e s t r a s de m a t r i c e s c o m p l e j a s (medios de 

c u l t i v o , t e j i d o s de p l a n t a s ) , puede o c u r r i r o b s t r u c c i ó n de 

1 a c o l u m n a , r e q u i r i endo 1 i mp i ez a ex t e n s i v a o 

r e e m p l a z a m i e n t o f r e c u e n t e de columnas g a s t a d a s . Se ha 

d e s a r r o l l a d o un método de c r o m a t o g r a f í a en c a p a d e l g a d a de 

a l t a r e s o l u c i ó n (HPTLC). P a r a d e t e r m i n a c i o n e s de v a l o r e s 

de g i b e r e l i n a s As y A«, A7 combi n a d a s en c a l d o s de 

f e r m e n t a c i ó n (30) • 

La i d e n t i f i c a c i ó n de un c o m p u e s t o q u í m i c o 

t r a d i c l o n a l m e n t e , r e q u i r i ó e l a n á l i s i s q u í m i c o d e l 

c o m p u e s t o , d e t e r m i n a c i ó n d e l p e s o m o l e c u l a r y e l c á l c u l o 



de l a f ó r m u í a m o l e c u l a r . L o s métodos de a n á l i s i s más 

n u e v o s , i n c l u y e n d o e s p e c t r o m e t r í a de masas y 

e s p e c t r o m e t r í a de r e s o n a n c i a m a g n é t i c o n u c l e a r , h a n 

s i m p l i f i c a d o c o n s i d e r a b l e m e n t e l o s p r o c e d i m i e n t o s de 

i d e n t i f i c a c i ó n y l a s g i b e r e l i n a s más n u e v a s s e han 

c a r a c t e r i z a d o u t i l i z a n d o é s t a s t é c n i c a s ( 5 4 ) . 

Ikekawa y Sumiki (1963) i n t r o d u j e r o n l a 

c r o m a t o g r a f l a de g a s como un método de s e p a r a c i ó n e 

i d e n t i f i c a c i ó n de g i b e r e l i n a s , usando co lumnas de p o l í m e r o 

de m e t i l s i 1 i c o n a y p o l í m e r o f l ú o r i nado a b a s e de 

a l k i s i l i c o n a . Con e x c e p c i ó n de l a g i b e r e l i n a A» t o d a s l a s 

m u e s t r a s d i e r o n p u n t o s a g u d o s s i n d e s c o m p o s i c i ó n . E l l o s 

d e m o s t r a r o n que 1 o s t i empos de r e t e n c i ó n e r a n 

r e p r o d u c i b l e s y f u e r o n c a p a c e s de e s t a n d a r i z a r l a s 

columnas p a r a t o d a s l a s g i b e r e l i ñ a s usando úni camente un 

p o c o de l o s e s t á n d a r e s de r e f e r e n c i a y a d i s p o n i b l e s ( 1 2 ) . 

La c r o m a t o g r a f í a de g a s no ayuda por s i misma p a r a 

t r a b a j o p r e p a r a t i v o , y a que s o l á m e n t e s e pueden a p i i c a r 

c a n t i d a d e s muy p e q u e ñ a s de m a t e r i a l s i s e r e q u i e r e a l t a 

r e s o l u c i ó n . Wul fson y c o l a b o r a d o r e s (1965) i n v e s t i g a r o n e l 

u s o de e s p e c t r o m e t r í a de masas de b a j a r e s o l u c i ó n en e l 

a n á l i s i s de m e z c l a s de g i b e r e l i n a s que son d i f í c i l e s de 

s e p a r a r por c r o m a t o g r a f í a . Usando l o s m e t i l y e t l l é s t e r e s 



de g l b e r e l l n a s A*, As y A« d e m o s t r a r o n que l o s p a t r o n e s de 

• f ragmentac ión son l o s u f i c i e n t e m e n t e d i f e r e n t e s p a r a permi. 

t i r l a i d e n t i f i c a c i ó n de é s t a s g l b e r e l l n a s en una m e z c l a . 

Muchos i n v e s t i g a d o r e s o b t u v i e r o n d a t o s de e s p e c t r o s de 

masa p a r a a l q u i l é s t e r e s de g l b e r e l l n a s p a r t i c u l a r e s y 

u s a r o n é s t a i n f o r m a c i ó n p a r a e s t a b l e c e r l a f ó r m u l a m o l e c u -

l a r de é s t o s c o m p u e s t o s . 

MacMll lan y c o l a b o r a d o r e s (1967) e x p l o r a r o n e l u s o 

de c r o m a t o g r a f í a de g a s combinada con e s p e c t r o m e t r í a de 

masas en l a i d e n t i f i c a c i ó n de g l b e r e l l n a s p r e s e n t e s en 

ex t r a c t o s c r u d o s de p l a n t a s . E l 1 o s o b t u v i e r o n e s p e c t r o s 

de b a j a r e s o l u c i ó n de un e x t r a c t o c r u d o m e t i l a d o a 

p a r t i r de s e m i l l a s Inmaduras de Fhas&olue multiftorus, 

d e s p u e s de l a s e p a r a c i ó n por c r o m a t o g r a f 1 a de g a s e s , l a s 

g l b e r e l l n a s e s t e r l f I c a d a s en l a m e z c l a f u e r o n i d e n t i f i c a , 

d a s como g l b e r e l l n a s Ai, A«, As, A« y As (66, 6 7 ) . 

L a s t é c n i c a s combinadas de c r o m a t o g r a f í a de g a s e s y 

e s p e c t r o m e t r í a de m a s a s , son c a p a c e s de i d e n t i f i c a r g l b e r g 

l i n a s c o n o c i d a s y d e t e c t a r l a s d e s c o n o c i d a s . MacMll lan 

(1968) s o s t i e n e que l a t é c n i c a , e s c a p a z de e s t i m a r l a s 

c a n t i d a d e s t o t a l e s de c a d a g l b e r e l l n a p r e s e n t e en un 

e x t r a c t o c r u d o . La r e l e v a n c i a de t a l e s v a l o r e s p a r a l a 

c a n t i d a d de g l b e r e l l n a s p r e s e n t e s , dependerán de l a e f i -



c i e n c i a de l a e x t r a c c i ó n , p u r i f i c a c i ó n p r e e l i m i n a r y 

p r o c e d i m i e n t o s de m e t i l a c i ó n <7, 10 , 2 2 ) . 

La e s p e c t r o s c o p l a de r e s o n a n c i a m a g n é t i c a n u c í e a r 

f u e u s a d a p a r a c o n f i r m a r l a e s t r u c t u r a d e l á c i d o 

g i b e r é l i c o p r o p u e s t o por C r o s s y c o l a b o r a d o r e s ( 1 9 5 9 ) . El 

d i s e ñ o y d i s p o n i b i l i d a d de m e j o r e q u i p o p e r m i t i ó a l a 

e s p e c t r o s c o p i a u s a r c a n t i d a d e s mucho más p e q u e ñ a s de m a t e -

r i a l , y a h o r a é s t a t é c n i c a , s e puede u s a r p a r a g i b e r e l i n a s 

o b t e n i d a s en c a n t i d a d e s de m i l i g r a m o s ( 6 1 ) . 

