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1. RESUMEN.

Las giberelinas constituyen un importante grupo de hormonas vegetales relacionadas
con el crecimiento y desarrollo de numerosas plantas superiores. Estas hormonas pueden
ser producidas por diversos microorganismos, empledndose en las fermentaciones

industriales a Gibberella fujikuroi para su biosintesis.

Entre todas las giberelinas, el acido giberélico (AG:;) es el que presenta mayor
actividad biol6gica, y en esto radica el interés comercial en esta fitohormona. En su nivel
de produccidn intervienen numerosos parametros, muchos de ellos ya estudiados, pero el

nivel 6ptimo de estas variables presenta diferencias respecto a la cepa empleada.

Gibberella fujikuroi produce &cido giberélico como parte de su metabolismo
secundario, cuya sintesis comienza cuando la fuente de nitrégeno es agotada en el medio
de cultivo. Su produccién es proporcional a la concentracién inicial de nitrégeno y a la
disponibilidad de carbono al agotarse el nitrégeno del medio.

El presente proyecto consistié en determinar algunas de las condiciones Gptimas de
cultivo (concentracion inicial de glucosa, relacién entre nitrdgeno organico e inorganico,
relacion carbono / nitrdgeno y potencia por unidad de volumen), asi como la interaccion
de los factores mencionados por medio de superficies de respuesta. Ademas, se probo el
intervalo de confianza al que se ajusta este método de andlisis estadistico para la

optimizacién de las condiciones de la fermentacion.

Se evaluo el efecto combinado de la concentracion inicial de glucosay la relacion
entre el nutriente complejo (agua de cocimiento de maiz) y fuente de carbono (glucosa) en
fermentaciones en matraz. Los resultados obtenidos en estas fermentaciones fueron
empleados para seleccionar entre las dos cepas de que se dispone (Gibberella fujikuroi
NRRL 2278 y Gibberella fujikuroi NRRL 2284) a la que produjera la mayor concentracion
de AG3. La cepa seleccionada fue G. fujikuroi NRRL2284.

Posteriormente, se estudi6 el efecto combinado de la potencia por unidad de volumen
y la relacién carbono nitrégeno en biorreactor de 3 L en la cepa G. fujikuroi NRRL 2284. El
resultado de este trabajo fue la optimizacion de la produccion del acido giberélico (AGs)
dentro de la UPIB| pasando de 0.6 g/L a 0.78 g/L (Rel. C:N =15.62, P/V= 14.96 kW/hm?®)
a nivel biorreactor.



2. ANTECEDENTES.

Las Giberelinas constituyen una extensa familia de acidos diterpendicos, quimica y
bioldgicamente derivados de hidrocarburos diterpendicos tetraciclicos y representan un
grupo importante de hormonas de crecimiento en el reino vegetal. Dentro de esta familia
se han identificado mas de 90 moléculas diferentes, siendo el 4cido Giberélico (AG3) y
una mezcla de las giberelinas AG./AG,, aquellas con mayor actividad biologica, y por

tanto de mayor interés comercial (6).

CH»

H3C OH

Figura No. 1 Estructura quimica del acido giberélico (AG;)

2.1. Historia de las giberelinas.

El conocimiento acerca de las giberelinas comenzé en 1898 con un reporte de Hori
acerca de la enfermedad del arroz denominada “bakanae”, una de las méas antiguas
enfermedades de plantas en el oriente, especialmente en Japon. Las plantas infectadas
son mas delgadas, altas y de color amarillo palido y tras un crecimiento rapido, perecen.
Esto puede extenderse a otras plantas y reducir el rendimiento hasta en un 40%.

Hori descubri6é que el agente causal de esta enfermedad es Fusarium moniliforme, un
hongo imperfecto del suelo. En la etapa perfecta (sexual), el hongo resulté ser Gibberella
fujikuroi. Sawada demostré en 1912 que la enfermedad del “bakanae” es generada por
un estimulo del micelio, y en 1926 Kurosawa encontré que un metabolito del hongo era
quien generaba esta enfermedad, a la cual denominé “toxina”.

Se llevaron a cabo estudios sobre las propiedades fisicas y quimicas de los
metabolitos de este hongo y fue hasta 1934 que Yabuta logré cristalizar uno de ellos, al
cual denominé acido fusarico, un derivado del acido picolinico, el cual producia inhibicién
del crecimiento en plantas, en menor medida que la enfermedad causada por el
microorganismo. Al cambiar la composicién del medio, Yabuta encontré una substancia
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monocristalina, con mayor actividad biolégica a la cual llamé “giberelina”. Esta fue la
primera vez que se empled el término giberelina para una substancia con capacidad de
estimular el crecimiento de plantas (14).

Durante la Segunda Guerra Mundial, se detuvieron los estudios relativos a este tema,
pero al finalizar ésta, resurgio el interés en las giberelinas, ahora también en Gran Bretafia
y Estados Unidos. En Gran Bretafia, el interés principal fue por parte de la empresa
Imperial Chemical Industries (IC), donde se retomaron los estudios sobre la produccion
de las giberelinas. Se aisl6 una substancia con gran actividad biolégica, la cuél fue
denominada acido giberélico (posteriormente llamada AG:;), cuya formula es CigH,,O06, ¥
cuyo efecto fisiologico diferia del reportado por los japoneses, debido a diferencias en las
condiciones de cultivo en que se obtuvo esta sustancia.

En Estados Unidos y Japén se aislé una giberelina con alta actividad biol6gica,
denominada giberelina X por los norteamericanos y giberelina A; por los japoneses.
Posteriormente se encontré que ambas correspondian al denominado acido gberélico,
por lo que éste nombre fue generalmente aceptado.

West y Phinney (1956) reportaron por primera vez la presencia del acido Giberélico en
plantas superiores, asi como otras substancias quimicamente relacionadas y con
actividad biologica similar, a las cuales se denominé substancias “similares a giberelinas”.
En estudios posteriores, se han identificado mas de 90 giberelinas, tanto en plantas como

en microorganismos.

No se ha encontrado otro método de produccién (ademas de la fermentacion
sumergida) comercialmente viable de estas fitohormonas, y dado que se han observado
diferencias considerables en la produccién de AG; entre distintas cepas de Gibberella
fujikuroi empleadas (bajo las mismas condiciones de cultivo), resulta necesario optimizar
la produccion para cada cepa (11).

A pesar de que se ha demostrado la produccion de giberelinas en varios hongos,
levaduras, actinomicetos, bacterias y plantas superiores, Unicamente Gibberella fujikuroi
produce rendimientos suficientes para ser empleada comercialmente (14).



Se han llevado a cabo optimizaciones de las fermentaciones en diversos tipos de
cultivo, tales como fermentacién sumergida (2), fermentacion en estado sélido (10), e
incluso, fermentaciones en reactores de lecho fluidizado (8).

2. 2. Importancia de las giberelinas.

Las giberelinas son hormonas vegetales, que pueden ser producidas por plantas,
hongos, levaduras, actinomicetos y bacterias. La ausencia o disminucion de estas
hormonas en plantas se relaciona con el enanismo y otras enfermedades.

Debido a esto, se ha generado un interés en el sector agricola por estas hormonas,
sobre todo en el &cido giberélico (AG;), que puede ser producido industrialmente por
fermentaciones con hongos filamentosos. Sus usos actualmente son numerosos, Yy
algunos de ellos se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1: Usos del acido giberélico (6).

Producto Efectos Aplicacion

150 g de AG; por hectarea;
Cafna de Incrementa los rendimientos en mas de | aplicacion posible de extractos del
azucar 10 toneladas por hectarea. medio, y giberelinas

semipurificadas o cristalinas.

Tratamiento por goteo
Papas. Ruptura del aletargamiento. inmediatamente después de

plantar.

Incrementa el nUmero de cabezas por L
Solucién de 120 ppm por
Alcachofa planta, adelanta la cosecha en varias L )
aplicacion foliar.
semanas.

_ , Aspersion de solucion 50ppm de
Rompe el aletargamiento, incrementa

Ruibarbo . AG:; a las coronas de las plantas
los rendimientos.

de ruibarbo.

o Solucion de 5 a 15 ppm por
Incrementa los rendimientos hasta en

Lupulo aplicacion en spray a las coronas
40%
de las plantas.

. 40 g por hectarea por aplicacion
Tomates Incrementa los rendimientos

con spray.



Lord Fo


Lord Fo



Ademas de esas aplicaciones, se ha observado que las giberelinas producen efectos
positivos (para fines humanos) sobre microorganismos (incremento en la produccion de
enzimas y/o alcaloides, estimulacion del crecimiento, resistencia a agentes toxicos, etc.),
algas (estimulacion del crecimiento) e incluso animales (estimulacion del crecimiento y de
la actividad de algunos 6rganos), aunque debido a la escasez de giberelinas con
suficiente grado de pureza (para evitar que existan interferencias o efectos secundarios)

estos campos no han sido suficientemente explorados (14).

2.3. Metabolismo de Gibberella fujikuroi.

Un metabolito secundario es una sustancia producida durante la fase estacionaria del
crecimiento para obtener una ventaja con respecto a posibles competidores.

Con el descubrimiento de las giberelinas y el interés por su uso en el sector agricola,
se iniciaron numerosos estudios relativos al metabolismo de Gibberella fujikuroi. Borrow et
al (4) propusieron en uno de sus primeros estudios las fases del crecimiento de G.
fujikuroi en cultivo agitado, las cuales poseen una aceptacion general. Las fases

propuestas son:

a) Fase de latencia. No siempre se presenta, y es debida a la adaptacion del
microorganismo a un nuevo ambiente.

b) Fase de balance. En la que se presenta un crecimiento y una tasa de consumo de
nutrientes alta y termina con el agotamiento del primer nutriente (limitante).

c) Fase de transicion. Consiste en un cambio del metabolismo para adaptarse a las
nuevas condiciones del medio.

d) Fase de almacenamiento. Se sigue consumiendo la fuente de carbono y se
incrementa el porcentaje de carbohidratos y lipidos en el micelio.

e) Fase de mantenimiento. En esta fase se continla metabolizando la fuente de
carbono, auque la composicién del microorganismo es practicamente constante.

f) Fase terminal. Se produce el rompimiento miceliar debido al agotamiento de la

fuente de carbono y las reservas de nutrientes.

También existen estudios sobre la cinética de crecimiento y de produccién de
giberelinas, en los que se examinan los efectos de numerosos factores ambientales,
nutrientes limitantes y nutrientes complejos, que se supone contienen algin precursor

dentro de la ruta biosintética de las giberelinas (3, 8).
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La produccion del acido giberélico comienza al agotarse la fuente de nitrégeno en el
medio (5, 7, 15), ya que para G. fujikuroi el acido giberélico es un metabolito secundario,
gue sintetiza Gnicamente cuando los nutrientes le son insuficientes, y utiliza esta hormona
vegetal como parte de un proceso infectivo en plantas. Debido a esto, la mayor cantidad
de estudios se han enfocado hacia las fermentaciones con nitrégeno limitante y por lo que

se dispone de mayor informacion en este ambito.