Los métodos de Z . R . , e s p e c t r o f o t o m é t r i c o s U . V . , 

f l u o r o m é t r i c o s y de b i o e n s a y o s , s o n , p r o b a b l e m e n t e , l o s 

m e j o r e s p a r a l a e s t i m a c i ó n de ©A» en m e d i o s de 

f e r m e n t a c i ó n o en forma c r u d a , c o n s i d e r a n d o que pueden 

u t i l i z a r s e una g r a n v a r i e d a d de o t r o s métodos p a r a s u 

e s t i m a c i ó n . 

Los b i o e n s a y o s s e han u t i 1 i z a d o p a r a e s t u d i a r e l 

c o n t e n i d o de g i b e r e l i n a s en p l a n t a s -

Debido a que l a s hormonas de p l a n t a s en l a m a y o r í a 

de e x t r a c t o s s e e n c u e n t r a n en t r a z a s , l a d e t e c c i ó n 

f i s i c o q u í m i c a d i r e c t a e s i m p o s i b l e d u r a n t e l a s p r i m e r a s 

e t a p a s de p u r i f i c a c i ó n . 

En e l c a s o de l a s g i b e r e l i n a s l a d e t e c c i ó n en l a s 

ú l t i m a s e t a p a s d e p u r i f i c a c i ó n , e s d i f í c i l d e b i d o a l a 



b a j a l o n g i t u d de onda y b a j o c o e f i c i e n t e de e x t i n c i ó n de 

a b s o r c i ó n de l u z U. V. de e s t o s c o m p u e s t o s . En e s t a s 

s i t u a c i o n e s , l o s b l o e n s a y o s s e han u s a d o p a r * d e t e c t a r l a s 

g i b e r e l i n a s y p a r a m o n i t o r e a r e l p r o c e s o de p u r i f i c a c i ó n 

( 1 2 ) . 

E s t u d i o s p r e l i m i n a r e s h e c h o s por Kumar (36) han 

1 n d l c a d o que 1 o s métodos a n a l 1 1 i e o s r u t 1 n a r i o s dan 

r e s p u e s t a s p o b r e s , a no s e r que e l e x t r a c t o c r u d o d e l 

hongo, o b t e n i d o por f e r m e n t a c i ó n en s u s t r a t o s ó l i d o , s e a 

a l t a m e n t e p u r i f i c a d o . S i n embargo, p r o d u c t o s m i c r o b i a n o s 

t a l e s como m i c o t o x l n a s pueden s e r e s t i m a d o s por 

e s p e c t r o f 1 u o r o d e n s i t o m e t r l a con g r a n p r e c i s i ó n , s i n 

r e c u r r i r a una p u r i f i c a c i ó n e x t e n s i v a ( 3 6 ) . 



1 . 2 . - OBJETIVOS» 

1 . 2 . 1 O b j e t i v o g e n e r a l . 

E v a l u a r e l e f e c t o de l a f u e n t e de c a r b o n o s o b r e l a 

p r o d u c c i ó n de g i b e r e l i n a s por Ú i b b e r e l l a f u j i k u r o t 

ATCC-12616 en un s i s t e m a de f e r m e n t a c i ó n s ó l i d a por l o t e s 

a b a s e de r e s i d u o s a g r o i n d u s t r i a l e s . 

1 . 2 . 2 O b j e t i v o s p a r t i c u l a r e s . 

1) P r o b a r l a c a p a c i d a d de e s p o r u l a c i ó n d e l hongo en 

v a r i o s medi o s de c u l t i vo con v i s t a a l a p r e p a r a c i ón de 

inóculo. 

2) D i s e ñ a r e l s i s t e m a de i n ó c u l o « 

3) E s t a n d a r i z a r t é c n i c a s p a r a l a d e t e r m i n a c i ó n 

c u a l i t a t i v a y c u a n t i t a t i v a de á c i d o g l b e r é l i c o . 

4) E v a l u a r l a c a p a c i d a d de C . f u j i k u r o t p a r a 

p r o d u c i r á c i d o g l b e r é l i c o , u t i l i z a n d o s a l v a d o de t r i g o o 

e l g r a n o a g o t a d o d e l p r o c e s o de m a c e r a c l ó n de l a m a l t a 

como s u s t r a t o s . 



2.O.-MATERIAL Y METODOSi 

2 . 1 M i c r o o r g a n i s m o . 

£1 m i c r o o r g a n i s m o u t i l i z a d o f u e e l hongo G i b & e r e l l a 

/ u j t f t u r o t ATCC - 1 2 6 1 6 , c u y a c o n s e r v a c i ó n s e e f e c t u ó por 

r e s i embras p e r i ó d i c a s r e a l 1 z a d a s c a d a mes en a g a r 

i n c l i n a d o d e x t r o s a y papa (PDA). S e i n c u b ó a 2 8 ° C , una 

v e z d e s a r r o l l a d o , s e mantuvo en r e f r i g e r a c i ó n a una 

t e m p e r a t u r a de 2 a 8 ° C . 

2 . 2 I n ó c u l o . 

Se u t i l i z a r o n e s p o r a s s u s p e n d i d a s en medio l i q u i d o 

de c a r b o x i m e t l l c e l u l o s a con una c o n c e n t r a c i ó n de 1 . 5 x 10* 

U . F . C . / m l ( 1 3 , 1 5 ) . 

El i n ó c u l o s e u t i l i z ó a una c o n c e n t r a c i ó n d e l SX 

v/p en b a s e a l p e s o d e l s a l v a d o de t r i g o o m a s i l l a en e l 

medí o de c u l t i v o , e s t o e s , 3 mi de c u l t i v o 1 i qui do 

e s p o r u l a d o a c a d a matraz con 25 g de medio . 

2 . 2 . 1 P r o d u c c i ó n d e l c u l t i v o e s p o r u l a d o . 

A un c u l t i v o maduro de G t b & e r e l t a fujikurot en PDA 

i n c l i n a d o s e l e a ñ a d i ó 5 mi de s o l u c i ó n s a l i n a e s t é r i l y 

s e a g i t ó v i g o r o s a m e n t e p a r a h a c e r una s u s p e n s i ó n d e l 

c u l t i v o . 



Se 1 n o c u l a r on 3 mi de medío cabox i m e t 1 1 c e l u l o s a 

s u p l e m e n t a d o y IX de CaCOa con 0 . 2 mi de l a s u s p e n s i ó n 

mi c e l 1 a l , s e i n c u b ó a 28°C y 200 rpm d u r a n t e 96 h p a r a 

i n d u c i r l a e s p o r u l a c l ó n . ( 1 3 , 1 5 , 5 6 , 5 7 ) . 

2 . 2 . 2 D e t e r m i n a c i ó n de l a p o b l a c i ó n en e l l n ó c u l o . 

La d e t e r m i n a c i ó n d e l número de u n i d a d e s hormadoras 

de c o l o n i a s por mi ( u f c / m l ) en e l i n ó c u l o , s e h i z o por 

medio de l a t é c n i c a de c u e n t a v i a b l e en p l a c a , u t i l i z a n d o 

e l medio de PDA s u p l e m e n t a d o con á c i d o t a r t á r i c o a l 10X 

p a r a a j u s t a r e l pH de 3 . 5 - 0 . 1 . El a n á l i s i s s e h i z o por 

t r i p l i c a d o ( 1 4 ) . 