2.4. Efecto de la concentracion de nutrientes.

Se han estudiado diversas fuentes de carbono pero, hasta ahora, se ha determinado
que la glucosa promueve los mayores rendimientos, y se incrementa cuando se combina
con un nutriente complejo como harina de soya, de maiz, de arroz, de frijol, aceites
diversos, etc. (8 y 11). Se ha observado también que, al agotarse la fuente de nitrégeno,
la concentracién de glucosa residual afecta de manera importante la cantidad de acido
giberélico producido. Inicialmente, un aumento en la concentraciéon de glucosa residual
incrementa la produccion de AGi, pero al sobrepasar la concentracién de 20%, la
produccion decrece, debido a inhibicion por sustrato.

Es posible incrementar la produccion de AG; mediante fermentaciones por lote
alimentado suministrando, durante las fases de almacenamiento y mantenimiento, medio
con glucosa (4 g/ L) y sin fuente de nitrdgeno. Sin embargo, esto genera una dilucion del
producto obtenido, lo que puede dificultar su recuperacion y purificacion.

En cuanto a la fuente de nitrégeno, se presentan diferencias considerables entre las
distintas fuentes y las distintas cepas. En general, la produccion de giberelinas es
proporcional a la concentracion inicial de nitrdgeno, aunque a concentraciones superiores
al 3%, la produccién decrece. Ademas, el empleo de diferentes fuentes de nitrégeno
genera distintos comportamientos en el pH (mientras algunas producen acidificacion,
otras generan alcalinizacion del medio), influenciando también de esta forma el
rendimiento, ya que al salir del intervalo de pH de 3.5 a 5.5 cesa la produccién de AG ;.

En cuanto a fdésforo, magnesio y elementos traza (Fe, Mo, Mn, Zn, etc.), es
conveniente formularlos en exceso para evitar inhibiciones del crecimiento debido a la
escasez de alguno de estos elementos. Los elementos traza se deben formular en los

medios de cultivo a nivel investigacion, pero estos se encuentran ya presentes en las
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impurezas de los reactivos empleados a nivel industrial (principalmente melazas), por lo
gue no es siempre necesario afiadirlos en estos medios.

2.5. Efecto de las condiciones de cultivo.

Por lo que respecta alas condiciones de cultivo, se ha estudiado especialmente el
efecto del pH, la temperatura y la luz.

La produccion de AG; no presenta gran variacion dentro del intervalo de pH de 3-5.5.
Sin embargo, al salir de este intervalo, se comienzan a producir giberelinas de menor
interés (debido a su menor actividad biolégica). Durante la fase de crecimiento del
microorganismo, no es indispensable el control de pH, pero durante la fase de produccion
éste debe encontrarse dentro del intervalo estipulado para obtener AGs. Al salir del
intervalo mencionado, tanto la tasa de produccion como la productividad decrecen
rapidamente (11).

En cuanto a la temperatura, se ha demostrado que Gibberella fujikuroi es capaz de
crecer entre 2 y 38°C (2), encontrandose su temperatura 6ptima de crecimiento en los
32°C. Ademas, se ha estudiado el efecto de la temperatura sobre la produccion de AGs;, y
se ha determinado que la temperatura 6ptima de produccién se encuentra a los 29°C. No
se han realizado estudios controlando la temperatura a 32°C durante la fase de
crecimiento y a 29°C al finalizar ésta (etapa de produccion), aunque es de esperar que el
incremento en la producciéon de AG; con este método sea marginal (11).

Respecto al efecto de la iluminacion, se ha observado un incremento en la produccion
cuando se suministra una iluminacién constante (14). Este factor genera diversos efectos

sobre el hongo, hecho que esta reportado también durante su infeccion a plantas.

En referencia a la potencia suministrada por unidad de volumen, un factor de
escalamiento (9), no se han realizado estudios. Es importante considerar esta variable

debido a la sensibilidad de ciertos microorganismos al esfuerzo de corte.

Por otra parte, sise han llevado a cabo estudios sobre la velocidad de aireacion y
agitacion (10), en los que se ha observado que el incremento en la transferencia de
oxigeno incrementa la produccion de AG;, debido a que provee al microorganismo de una
mayor cantidad de oxigeno para llevar a cabo la ruta metabélica de sintesis de giberelinas
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hasta el final. El acido giberélico es uno de los ultimos productos en la via, y en caso de
haber escasez de oxigeno, se producen otras giberelinas (GA4 y GA).

Normalmente, la optimizacién al variar un parametro a la vez es un método que
requiere de tiempo, de numerosos datos analiticos y es incapaz de detectar interacciones
entre dos 0 mas variables. Debido a esto, es necesario emplear métodos estadisticos
tales como las superficies de respuesta, disefios factoriales, el programa supersimplex
para optimizacion y la aproximacién por regresion multiple en la optimizacion de

fermentaciones, para poder resolver los problemas antes mencionados (14).

2.6. Superficies de respuesta.

Cuando se estudia el efecto de las diferencias en el valor de una variable sobre una
respuesta o resultado, es comun emplear el método de la regresién para elaborar un
modelo que muestre el comportamiento de la respuesta en funcién de los distintos valores
gue puede tomar la variable. Sin embargo, previo al analisis de los datos y a la
experimentacion, es indispensable un disefio experimental, que permita un estudio

preciso sobre la variable de interés dentro de ciertos limites.

Las superficies de respuesta, incluyen la aplicaciéon de la regresién, asi como de otras
técnicas estadisticas con el fin de obtener un mayor conocimiento de las caracteristicas
del sistema de respuesta bajo estudio (12). Las superficies de respuesta pueden ser
representadas como superficies tridimensionales, lo que permite una visualizacion mas
clara del sistema de respuesta.

Al igual que el método de regresion, existen métodos de superficies de respuesta de
primer orden (planos), segundo orden (paraboloides) y de orden superior (superficies mas
complejas). Debido a que los fendbmenos biolégicos no presentan un comportamiento
constante (lineal) en general, sino que decrecen en torno a un maximo, es necesario
representar estos fendbmenos por superficies de segundo orden o superior.

La férmula matematica mediante la cual se expresa una superficie de respuesta de
segundo orden, con dos variables de estudio, es:

y = bO + blxl + b2x2 +b3X12 + b4X§ + b5X1X2 te
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Dénde:

y = Respuesta.
X1 Y X, = Variables bajo estudio.
b, = Constantes del sistema.

e = Error.

O, expresado en forma matricial:

y=Xb +e
Donde:

y = Matriz de respuesta.
X = Matriz de variables.
b = Matriz de constantes del sistema.

e = Error

Para obtener una superficie de respuesta, es necesario conocer los valores de todas
las constantes b dentro del modelo elegido. La forma general de obtener una superficie

de respuesta, es emplear la siguiente formula:
b =(X"%)*X"Y

Dénde:

b = Matriz de constantes.

X’ = Matriz transpuesta de la matriz de datos.

X = Matriz de datos.

(X' X)™* = Matriz inversa del producto de matrices.
Y = Matriz de respuesta.

La matriz X o matriz de variables es el primer y mas importante paso, ya que de la
correcta seleccion del disefio experimental y de los limites de la variable a estudiar
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depende que el futuro analisis de ésta junto con la matriz de respuesta se logre obtener
un modelo aceptable.

Una vez que se ha obtenido el modelo, es necesario asignar valores ficticios a las
variables estudiadas y predecir la respuesta bajo determinadas condiciones. Si se
requiere, es posible obtener graficamente la superficie tridimensional, aunque esto es
facilitado en gran medida por el uso de computadoras y software disefiado para estas

tareas.

2.7. ANALISIS DE VARIANZA.

Una vez que se ha obtenido un modelo para predecir el comportamiento de la variable
de respuesta, es necesario hacer una prueba para evaluar la significancia de la regresion.
Es decir que debemos evaluar si el comportamiento estimado por el modelo es similar al

comportamiento observado experimentalmente. Las hipotesis a evaluar son:

Ho: bl = bg =..= bK =0

Hi:bj * 0 al menos para alguna j.

Es decir, la hipétesis nula (Ho) postula que ninguno de los tratamientos (variables)
produce un efecto estadisticamente significativo sobre la variable de respuesta. Por su
parte la hipétesis alterna (H,) indica que al menos uno de los tratamientos produce un
efecto estadisticamente significativo sobre la variable de respuesta.

El rechazar la hipétesis nula implica que al menos una de las variables de regresion
contribuye de manera significativa al modelo. El procedimiento de la prueba consiste en
hacer una particion de la suma de cuadrados totales (S,y) en una suma de cuadrados
debida al modelo o regresion (SSg) y una suma de cuadrados debida al residual o error

(SSe), de manera que :
Syy = SSR + SSE

El procedimiento para probar Ho consiste en calcular:

Eo_ SS/k _Ms
° SS./(n-k-1) MS
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y se rechaza Ho si Fo es mayor que F, « n«.1. ESta prueba usualmente se resume en una

tabla similar al cuadro 2 Este procedimiento se denomina analisis de varianza debido a
gue se basa en la variabilidad total de la variable y.

Cuadro 2: Analisis de varianza.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Fo (calculada)
Variacion cuadrados. libertad medios.
Regresion. SSr k MSr
Residual SSe n-k-1 MSe MSg / MSg
Total. Syy n-1

Para el calculo de las sumas de cuadrados, tenemos:
2
a0
cav:
$R:((bT XXT)XY)— ei=1 4]
n

SS = (YT RY)- (b7 xXT)xY

2

&\, 0
vy
SW — (YT W) _ ei:ln 9

Cabe sefialar que a se refiere al intervalo de confianza para el cual se disefia 0 acepta

la prueba. El intervalo de confianza se refiere al porcentaje de datos que caen dentro del
modelo experimental producido u obtenido. Es decir, es el porcentaje de probabilidad de
gue el resultado arrojado por el modelo sea certero.
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3. JUSTIFICACION.

Es un hecho por todos conocido el que la poblacién requiere y continuara requiriendo
cada vez mayor cantidad de alimentos. Ante esta situacion, se han propuesto como

soluciones los agroquimicos sintéticos (revolucion verde) y los alimentos transgénicos.

Tras varios afios de uso intensivo, se ha observado la gran variedad de problemas
que implica el uso de agroquimicos sintéticos: contaminan y empobrecen los suelos,
generan problemas de salud en toda clase de seres vivos, generan resistencia en las
plagas, entre muchos otros. Tras observar y evaluar todos estos problemas, se ha llegado
a una conclusion: la tierra ya no puede soportar una segunda revolucion verde. (17)

En cuanto a les alimentos transgénicos, no hay legislacion ni estudios suficientes
referentes a los riesgos que conlleva su uso y por lo tanto, se aplica el principio de
precaucion. Hay que considerar que, incluso, existen moratorias en diversos paises contra
el uso de estos productos, o que exigen sea debidamente etiquetado para permitir al
consumidor decidir su consumo. En Europa, son preferidos los productos organicos a los
transgénicos.