2 . 3 P r o c e d i m i e n t o f e r m e n t a t i v o 

La f e r m e n t a c i ó n t u v o l u g a r en m a t r a c e s de 250 mi 

con 25 g de medio de c u l t i v o a 2 8 - 1°C con una d u r a c i ó n 

de 7 d í a s en c o n d i c i o n e s e s t á t i c a s i en e l t r a n s c u r s o de 

l o s c u a l e s s e tomaron m u e s t r a s d i a r i a m e n t e p a r a d e t e r m i n a r 

l a c i n é t i c a de c r e c i m i e n t o por e l método de g l u c o s a m i n a , 

( 2 , 2 7 ) , y l a d e t e c c i ó n de 6AB por t é c n i c a s c r o m a t o g r á f i -

c a s y b l o e n s a y o (30, 3 6 , 3 4 ) • 



2 . 4 M u e s t r e o . 

El m u e s t r e o s e e f e c t u ó c a d a 24 h o r a s s e p a r a n d o 2 

« a t r a c a s por t i e m p o por c o n d i c i ó n , t a s m u e s t r a s s e a l m a c e -

naron a - 1 3 ° C , y p o s t e r i o r m e n t e s e l e s d e t e r m i n ó biomasa 

y á c i d o g i b e r é l i c o . S e u t i l i z ó t o d a l a m u e s t r a de un 

matraz p a r a c a d a d e t e r m i n a c i ó n . 

2 . 5 Medios de c u l t i v o . 

La c o m p o s i c i ó n de l o s medios de c u l t i v o p r o b a d o s s e 

m u e s t r a en l a s T a b l a s <6 y 7) (3? , 4 0 ) . 

Los i n g r e d i e n t e s s e p e s a r o n por s e p a r a d o p a r a c a d a 

m a t r a z , y s e m e z c l a r o n . El a c e i t e de l i n a z a s e e s t e r i l i z ó a 

170°C d u r a n t e 2 h o r a s , p a r a a s e g u r a r que no f u e s e una fueo, 

t e de c o n t a m i n a c i ó n s e e s t e r i l i z ó además por f i l t r a c i ó n . S e 

a d i c i o n ó l a s o l u c i ó n de s a l e s m i n e r a l e s y s e e s t e r i l i z a -

r o n . 

En 1 a s p r i meras f e r m e n t a c i o n e s 1 o s medi o s de 

c u l t i v o s e e s t e r i l i z a r o n en a u t o c l a v e a 1 2 1 ° C d u r a n t e 60 

mi ñ u t o s y s e t u v l e r o n p r o b l e m a s de contami n a c í ó n con 

hongos de l o s g é n e r o s Pentcilttvm, Aspergillv*, Neuronpora 

y Rhieopu&j a l aumentar e l t i e m p o de e s t e r i l i z a c i ó n a 90 

m i n u t o s s e e v i t o l a c o n t a m i n a c i ó n . ( 4 2 ) . Una v e z e s t é r i l e s , 

a t e m p e r a t u r a a m b i e n t e s e l e s a d i c i o n a r o n l a s s o l u c i o n e s 



e s t é r i l e s de u r e a y s u l f a t o de m a g n e s i o en c o n d i c i o n e s 

a s é p t i c a s . 

2 . 6 Métodos a n a l í t i c o s . 

2 . 6 . 1 C r e c i m i e n t o . 

La d e t e r m i n a c i ó n de l a b iomasa f ú n g l c a s e b a s a en 

medir e l c o n t e n i d o de q u i t i n a a medida que a v a n z a l a 

• f e r m e n t a c i ó n . La p r o p o r c i ó n de q u i t i n a a l p e s o d e l m i c e l i o 

v a r i a con l a e d a d , m o r f o l o g i a y medio a m b i e n t e en e l c u á l 

c r e c e e l hongo. 

La d e t e r m i n a c i ó n de q u i t i n a e s i n d i r e c t a , y a que l o 

que s e c u a n t i f i c a e s l a g l u c o s a m i na p r o d u c i da por 

h i d r ó l i s i s à c i d a de e s t a C2, 2 7 ) . 

2 . 6 . 1 . 1 H i d r ó l i s i s à c i d a ( c o n v e r s i ó n de q u i t i n a a 

g l u c o s a m i n a ) . 

A l a t o t a l i d a d de l a m u e s t r a c o n t e n i d a en e l matraz 

E r l e n m e y e r s e l e a d i c i o n a n 25 mi de HC1 6 N. El matraz s e 

t a p a y s e c o l o c a en un baño de agua a t e m p e r a t u r a de 

e b u l l i c i ó n ( ? 2 * C) d u r a n t e 1 2 - 15 h p a r a e f e c t u a r l a 

d i g e s t i ó n d e l p o i i s a c á r i d o . Una v e z enf r i a d o a 

t e m p e r a t u r a a m b i e n t e , l a m u e s t r a s e f i l t r a a t r a v é s de 



p a p e l Whatman #1 p a r a e l i mi nar e l r e s i d u o s ó l i d o . El 

f i l t r a d o s e a l m a c e n a a 4 - 1 0 ° C . 

2 . 6 . 1 . 2 D e t e r m i n a c i ó n de g l u c o s a m i n a » 

Fundamento i 

L a s h e x o s a m i n a s s e someten a una r e a c c i ó n de 

a c e t i 1 a c i ó n a l i n c u b a r s e con a c e t i 1 a c e t o n a a 9 0 ° C . Una 

vez a c e t i l a d a s , r e a c c i o n a n con e l p _ d i m e t i l a m i n o b e n z a l d e h i , 

do en s o l u c i ó n a l c o h ó l i c a à c i d a a 6 5 - 7 0 ° C p a r a f o r m a r un 

compuesto de c o n d e n s a c i ó n que a b s o r b e a 5 6 0 - 5 7 0 n m . ( 5 , 5 8 ) . 

R e a c t i v o s « 

A m o r t i g u a d o r de c a r b o n a t o s pH 9 . 6 m e z c l a r v o l ú m e n e s 

i g u a l e s de NaHCQ» 1 . 0 M y NazCOs 1 . 0 M. 

R e a c t i v o de a c e t i 1 a c e t o n a « 

A ñ a d i r 2 . 5 mi de a c e t i l a c e t o n a r e d e s t l l a d a a 50 mi 

d e l a m o r t i g u a d o r de c a r b o n a t o s . E s t e r e a c t i v o e s e s t a b l e 

por 2 - 3 h o r a s a 18°C. 

R e a c t i v o de E r l l n c h i 

D i s o l v e r 3 . 2 g de P - d i m e t l l a m l n o b e n z a l d e h l d o en 60 

mi de e t a n o l y 60 mi de ó c l d o c l o r h í d r i c o . 

P r o c e d i m i e n t o i 

C o l o c a r en un t u b o de e n s a y o 2 . 5 mi de m u e s t r a y 



una g o t a de s o l u c i ó n i n d i c a d o r a de f e n o l f t a l e i n a a l 0 .5X 

en e t a n o l . N e u t r a l i z a r con NaOH 1 . 0 M h a s t a e l v i r e d e l 

i n d i c a d o r y a j u s t a r e l volumen a 5 mi con a g u a 

b i d e s t l l a d a . ARadir 2 . 5 mi de r e a c t i v o de a c e t i l a c e t o n a , 

m e z c l a r , t a p a r f l o j a m e n t e , c a l e n t a r por 45 m i n u t o s en baño 

de agua a ?0°C y e n f r i a r en baño de a g u a . A ñ a d i r 6 . 5 - 1 2 . 5 

mi de e t a n o l s e g u i d o por 2 . 5 mi de r e a c t i v o de E r l i n c h ; 

a f o r a r a 25 mi con e t a n o l , m e z c l a r s u a v e m e n t e , i n c u b a r en 

baño de a g u a a 6 5 - 7 0 ° C d u r a n t e 10 m i n u t o s y r e p o s a r 1 - 2 h 

a t e m p e r a t u r a a m b i e n t e . L e e r a 530 nm ( e s p e c t r o * o t ó m e t r o 

Coleman Jr I I 6 / 2 0 ) . 