Debido a esto, es necesario buscar nuevas substancias que incrementen los
rendimientos en el campo agrondémico sin contaminar el ambiente, sin dafar a la salud, y
cuyo estudio de dafios sea posible y sencillo para poder obtener una legislacion favorable.
Tales substancias han resultado ser los controles naturales (agroquimicos organicos),
tales como los bioinsecticidas vy las fitohormonas (auxinas, giberelinas, etc.).

Se ha intentado producir AG; por diversos métodos, como son la fermentacién en
estado sélido, la sintesis quimica, fermentacién sumergida e incluso la extraccion a partir
de plantas o granos. Entre todas estas, la mas rentable comercialmente y, por lo tanto, la
principalmente empleada es la fermentacion sumergida.

En México, la mayor parte del AGs es de importacion, y es empleado principalmente
en el cultivo de plantas ornamentales. Al realizar una optimizacion del proceso de
produccion por fermentacion sumergida, pretendemos facilitar e incluso hacer un poco

mas rentable y atractivo el que se estimule una produccion nacional.
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Al producir acido giberélico por fermentacion sumergida con Gibberella fujikuroi,
debido a las diferencias en la productividad de las diversa cepas, resulta necesario
optimizar cada aspecto de la produccion de acuerdo a cada cepa empleada. El suministro
de nutrientes complejos (precursores) permite incrementar la produccion de acido
giberélico, por lo que se pretende determinar la relacion optima entre uno de estos (agua
de cocimiento de maiz) con respecto a la fuente de nitrdgeno inorganico (sulfato de
amonio), mas facilmente asimilable. También se busca evaluar el efecto de la

concentracion inicial de glucosa a nivel matraz.
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4. OBJETIVOS.

4.1 GENERAL:

1. Optimizar la produccion de &cido giberélico por Gibberella fujikuroi en cuanto a
concentracion inicial de glucosa, relacion de nitrogeno, relacion carbono nitrégeno y
potencia por unidad de volumen.

4.2 PARTICULARES:

1. Seleccionar entre las cepas G. fujikuroi NRRL 2278 y NRRL 2284 a la mejor

productora por fermentaciones en matraz.

2. Evaluar el efecto de la concentracion inicial de glucosasobre la produccion de AG;.

3. Evaluar el efecto de la relacion nutriente complejo : fuente de nitrégeno sobre la

produccion de AGs, en fermentaciones en matraz.

4. Evaluar el efecto de la potencia por unidad de volumen sobre la produccién de AG;,

en fermentaciones en biorreactor de 3 litros.

5. Evaluar el efecto de la relacién carbono : nitrdgeno dentro de las fermentaciones en

biorreactor.

6. Determinar la interaccién entre las variables de estudio por medio de un modelo

factorial.

7. Desarrollo del modelo de produccion a partir de la superficie de respuesta.
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5. METODOLOGIA.

5.1 REACTIVACION E IDENTIFICACION DE LA CEPA.

Las cepas Gibberella fujikuroi NRRL 2278 y Gibberella fujikuroi NRRL 2284 fueron
inicialmente reactivadas en caldo nutritivo enriqguecido con 2% de glucosa. Se
conservaron por transferencia periddica cada dos meses a tubos inclinados de PDA (Agar
papa y dextrosa).

En el laboratorio, se cuenta con esta cepa conservada en tubos de agar inclinado,
placas de petri con agar congeladas y en liofilizados. Para la reactivacion de las cepas se
inocula con una asada 50 mL de caldo nutritivo + 2% de glucosa en un matraz erlenmeyer
de 250 mL y se incuba a 29 °C y agitacion a 120 rpm. Desafortunada mente, no se obtuvo
crecimiento de ninguna cepa por este método.

Debido a esto, fue necesario probar diferentes medios, empleando los nutrientes que,
seguln la bibliografia son adecuados para el desarrollo de este microorganismo. Los
nutrientes empleados se indican a continuacion, y sus concentraciones en el medio
empleado se marcan en paréntesis, en unidades de gramos por litro.

Glucosa (20)

Agua de cocimiento de maiz (3)
Caldo nutritivo (8)

Extracto de levadura (5)

Nitrato de amonio (0.5)

Fosfato dibasico de potasio (2)
Sulfato de magnesio (1)
pH=7.0

Aforar con agua destiladaa 1 L.

YV V. V V V VYV V V V

La cepa fue recuperada en este medio a partir de un tubo de agar nutritivo inclinado, y

para asegurar que se trataba de la cepa de interés se realiz6 un microcultivo para
identificarla.

MICROCULTIVO (13).

Para la identificacién de la cepa recuperada, se realizé un microcultivo (técnica de
Ridell o cultivo en micro placas para identificacion de hongos filamentosos), cuyo
procedimiento se describe a continuacion.

1. Cortar cuadros de agar de papa y dextrosa (PDA) de 1 cm por lado de una placa
de agar estéril.
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2. Colocar el cuadro de PDA en un portaobjetos, y éste a su vez sobre una varilla de
vidrio doblada en “v" que se encuentra al interior de una caja de Petri estéril.

3. Tomar con un asa recta una muestra de una colonia aislada de la cepa a
identificar.

4. Inocular por picadura en cada uno de los lados del cuadro de PDA.

5. Colocar sobre el cuadro de agar un cubreobjetos y presionar ligeramente para que

se adhiera al medio.

6. Adicionar 10 mL de glicerol estéril al 10% en el fondo de la caja Petri.

7. Cubrir e incubar a 28 °C.

8. Realizar observaciones al menos cada 12 horas, buscando los cuerpos fructiferos.
9. En cuanto se observen los cuerpos fructiferos, retirar el glicerol con una pipeta
Pasteur.