2 . 6 . 2 D e t e r m i n a c i ó n de á c i d o g i b e r é l l c o . 

2 . 6 . 2 . 1 E x t r a c c i ó n de GA». 

El medio de c u l t i v o s e t r a t ó con una s o l u c i ó n acuQ. 

s a de e t a n o l a l 10X a j u n t a n d o e l pH a 2 . 5 con HC1 c o n c e n -

t r a d o . La r e l a c i ó n de medio de c u l t i v o a s o l v e n t e f u e l i 5 . 

( 3 7 , 4 1 ) . El t i e m p o de c o n t a c t o f u e 1 h a 25°C con a g i t a -

c i ó n c o n t i n u a u t i l i z a n d o un a g i t a d o r de h é l i c e « Se f i l t r ó 

a t r a v é s de p a p e l Whatman # 41« L o s e x t r a c t o s s e c o n c e n -

t r a r o n a v a c i o en un r o t a v a p o r . E l c o n c e n t r a d o s e r e c u p e r ó 

con 3 mi de metanol y s e a lmacenó a 10°C. 



2 . 6 . 2 . 2 B l o e n s a y o . 

Fundamentoi 

La b a t e r í a de e n z i m a s ( a l r e d e d o r de 18) r e q u e r i d a s 

p a r a l a l i c u e f a c c i ó n e v e n t u a l de l a s r e s e r v a s a l m a c e n a d a s 

en e l g r a n o de c e b a d a d e r i v a n p r i n c i p a l m e n t e de l a c a p a 

a l e u r o n a . ( F i g . 5 ) . Y muchas de e l l a s son c o n t r o l a d a s de 

A l g u n a manera por l a s g i b e r e l i n a s . <47). El g r a n o s e c o 

g e n e r a l m e n t e c o n t i e n e n i v e l e s muy b a j o s de g i b e r e l i n a s y , 

s i e s t a s s e añaden a l medio, pueden e s t i m u l a r a l a s 

c é l u l a s de a l e u r o n a a s e c r e t a r una s e r l e de enz i mas 

h i d r o l l t i c a s , en p a r t i c u l a r a - a m i l a s a . ( 3 ) . La a c t i v i d a d 

de l a c t - a m i l a s a s e d e t e r m i n a m e d i a n t e l a c u a n t i f i c a c i ó n de 

l o s a z ú c a r e s r e d u c t o r e s por e l método d e l á c i d o 

3 , 5 - d i n i t r o s a l l e í 1 i c o (DNS) ( 5 1 ) . 

P r o c e d i m i e n t o i 

La a c t i v i d a d b i o l ó g i c a s e m i d i ó por d e t e r m i n a c i ó n 

d e l endospermo de c e b a d a p r e t r a t a d a . Todas l a s d e t e r m i n a -

c i o n e s s e h i c i e r o n por t r i p l i c a d o . El p r e t r a t a m i e n t o c o n -

s i s t i ó en r e m o j a r s e m i l l a s de c e b a d a en s o l u c i ó n de 

h l p o c l o r l t o de s o d i o 0 . 1 X pH 3 . 3 d u r a n t e 2 h ( 6 3 ) . L a v a r 

con a g u a d e s t i l a d a , d e j a r r e p o s a r 18 h a 12°C y e l i m i n a r 

e l embrión (44, 5 2 ) . P a r t i r l o n g i t u d i n a l m e n t e en d o s p a r -

t e s l a s e m i l l a . Se i n c u b a r o n t r e s m i t a d e s de s e m i l l a s de 



c e b a d * s i n embrión en t u b o s de e n s a y o de 13x100 e s t é r i l e s 

c o n t e n i e n d o 0 . 1 mi de agua d e s t i l a d a e s t é r l l f 200 ¿ig de 

e s t r e p t o m i c i n a y 0 . 9 mi de m u e s t r a p r o b l e m a . L a s s e m i l l a s 

s e I n c u b a r o n por 7 2 h a 30°C <39). La m e z c l a de I n c u b a c i ó n 

s e m o l i ó en un m o r t e r o con 11 mi de agua d e s t i l a d a (3) y 

s e a g i t ó por 5 m i n u t o s con 0 . 5 g de a m b e r l l t a . La m e z c l a 

homogénea s e f i l t r ó con p a p e l Whatman # 4 1 . A 3 mi de c a d a 

f i l t r a d o s e l e a ñ a d i e r o n 3 mi de á c i d o 3 , 5 - D N S , l a s o l u -

c i ó n s e c a l e n t ó a 100°C por 5 m i n u t o s y s e m i d i ó l a a b s o r -

b e n c i a a 540nm en un e s p e c t r o f o t ó m e t r o S e q u o l a - T u r n e r 

modelo 340. 

El á c i d o 3,5-DNS s e p r e p a r ó por a d i c i ó n de 1 g de 

á c i d o 3 , 5 - d i n i t r o s a l 1 c i l i c o en 20 mi de NaOH 2N y 50 mi de 

a g u a , s e g u i d o s por l a a d i c i ó n de 30 g de t a r t r a t o de s o d i o 

y p o t a s i o y d i l u c i ó n de l a s o l u c i ó n a 300ml con agua 

d e s t i l a d a ( 3 9 ) . 

2 . 7 . 2 . 3 C r o m a t o g r a f í a en p l a c a f i n a . 

Pr imeramente s e p r e p a r a r o n p l a c a s de v i d r i o con 

s l l l c a g e l 6 , s e s e c a r o n y a c t i v a r o n a 120°C d u r a n t e una 

h o r a , s e a p i i c ó e l e s t á n d a r de GAs, a l r e v e l a r s e 

o b s e r v a r o n s e ñ a l e s muy d i f u s a s . P o s t e r i o r m e n t e s e u t i l i z a -

ron p l a c a s de c r o m a t o g r a f í a de a c r l l i c o con s i l l c a g e l G 



(Whatman 60 F 254) con un e s p e s o r de 0 . 2 mm a c t i v a d * » a 

110°C d u r a n t e 1 h r . Se a p l i c a r o n 5 f j 1 d e l e x t r a c t a conceQ. 

t r a d o y de B o l u c i o n e s e s t a n d a r de á c i d o g l b e r é l i c o . 

P a r a l e l a m e n t e s e p r o b a r o n d i f e r e n t e s s i s t e m a s de 

s o l v e n t e s i e l o r o f o r m o - a c e t a t o de e t l l o - á c l do a c é t l e o 

< 5 i 4 i 1 ) , m e t a n o l - a c e t o n a (8s 2 ) , é t e r i s o p r o p í 1 i c o - á c i d o 

a c é t i c o < 9 5 i 5 ) , b e n c e n o - á c i d o a c é t i c o - a g u a ( 6 i 3 t 5 ) , 

b e n c e n o - á c i d o p r o p i ó n i c o - a g u a ( 8 s 3 s 5 ) y c l o r u r o de 

m e t i l e n o - m e t a n o l (Bi2) ( 3 6 ) . 