10. Adicionar 5 mL de formaldehido al 10% durante 15 minutos, para inactivar al
hongo.

11. Retirar con cuidado el portaobjetos del cuadro de agar, y colocarlo sobre un
portaobjetos que contenga una gota de azul de algodén lactofenol al 1%, y sellar la
preparacion.

12. Retirar el cuadro de agar del portaobjetos, clocar una gota del colorante antes
mencionado en el lugar donde se encontraba el PDA, y sobre éste colocar un portaobjetos
y sellar la preparacion.

13. Observar las preparaciones al microscopio con los objetivos 10x y 40x.

14.  Comparar la forma y estructura de los cuerpos fructiferos observados con los

reportados en la bibliografia para la especie de interés.

5.2 MODELO EXPERIMENTAL
Inicialmente, se selecciond un disefio experimental (composicién central), con el fin de
determinar la secuencia de los experimentos a llevar a cabo, tanto para las

fermentaciones en matraz como para aquellas en biorreactor.

Dado que se espera que la respuesta sea una curva y no una recta, se seleccioné un
modelo de segundo orden de composicién central. Se seleccion6 un modelo factorial con
las caracteristicas antes mencionadas y con cuatro replicaciones en el centro. Estas
cuatro replicaciones nos permiten, por medio del analisis de varianza (ANOVA) validar el
modelo obtenido sin realizar repeticiones para cada punto experimental.
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5.3 FERMENTACIONES EN MATRAZ

Se realizaron fermentaciones en matraces Erlenmeyer de 500 mL conteniendo 200
mL de medio, y con una duracion de 14 dias, tomando muestras cada 24 horas y
realizando determinacion de glucosa residual, amonio residual, biomasa, pH y AG.. El
medio (cuadro 3) fue ajustado a distintas concentraciones iniciales de glucosa (20, 24.4,
35, 45.6 y 50 g/L) y a distintas relaciones nitrégeno organico : nitrégeno inorganico (0.25,
0.65, 0.625, 2.6y 3).

La composicién de cada medio (punto del modelo) se determiné en base al medio
reportado por Alvarez y Molina (1), mostrado en el cuadro 3 y a la relacion de fuente de
nitrégeno organica (g de Agua de cocimiento de maiz, ACM) sobre fuente inorganica (g de
NH,SO;), asi como a la concentracion inicial de glucosa propuesta para cada
experimento. Se empleé sulfato de amonio en lugar de nitrato de amonio. Las
concentraciones correspondientes a cada valor de la relacibn N:N se muestran en la

figura 2.

Cuadro 3: Medio empleado por Alvarez y Molina (1).
Nutriente G. fujikuroi NRRL 2278 G. fujikuroi NRRL 2284
Glucosa (g/L) 25 25
NH,NO; (g /L) 0.3 0.1
KHPO, (9 /1) 5 5
MgSO, (g /L)

E 45
S 4TI
E 35 K
e e
S 3 . - -
I ™ e e i N
8525 NP
a7 2 /I//./ STl
< 15 A =
< g T
R BN
= 0.5
2 0
0 0.5 1 15 2 2.5 3
Relacién N:N

Figura No. 2: Concentraciones de las fuentes de nitrégeno fuente orgénica (ACM) / fuente

inorganica (Sulfato de amonio).
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Para el célculo de la relaciéon N : N, se divide la concentracion, en gramos por litro del
ACM sobre la concentracion en gramos por litro del sulfato de amonio. Las
concentraciones se determinaron de manera tal que la suma de las concentraciones del
ACM vy del sulfato fuera aproximadamente igual para todos los experimentos (4 g/L). Esto
con el fin de variar la relacion entre ambas fuentes sin variar la concentracion total de
nitrégeno. Cabe aclarar que esto no es del todo exacto, ya que el ACM no contiene
exclusivamente nitrégeno, y por tanto, aquellos experimentos con mayor cantidad de

sulfato de amonio poseen mayor concentracion de nitrégeno.

El objetivo de estas fermentaciones, ademas de determinar la concentracion optima
de glucosa inicial y relacion N : N fue determinar, de las dos cepas disponibles Gibberella
fujikuroi NRRL 2278 y Gibberella fujikuroi NRRL 2284 a la mejor productora.

5.4 FERMENTACIONES EN BIORREACTOR.

Posteriormente, una vez seleccionada la cepa G. fujikuroi NRRL 2284 como la mejor
productora se prosiguié a las fermentaciones en biorreactor, en las cuales se evalu6 el
efecto combinado de la potencia por unidad de volumen vy la relacién carbono nitrégeno.
Para la relacion carbono nitrégeno, consideramos gramos de glucosa sobre valor de la
relacion N:N.

Se siguid el mismo programa de muestreo que para las cinéticas en matraz,
determinando del mismo modo, concentracién de glucosa, amonio, AGs, y biomasa. La
determinacion de pH no fue realizada, ya que éste fue controlado a 4.5 por medio del
sistema de control de pH del biorreactor. Se oper6 con una aereacion de 1 vwm.

70
S 60 .
?37 o T®
€ 50 -]
o] jo”‘
% 40 —e— Glucosa
L 30 —=— Nitrégeno
8 20
S
0 10

o ﬁﬁlﬂ—ﬂ—t‘—-——- - n
5 15 25 35 45 55 65
Valor de la relacién

Figura No. 3: Valores de glucosa (" ) y amonio (} ) para la relacién carbono nitrégeno.
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5.5 DETERMINACION DE GLUCOSA

Se llevo a cabo por medio de la técnica de Miller o del acido 3,5-Dintrosalicilico,

basada en la cuantificacion de grupos reductores hemiacetal. La cudl se describe a

continuacion:

A) Preparacion del reactivo:

>
>
>
>
>

Disolver 30g de tartrato de sodio y potasio en agua destilada.
Adicionar 1.6g de NaOH previamente disueltos en agua.
Adicionar 1g de DNS previamente disuelto en agua.

Aforar la mezcla a 100 mL y homogenizar.

Almacenar evitando exposicion innecesaria a la luz.

B) Curva patrén:

>
>

YV V V V VYV V

Preparar un estandar de glucosa 2 g/L en agua destilada.

Realizar diluciones hasta 0.2 g/L por duplicado y tratarlas segun la técnica del

DNS.

Preparar un blanco de agua.

C) Tratamiento de las muestras:

Mezclar 0.1 mL de muestra con 0.9 mL de agua.

Adicionar 1 mL del reactivo de DNS y homogenizar.

Calentar en bafio maria a ebullicion durante exactamente 5 min.

Enfriar a temperatura ambiente.

Dejar reposar 15 min.

Determinar absorbancia a 540 nm de luz visible contra un blanco de agua.

5.6 DETERMINACION DE AMONIO

La determinacién de amonio se llevd a cabo por medio de un electrodo especial para

medir el ion amonio conectado a un multimetro capaz de adaptarse a este electrodo. La

lectura se da en ppm.

5.7 DETERMINACION DE BIOMASA

A) Peso seco en microcharola.

>
>
>

Tomar 10 mL de caldo de fermentacion.

Centrifugar a 5000 rpm durante 10 min.

Recuperar el sobrenadante para las determinaciones de AGs, glucosa, amonio y

pH.
Resuspender el precipitado en 1 mL de agua destilada.
Colocar en una microcharola previamente pesada.
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vV V V VY

Secar en horno a 60°C durante 48h.

Pasar a desecador hasta alcanzar temperatura ambiente.

Determinar el peso cuando éste sea constante.

La cantidad de biomasa en los 10 mL de caldo es igual a la diferencia de peso de

la charola con y sin biomasa.

B) Peso seco en membrana.

>

Y V V

YV V V V

Tomar 5 mL de caldo de fermentacion.

Filtrar a través de una membrana de nitrocelulosa con poro de 0.45 micras.
Recuperar el filtrado para las determinaciones de AGs, glucosa, amonio y pH.
Colocar la membrana en una microcharola previamente pesada junto con la
membrana antes del filtrado.

Secar en horno a 60°C durante 48h.

Pasar a desecador hasta alcanzar temperatura ambiente.

Determinar el peso cuando éste sea constante.

La cantidad de biomasa en los 5 mL de caldo es igual a la diferencia de peso de la
charola y membrana con y sin biomasa.

5.8 DETERMINACION DE ACIDO GIBERELICO

Para la cuantificacion del acido giberélico se opt6é por emplear la electroforesis capilar

en lugar de reacciones colorimétricas o métodos espectrofotométricos directos. Se prefirid

este método debido a que se considera mas preciso para la cuantificacion de nuestro

metabolito.

En base a experimentacion y a la bibliografia (18), se determiné que las condiciones

para la determinacion del AG; a emplear son:

V V V V V V V

Buffer boratos 100 mM.

pH =83

Voltaje: 15kV, normal.

Inyeccién de la muestra: 30 psig, 0.5 seg.
Capilar: Normal.

| =200nm.

Condiciones de integracion: ancho de banda = 0.1, umbral de deteccién = 250

Las muestras fueron previamente filtradas a través de membranas de nitrocelulosa de

poro de 0.22 micras y sonicadas por 20 min antes de ser procesadas por el equipo.
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6. RESULTADOS.

6.1 RECUPERACION DE LA CEPA Gibberella fujikuroi NRRL 2284.

De acuerdo con la bibliografia, Gibberella fujikuroi es un hongo filamentoso que posee
micelio septado, y produce ascosporas, lo cuél corresponde con las observaciones

hechas al microscopio.
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Figura No. 4: Micelio (izquierda) y ascosporas (derecha) de Gibberella)

6.2 CUANTIFICACION DE ACIDO GIBERELICO (AG;) POR ELECTROFORESIS
CAPILAR.

Bajo las condiciones estipuladas, se obtiene un tiempo de retencion del acido
giberélico de aproximadamente 8 + 0.1 minutos. Posteriormente, el equipo integra los
electroferogramas, y por medio de la curva patron, se transforma el area obtenida bajo el
pico en la concentracion en la muestra. En la figura 5 se muestra la curva de calibracion

obtenida
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Figura No. 5: Curva patron de AG; en electroforesis capilar (p. t. = platos teoricos).

6.3 SELECCION DEL MODELO EXPERIMENTAL
Dado que se espera gue la respuesta sea una curva y no una recta (como sucede con

frecuencia en los modelos biolégicos, en los cuales la respuesta decrece al alejarse del

punto 6ptimo), se selecciond un modelo de segundo orden de composicion central. Se

selecciond un modelo factorial con las caracteristicas antes mencionadas y con cuatro

replicaciones en el centro. En términos de las variables codificadas, el plano de estudio de

las variables se muestra en la figura No.6.

0.)
Xa
(-1,2) (1,1)
2,0) (0,0) X
(-1,-1) (1,-1)
(Ov_cuz)

Figura No. 6: Area de experimentacion en el plano de las variables X, y %

(@2,0)
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6.4 CODIFICACION DE VARIABLES PARA LAS FERMENTACIONES EN MATRAZ.

En el cuadro 4 se presentan las variables que se estudiaron en las fermentaciones en
matraz, es decir la relaciéon entre fuente de nitrdgeno inorganico (sulfato de amonio) y
agua de cocimiento de maiz (adimensional, X;) y la concentracién de glucosa (en g/L, %).