P a r a v i s u a l i z a r a l a l u z U.V. l o s c r o m a t o g r a m a s , s e 

p r o b a r o n d o s métodos y d o s s o l u c i o n e s de r e v e l a d o . En e l 

p r i m e r método (Kumar) s e a t o m i z a r o n l o s c r o m a t o g r a m a s con 

una s o l u c i ó n de á c i d o s u l f ú r i c o c o n c e n t r a d o con 5% de e t a -

n o l , s e c a l e n t a r o n a 100*0 d u r a n t e 30 m i n u t o s y s e o b s e r v a 

r o n . 

En e l s e g u n d o método ( H o l t ) e l r e v e l a d o s e h i z o 

c o l o c a n d o l a s p l a c a s de manera h o r i z o n t a l en una camara 

s a t u r a d a con á c i d o c l o r h í d r i c o c o n c e n t r a d o , d u r a n t e 30 

m i n u t o s , s e s e e a r o n a 1 1 0 ° C d u r a n t e 10 m i n u t o s y s e v i s u a -

l i z a r o n en l u z U.V. t a n t o a l o n g i t u d de onda c o r t a como 

a l a r g a ( 4 6 ) . 



3 . 0 RESULTADOS Y DISCUSION! 

Al i n i c i a de e s t e t r a b a j o s e p r a c t i c a r o n 

d i f e r e n t e s t é c n i c a s p a r a h a c e r o b s e r v a c i o n e s a l m i c r o s c o -

p i o d e l honQo G. fujikxtroi c o n s e r v a d o en a g a r d e x t r o s a y 

papa . E s t e examen m i c r o s c ó p i c o r e v e l ó un a b u n d a n t e c r e c i -

miento v e g e t a t i v o y a u s e n c i a de e s p o r a s . 

Por l o a n t e r i o r , s e p r o c e d i ó a p r o b a r d i v e r s o s 

medios de c u l t i v o p a r a i n d u c i r l a e s p o r u l a c i ó n d e l hongo. 

El medio que d l ó mejor r e s u l t a d o f u e e l de 

c a r b o x l m e t l l c e l u l o s a ( 1 5 ) . 

E s t e medio f u e s u p l e m e n t a d o con CaCO» a l 1% y de 

e s t a manera a l o s c u a t r o d i a s de i n c u b a c i ó n s e o b t u v o una 

p r o d u c c i ó n de e s p o r a s más a b u n d a n t e que en e l mismo medio 

s i n e l CaCOa. 

El examen mi c r o s c ó p l c o r e v e l ó 1 a p r e s e n c i a de 

m l c r o c o n l d i o s , m a c r o c o n i d i o s , c l a m l d o s p o r a s y a r t r o s p o r a s 

( F l g . 6 ) . 

Una v e z que s e l o g r ó l a e s p o r u l a c i ó n , s e s e p a r ó 

m i c e l i o de l a s e s p o r a s , f i l t r a n d o l a s u s p e n s i ó n a t r a v é s 

de a l m o h a d i l l a s de l a n a de v i d r i o de d i f e r e n t e e s p e s o r y 

c o n t a n d o en una cámara de Neubauer l a s e s p o r a s <16) . 



P a r « d e t e r m i n a r l a s UFC/ml e l medio que d i ó m e j o r e s 

r e s u l t a d o s f u e e l de a g a r d e n t r o s a y papa» y a que en e l de 

F o s t e r no s e a p r e c i a b a n b i e n l a s c o l o n i a s y en e l de 

Mart in» e l c r e c i m i e n t o f u e muy l e n t o . 

Con r e s p e c t o a l o s s o p o r t e s que s e u t i l i z a r o n c a b e 

h a c e r mención q u e , d e s p u e s de una e x a u s t i v a búsqueda de ÍQ, 

f o r m a c i ó n n o s o t r o s no e n c o n t r a m o s d a t o s d e l u s o de m a s i l l a 

como s o p o r t e . 

A l a m a s i l l a s e l e d i ó un p r e t r a t a m i e n t o de s e c a d o 

p a r a e l i m i n a r humedad, p u e s cuando s e usó d i r e c t a m e n t e » no 

hubo c r e c i m i e n t o . El s e c a d o de m a s i l l a s e r e a l i z ó en e s t u f a 

de s e c a d o y a l s o l , e s t e ú l t i m o d i ó buenos r e s u l t a d o s -

P a r a e s t i m a r l o s r e n d i m i e n t o s de b l o m a s a d u r a n t e l a 

f e r m e n t a c i ó n , f u e n e c e s a r i a medir l a c o n c e n t r a c i ó n de g l u -

c o s a m l n a en una m u e s t r a c o n o c i d a de m i c e l i o s e c o ( l l e v a d o 

a p e s o c o n s t a n t e ) p a r a c o r r e l a c i o n a r l a c o n c e n t r a c i ó n de 

g l u c o s a m l n a a l p e s o s e c o de l a b l o m a s a . De e s t a f o r m a s e 

e n c o n t r ó que un mg de g l u c o s a m l n a e s i g u a l a 37 mg de m l c g 

l i o s e c o ( F i g . 7 ) . 

Una p o s i b l e i n t e r f e r e n c i a a l u s a r g l u c o s a m l n a como 

una medida d e l c r e c i m i e n t o f ú n g i c o en s u s t r a t o s c o m p l e j o s 

e s l a p r e s e n c i a de g l u c o s a m l n a en forma de g l u c o p r o t e í n a 

en d i f e r e n t e s s e m i l l a s . S i n embargo, e s t o no i n t e r f i e r e 



con 1 a d e t e r m i n a c í ó n de l a g l u c o s a m i n a t o t a l , y a que l a 

c a n t i d a d de g l u c o s a m l n a p r o c e d e n t e de l a s s e m i l l a s e s 

c a r a c t e r i « t i c a de 1 a s mi smas y permanece c o n s t a n t e 

d u r a n t e l a f e r m e n t a c i ó n . 

Al a n a l i z a r l o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s en l a s - f i g u r a s 

B y 9 p a r a e l e f e c t o de l a f u e n t e de c a r b o n o s o b r e e l 

c r e c i m i e n t o de <3. fujibxiroi en un s i s t e m a b a t c h , s e puede 

o b s e r v a r que 1 a f ormac i ón de b i omasa e s mayor p a r a 1 o s 

c a s o s en que s e emplea s a l v a d o de t r i g o que p a r a l o s de 

m a s i l l a . 

D u r a n t e l a s p r i m e r a s 48 h de f e r m e n t a c i ó n , s e p r e -

s e n t a r o n d i f e r e n c i a s s i g n i f i c a t i v a s en e l c r e c i m i e n t o , a l 

v a r i a r t a n t o l a f u e n t e de c a r b o n o como e l s o p o r t e s s i e n d o 

l a mayor f o r m a c i ó n de b lomasa p a r a a l m i d ó n - s a l v a d o de 

t r i g o , p e r o a l f i n a l de l a f e r m e n t a c i ó n e l c r e c i m i e n t o 

a l c a n z a d o s e I g u a l a en t o d o s l o s c a s o s . 

P a r a v e r que s o l v e n t e r e s u l t a b a mas a d e c u a d o p a r a 

l a e x t r a c c i ó n s e l l e v a r o n a c a b o v a r i o s e x p e r i m e n t o s 

u t i l i z a n d o un e s t a n d a r de á c i d o g l b e r ó l i c o y l o s s o l v e n t e s 

a c e t a t o de e t i l o , m e t a n o l , a c e t o n a y e t a n o l a pH 2 . 5 . 

Después de l a e x t r a c c i ó n s e r e a l 1 z ó una 

c r o m a t o g r a f í a y s e o b s e r v ó que l a e m i s i ó n de f l u o r e s c e n c i a 

a l a l u z u l t r a v i o l e t a por e l e s t a n d a r e s l a s i g u i e n t e ! 



e t a n o l > a c e t o n a > metanol > a c e t a t o de e t i l o . 

De a c u e r d o a e s t o s r e s u l t a d o s s e d e c i d i ó u t i l i z a r 

e t a n o l pH 2 . 5 p a r a e x t r a e r e l á c i do g i b e r é l i c o de 1 o s 

medios de c u l t i v o f e r m e n t a d o s . 

Los e x t r a c t o s c r u d o s de 1 o s medi o s de c u l t i vo una 

vez c o n c e n t r a d o s s e a p l i c a r o n con m i c r o p i p e t a s s o b r e l a s 

p l a c a s de s i l i c a g e l | p a r a l l e g a r a l p r o c e d i m i e n t o de 

c r o m a t o g r a f í a en p l a c a d e l g a d a más a d e c u a d o , s e p r o b a r o n 

d i f e r e n t e s t é c n i c a s . 

De t o d o s l o s s i s t e m a s p r o b a d o s l o s que d i e r o n me j o 

r e s r e s u l t a d o s f u e r o n e l de m e t a n o ! - a c e t o n a y e l de c l o r o -

f o r m o - a c e t a t o de e t i l o - á c i d o a c é t i c o , y a que s e o b s e r v ó 

que en l o s demás s i s t e m a s o no s e s e p a r a b a l a s e ñ a l d e l 

p u n t o de a p l i c a c i ó n , o b i e n , l a s e ñ a l c o r r í a a l a misma 

v e l o c i d a d que e l s o l v e n t e . En e l ú l t i m o s i s t e m a s e l o g r ó 

m e j o r s e p a r a c i ó n de l o s d i f e r e n t e s c o m p u e s t o s f l u o r e s c e n -

t e s p r e s e n t e s en l a s m u e s t r a s p r o b l e m a . 

Con e l método de H o l t p a r a r e v e l a d o de l a s s e ñ a l e s 

s e o b t u v i e r o n m e j o r e s r e s u l t a d o s que con e l de Kumar, y a 

que l o s v a l o r e s de Rf son más u n i f o r m e s e n t r e una d e t e r m i -

n a c i ó n y o t r a . Además de que e l manejo de l a s p l a c a s e s 

más s e n c i l l o y con menor r i e s g o p a r a q u i e n e s t á r e a l i z a n d o 

l a d e t e r m i n a c i ó n . 



Se o b s e r v ó que l a c e p a empleada c o - p r o d u c e o t r o s 

r e g u l a d o r e s de c r e c i m i e n t o de p l a n t a s , d i f e r e n t e s a A c i d o 

g i b e r é l 1 c o y a que s e o b s e r v a r o n en 1 o s cromatogramas 

manchas con d i f e r e n t e s v a l o r e s de Rf y a l g u n o s e m i t i e r o n 

f l u o r e s c e n c i a a l a l o n g i t u d de onda u t i l i z a d a p a r a l a 

d e t e r m i n a c i ó n , p e r o s o l o una de é s t a s c o r r e s p o n d i ó a á c i d o 

g i b e r é l i c o . El v a l o r de Rf o b s e r v a d o p a r a GAS e s de 0 . 5 . 

con e s t e s i s t e m a de e l u e n t e s ( P l g . 1 0 ) . 

P a r a 11 e v a r a c a b o e l b i o e n s a y o , t o d o e l mater i a l 

empleado s e e s t e r i l i z ó y a l a s e m i l l a de c e b a d a s e l e d l ó 

un t r a t a m i e n t o de p r e g e r m i n a c i ó n p a r a e l i m i n a r e l e m b r i ó n . 

En l a s f i g u r a s 11 y 12 donde s e g r a f i c a n l o s mg de 

GAa por kg de medio de c u l t i v o , s e puede n o t a r que l a p r o -

d u c c i ó n de GAa e s más a l t a en m a s i l l a que en s a l v a d o . 

E s t o s e debe p r o b a b l e m e n t e , a que hay mejor 

t r a n s f e r e n c i a de o x i g e n o y una e l i mi n a c i ó n de COZ más 

e f i e l e n t e en l a masi l i a , y a que en medi o cuando s e 

e s t e r 11 i z a en a u t o e l a v e no s e c o m p a c t a ; y e l s a l v a d o de 

t r i g o s i t i e n d e a formar masas c o m p a c t a s d e s p u é s de l a 

e s t e r i l i z a c i ó n . 

P a r a ambos s o p o r t e s l a mayor p r o d u c c i ó n s e p r e s e n t a 

en a lmidón de maiz, . s e g u i d o de a lmidón s o l u b l e y en menor 

c a n t i d a d en g l u c o s a . 



El que s e o b t e n g a mayor acumul a c i ón de GA3 en 

almi dón de malz que en a lmi dón s o l u b i e t i ene g r a n 

I m p o r t a n c i a e c o n ó m i c a , y a que e l a lmidón s o l u b l e e s más 

c o s t o s o que e l a lmidón de maíz» 

81 comparamos 1 o s r e s u l t a d o s de p r o d u c c i ón de GA» 

o b t e n i d o s en e l p r e s e n t e t r a b a j o , con l o s o b t e n i d o s por 

Kumar y c o l a b o r a d o r e s ( 4 5 ) , podemos o b s e r v a r que en 

n u e s t r o c a s o s e t i enen c o n c e n t r a c i o n e s a l d o b l e p a r a 

s a l v a d o de t r i g o y c u a t r o v e c e s m a y o r e s cuando s e emplea 

m a s i l l a . E s t o puede d e b e r s e ( p a r a e l c a s o d e l s a l v a d o ) , a 

que en e l p r e s e n t e t r a b a j o l a d e t e r m i n a c i ó n s e e f e c t u ó por 

b i o e n s a y o y Kumar y c o l a b o r a d o r e s u t i 1 i z a r o n e l método 

• s p e c t r o f l u o r o d e n s i t o m é t r i c o . E s t o s a u t o r e s mencionan 

(43) que cuando 1 a d e t e r mi nac i ón s e h a c e por e l método 

e s p e c t r o f o t o m é t r l c o , f l u o r o m é t r i c o o b i o e n s a y o , l o s 

v a l o r e s que s e o b t i e n e n son más a l t o s (a l d o b l e ) , d e b i d o a 

l a p r e s e n c i a de o t r o s c o m p u e s t o s f l u o r e s c e n t e s d i f e r e n t e s 

a GAs en l o s e x t r a c t o s c r u d o s } y p o r e s t o s métodos no e s 

p o s i b l e d i s t i n g u i r GAs de e s o s c o m p u e s t o s i n t e r f e r e n t e s . 

En e l p r e s e n t e t r a b a j a no s e l e s d i ó t r a t a m i e n t o de 

p u r i f i c a c i ó n a l o s e x t r a c t o s c r u d o s , s e u s a r o n 

d i r e c t a m e n t e y a l c o r r e r 1 a s c r o m a t o g r a f 1 a s s e pudo 

o b s e r v a r más de una mancha f l u o r e s c e n t e con l o c u a l s e 



c o n f i r m a l o a n t e r i o r . 

P a r a e l c a s o de l a m a s i l l a aún c o n s i d e r a n d o l a s 

o b s e r v a c i o n e s de Kumar y c o l a b o r a d o r e s <43) l o s v a l o r e s 

o b t e n i d o s s i g u e n s i e n d o muy a l t o s . 



4 . 0 CONCLUSIONES. 

De a c u e r d o a 1 o s r e s u l t a d o s e x p e r i mental e s 

o b t e n i d o s s e c o n c l u y e quei 

1 . - El hongo O t & b e r e l t a fujíkuvoi A T C C - 1 2 6 1 6 e s un buen 

p r o d u c t o r de GAB en 1 a s c o n d i c i o n e s de - f e r m e n t a c i ó n 

e m p l e a d a s p a r a e l p r e s e n t e t r a b a j o . 

2.a- El medio de c a r b o x i m e t i l c e l u l o s a s u p l e m e n t a d o con 

CaCOa a l IX e s e l a d e c u a d o p a r a i nduc i r a l a 

e s p o r u l a c i ó n a l hongo G t b b e r e l l a fujtkurot s i n que s e 

a f e c t e l a p r o d u c c i ó n de GAa. 

3 . - L a s c o n d i c i o n e s de e s t e r l 1 i z a c i ó n en a u t o c l a v e 

e m p l e a d a s , 1 2 1 ° C d u r a n t e 90 m i n u t o s e v i t a n l a c o n t a m i -

n a c i ó n de l o s m e d i o s de c u l t i v o por hongos d u r a n t e 

e l p r o c e s o . 

4 . - La e x t r a c c i ó n de GAa d e l o s medios de c u l t i v o e s más 

e f i c i e n t e con e t a n o l pH 2 . 5 . 

5 . - La t é c n i c a de c r o m a t o g r a f í a en p l a c a d e l g a d a que 

o f r e c e 1 o s m e j o r e s r e s u l t a d o s en l a d e t e c c i ó n de GAa 

e s l a que emplea e l s i s t e m a de e l u e n t e s 

c l o r o f o r m o - a c e t a t o de e t i l o - á c i d o a c é t i c o y como 

r e v e l a d o r á c i d o c l o r h í d r i c o c o n c e n t r a d o . 

6 . - La a c u m u l a c i ó n de b iomasa e s mayor en l o s medios que 

c o n t i e n e n s a l v a d o de t r i g o . 



El medio de c u l t i v o de m a s i l l a - a l m i d ó n de maíz e s 

donde s e o b t i e n e n m e j o r e s r e s u l t a d o s de p r o d u c c i ó n de 

GAa. 

Con e l método de b l o e n s a y o s e o b t i e n e n buenos 

r e s u l t a d o s en l a d e t e r m i n a c i ó n de l a c o n c e n t r a c i ó n de 

SAs en l o s e x t r a c t o s c r u d o s . 
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APENDICE 



TABLA I 

D A T O S FISICOS Y Q U I M I C O S DE A L G U N A S G I 8 E R Ê L I N A S 



T A B L A 2 - A C T I V I D A D B I O L O G I C A D E L A S G I B E R E L I N A S 

" PRODUCCION DE RAPIDO ALARGAMIENTO DE APICES E INTERNODULOS DE LAS PLANTAS. 

* HOJAS DE PLANTAS TRATADAS TIENEN COLOR MAS CLARO QUE LAS NO TRATADAS. 

* RAPIDO Y PROLONGADO ALARGAMIENTO DEL TALLO. 

* AUMENTO DE PESO TOTAL POR INCREMENTO EN FIJACION DE CARBONO EN CHICHARO Y TRIGO. 

* AUMENTO DE GROSOR DEL PECIOLO DE LAS HOJAS Y AUMENTO EN PESO FRESCO Y SECO 

HASTA 50% EN APIO. 

* ACELERA DESARROLLO DE FLORES DALIA, ROSA, GERANIO, PETUNIA. 

* INCREMENTA EL CRECIMIENTO Y FORMACION DE RENUEVOS EN P U N T I T A S JOVENES DE ARCE, 

ALAMO, ROBLE. 

* ESTIMULA LA GERMINACION E INCREMENTA LA CANTIDAD DE ALGUNAS ENZIMAS (ALFA AMILASA) 

EN CEBADA, ARROZ, TRIGO. 



» • 

T A B L A 3 - U S O S C O M E R C I A L E S D E A C I D O G I B E R E L I C O E N A G R I C U L T U R A Y H O R T I C U L T U R A . 

CULTIVO EFECTOS APLICACION PAIS 

CAÑA DE 

AZUCAR 

INCREMENTAR EL RENDIMIENTO DE LA 

COSECHA A MAS DE 5TON. POR ACRE 

Y LA OBTENCION DE AZUCAR DE 0.2 

A 0.5 TON. POR ACRE. 

62G DE GA3 POR ACRE, APLICACION 

COMO CALDO, GIBEREUNAS SEMIPU -

RIFICADAS Y CRISTALINAS. 

E.U. 

(HAWAI 1) 

SEMILLAS DE 

PAPA 

ESTIMULAR LA GERMINACION (PARTI-

CULARMENTE UTIL EN CUMAS CON 2 

0 3 COSECHAS EN UNA ESTACION) 

SUMERGIR INMEDIATAMENTE ANTES 

DE QUITAR LOS BROTES 0 PLANTAR. INDIA 

ALCACHOFAS INCREMENTAR EL NUMERO DE FRU -

TOS POR PLANTA: ADELANTANDO LA 

COSECHA POR VARIAS SEMANAS. 

120 ppm POR APLICACION FOLIAR. CHIPRE, 

ESPAÑA, 

ISRAEL, 

ITALIA. 

RUIBARBO ESTIMULAR LA GERMINACION EN CUL-

TIVOS TEMPRANOS, INCREMENTANDO 

EL RENDIMIENTO DE LOS TRONCOS. 

APLICACION DE SOLUCION DE GA3 A 

LA CORONA DE LAS PLANTAS DE 

RUIBARBO. 

REINO UNIDO 

LUPULO INCREMENTAR RENDIMIENTOS ARRIBA 

DEL 40%. 

5 A 15 ppm POR APLICACION POR 

ATOMIZACION EN LA ETAPA DE ESCO 

BILLA 0 ANTES. 

AUSTRALIA, 

E. U. 

TOMATE INCREMENTAR RENDIMIENTOS. 40G POR HECTAREA POR ATOMIZA -

CION (2 A 3 VECES) EN LA 

FLORACION. 

CHECOSLOVA-

QUIA. 



T A B L A 4 - D I S T R I B U C I O N D E C O N S U M O D E GA3 EN M E X I C O EN 1989 ( A L M E S D E J U N I O ). 

» • 
EMPRESA/ PAIS PRECIO 

( D O L A R E S ) 

VOLUMEN 

( K G ) 

VALOR COMERCIAL 

( D O L A R E S ) 

CERVECERIA CUAUHTEMOC, S.A. 

ESTADOS UNIDOS 

$1,349.75 4.0 $5,399 

EQUIPAR, S.A. DE C.V. 

ESTADOS UNIDOS 

$330.00 0.1 $33 

INT. DE FERTILIZANTES, S A $798.20 5.0 $3,991 

SIN EMPRESA REGISTRADA 

REINO UNIDO 

$839.03 155.0 $130,050 

ICI MEX., S.A. DE C.V. $799.05 106.1 $84,779 

SIN EMPRESA REGISTRADA 

REINO UNIDO 

$773.73 159.6 $123,488 

LABORATORIOS HELIOS, S.A. DE C.V. 

ESTADOS UNIDOS 

$810.89 65.0 $52,708 

CEBADAS Y MALTAS, S.A. DE C.V. 

ESTADOS UNIDOS 

$1,251.60 35.0 $43,806 

BIOENZIMAS, S.A. 

ESTADOS UNIDOS 

HONG KONG 

$291.20 

$293.76 

$286.97 

138.0 

45.0 

93.0 

$40,186 

$13,219 

$26,967 

SIN EMPRESA REGISTRADA 

ESTADOS UNIDOS 

$758.07 30.0 $22,742 

TOTALES 

FUENTE: SECOFI, BANCOMEXT 1990 



T A B L A 5 - P R I N C I P A L E S C O M P A Ñ I A S P R O D U C T O R A S D E G I B E R E L I N A S . 

COMPAÑIA LOCALIZACION 

ABBOTT LABORATORIES NORTH CHICAGO, II., U.S.A. 

MERCK AND COMPANY, INC. RAHWAY, N.J., U.S.A. 

IMPERIAL CHEMICAL INDUSTRIES MANCHESTER, G.B. 

PIERREL, S.P.A MILAN, ITALIA 

KYOWA HAKKO KOGYO TOKIO, JAPON 

TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES OSAKA, JAPON 



T A B L A 6 - C O M P O S I C I O N DE L O S M E D I O S DE C U L T I V O S O L I D O S 

S E P R E P A R O P O R S E P A R A D O E L M E D I O D E C U L T I V O P A R A C A D A M A T R A Z 

( 2 5 G / M A T R A Z ) C O N E L F I N D E F A C I L I T A R L A H O M O G E N I Z A C I O N D E L M I S M O . 

A B C D E F 

SALVADO DE TRIGO (G/MATRAZ) 20 20 20 0 0 0 

MASILLA (G) 0 0 0 20 20 20 

ALMIDON SOLUBLE (G) 5 0 0 ' 5 0 0 

GLUCOSA (G) 0 5 0 0 5 0 

ALMIDON DE MAIZ (G) 0 0 5 0 0 5 

ACEITE DE LINAZA (ML) 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 

SOLUCION DE SALES MINERALES (ML) 20.25 20.25 20.25 20.25 20.25 20.25 

SOLUCION DE M g S 0 4 AL 37% (ML) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

SOLUCION DE UREA AL 7.5% (ML) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 



T A B L A 7 - C O M P O S I C I O N DE L A S O L U C I O N D E S A L E S M I N E R A L E S . 

ZnS04 7 H20 . 70 ppm 

CuS04 . 5 H 2 0 70 ppm 

FeS04 7 H2O 70 ppm 

HCL 16.90% HCL 



EMBRION 

Ffg. 1 Diagrama esquemático que iFusíra algunos aspectos asociado con la hidrólisis 
de las reservas en la germinación de un grano de trigo (Tríticum satívum) o ce-
bada (Hordeum vulgar* grami). La glberelina producida por el embrión estimula 
las células de la capa aleurona para sintetizar y secretar a-amilasa (y otras 
hidrolasas) que degrada almidón en el endospermo, proporcionando azúcares 
para la semilla que germina. 
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FIG. 3 - IMPORTACIONES DE GA3 EN MEXICO 1978-1988 

I H AÑO CD KGS 
F U E N T E : S E C O F I , B A N C O M E X T 1989 
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fig.5 CORTE LONGITUDINAL DE UN GRANO DE CEBADA 



Fig. 6 Morfología microscópica de GibbereHa fujîkuroi 
(macrocontóios y microconidîos) 



C O N C E N T R A C I O N DE GLUCOSÁMINA mg/mí 

F I G . 7 C U R V A P A T R O N D E G L U C O S A M I N A P A R A L A 

D E T E R M I N A C I O N D E C R E C I M I E N T O . 



BIOMASA ( mg. de peso s e c o ). 

TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ). 
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FIG. 8 - EFECTO DE LA FUENTE DE 
CARBONO SOBRE EL CRECIMIENTO DE G. 

fujikuroi EN SAL VADO DE TRIGO 



BIOMASA ( mg. de peso s e c o ). 

TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ). 
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FIG. 9- EFECTO DE LA FUENTE DE 
CARBONO SOBRE EL CRECIMIENTO DE G. 

fujikuroi EN MASILLA 



- - f . ... ' r 
ß ¿.o. p -. f • 3,o-l<v.rw Q* i f 

FIG. 10 - CROMATOGRAFIA EN 
PLACA FINA DE GAÎ Y 

MUESTRAS PROBLEMA. 



TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ). 

FIGURA 11.- EFECTO DE LA FUENTE DE 
CARBONO ( SALVADO DE TRIGO-ALMIDON ) 

EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS. 



mg. de GIBERELINA/Kg. de M. CULTIVO. 

TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ). 

FIGURA 12.- EFECTO DE LA FUENTE DE 
CARBONO ( SALVADO DE TRIGO - GLUCOSA ) 

EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS. 



mg. de GIBERELINA/Kg.de M. CULTIVO. 

TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ). 

FIGURA 13.- EFECTO DE LA FUENTE DE 
CARBONO ( SALVADO DE TRIGO- ALMIDON DE 
MAIZ ) EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS. 



mg. de GIBERELINA/Kg. de M. CULTIVO 

TIEMPO DE FERMEMNTACION ( DIAS ). 

FIGURA 14.- EFECTO DE LA FUENTE DE 
CARBONO ( MASILLA - ALMIDON ) EN LA 

PRODUCCION DE GIBERELINAS. 



mg. de GIBERELINA/Kg. de M. CULTIVO. 

TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ). 

FIGURA 15.- EFECTO DE LA FUENTE DE 
CARBONO ( MASILLA- GLUCOSA ) EN LA 

PRODUCCION DE GIBERELINAS. 



mg. de GIBERELINA/ Kg. de M. CULTIVO. 

TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ). 

FIGURA 16.- EFECTO DE LA FUENTE DE 
CARBONO ( MASILLA - ALMIDON DE MAIZ ) 

EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS. 



mg. de GIBERELINA/Kg. de M. CULTIVO. 

TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ). 
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FIGURA 17 - EFECTO DE LA FUENTE DE 
CARBONO EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS 

POR G. fujikuroi. 
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TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ). 
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FIGURA 18.- EFECTO DE LA FUENTE DE 
CARBONO EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS 

POR G. fujikuroi. 



BIOMASA ( mg. de peso s e c o ). mg./Kg. de MEDIO. 
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GIBERELINA BIOMASA 

FIGURA 19.- PRODUCCION DE GIBERELINAS 
Y CRECIMIENTO DE G. fujikuroi EN MEDIO 

S. TRIGO-ALM. MAIZ EN UN CULTIVO BATCH. 
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GIBERELINA BIOMASA 

FIGURA 20.- PRODUCCION DE GIBERELINAS 
Y CRECIMIENTO DE G. fujikuroi EN MEDIO 

MASILLA-ALM. MAIZ EN UN CULTIVO BATCH. 