Cuadro 4: Codificacion de las variables para la cinética de produccion de AG; en matraz.

Namero de X (Relacion de Nitrogeno). X, (Concentracion de glucosa, g/L)
experimento. Codificada Real Caodificada Real
1 -1 0.65 -1 244
2 1 2.6 -1 24.4
3 -1 0.65 1 45.6
4 1 2.6 1 45.6
5 -Cp 0.25 0 35
6 [e7) 3 0 35
7 0 1.625 - 20
8 0 1.625 (0% 50
9 0 1.625 0 35
10 0 1.625 0 35
11 0 1.625 0 35
12 0 1.625 0 35

Bajo el esquema anterior se llevaron a cabo las cinéticas de produccion en matraz con
las cepas Gibberella fujikuroi NRRL2278 y Gibberella fujikuroi NRRL2284. En la figura 2,
se muestran las concentraciones empleadas de cada una de las fuentes de nitrégeno en
funcién del valor de la relacion empleada.

6.5 CINETICAS DE PRODUCCION CON LA CEPA Gibberella fujikuroi NRRL 2278.

En las figuras 7A y 7B se presenta un ejemplo de las cinéticas llevadas a cabo en
matraz con la cepa Gibberella fujikuroi NRRL2278 (el resto se encuentra en el Anexo 1),
asi como las concentraciones finales de &cido giberélico en cada una de las cinéticas.
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Figura No. 7.A: Cinética de produccion de Acido Giberdico en matréz con la cepa G.
fujikuroi NRRL 2278, experimerto 5, valores de biomasa, pH y glucosa
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Figura No. 7.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G.
fujikuroi NRRL 2278, experimento 5, valores de Acido giberélico y amonio.

Cuadro 5: Concentraciones finales de acido giberélico AG; en matraz por G. fujikuroi
NRRL 2278.

Numero de Experimento. AG3 (mg/mL)

0.0058275

0.0140705

0.0333615

0.0064535

0.0382055

0.0061535

0.0063515

0.0057755

0.0057755

0.0058735

0.0059325

RIE[B] ol o|~N| o] o1 & [ wof | =

0.0062185

Con los datos de la tabla anterior, se obtuvo el siguiente modelo:

a) Para las variables codificadas:
y =3.539- 0.512X, +0.153X,, + 3.237X12 + 2.721X22 - 0.141X, X,

b) Para las variables sin codificar:
y =3.1x10° + 4.96x10° X, +1.191x10° X, + 9.96x10° X ? + 4.8x10° X 7 +1.9x10° X, X,

Del modelo de variables codificadas, se obtiene la superficie de respuesta, que vista
superiormente produce la grafica de contornos. Ambas se muestran en la Figura 8.
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Figura No. 8: Superficie de respuesta (izquierda) y grafica de contornos (derecha) para la

estimacion de la producciéon de AG; por G. fujikuroi NRRL 2278 en matraz. RN = Relacion

de nitrdgeno (adimensional, codificada); Gluc = Concentracion de glucosa (g/L,

codificada); AG3 = Acido giberélico (mg/mL).

Y si se enfoca en el area experimental de las variables de regresion:

AG3

G
Figura No. 9: Superficie de respuesta de la zona experimental para la estimacion de la

produccién de AG; por G. fujikuroi NRRL 2278 en matraz.

Para evaluar la significancia estadistica los datos obtenidos de estas fermentaciones, se
sometieron a la prueba de ANOVA. Los resultados de este andlisis se presentan en el

cuadro 6.
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Cuadro 6: Analisis de varianza para la produccion de acido giberélico en matraz con

Gibberella fujikuroi NRRL 2278.

Fuente de Sumade Grados de Cuadrados Fo Fo (de
Variacion cuadrados. libertad medios. (calculada) tablas)
Regresion. 1.243 2 0.622
Residual -1.242 9 -0.138 -4.509 58.86
Total. 0.001467 11

Por lo tanto, aceptamos Ho, y rechazamos que al menos alguna de las variables tiene
un efecto sobre la variable respuesta para el intervalo de confianza de 95%.

6.6 CINETICAS DE PRODUCCION CON LA CEPA Gibberella fujikuroi NRRL 2284.

En las figuras 10A y 10B se presenta un ejemplo de las cinéticas llevadas a cabo en
matraz con la cepa Gibberella fujikuroi NRRL2284 (el resto se encuentra en el Anexo ),
asi como las concentraciones finales de acido giberélico en cada una de las cinéticas. En

el cuadro 7 se muestran las concentraciones de AG; obtenidas en cada una de las
fermentaciones.
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FiguraNo. 10.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matréz con la cepaG.
fujikuroi NRRL 2284, experimento 5, valores de biomasa, pH vy

glucosa.
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Figura No. 10.B: Cinética de produccion de Aci do Giberélico en matraz con lacepaG.
fujikuroi NRRL 2284, experimento 5, valores de Acido giberélico y amonio.

Cuadro 7: Concentraciones finales de acido giberélico AG; en matraz por G. fujikuroi
NRRL 2284.

Numero de Experimento. AG3 (mg/mL)

0.021
0.03
0.025
0.0065
0.052
0.07
0.022
0.018
0.0073
0.023
0.013
0.01

RIE| 5| ©| 0| ~| oo o1| [ wo| N =

Con los datos de la tabla anterior, se obtuvo el siguiente modelo:

c) Para las variables codificadas:

y =0.064 - 0.063 X, +0.00057 X, +0.02 X,>- 0.000012 X2 - 0.00011 X, X,
d) Para las variables sin codificar:

y = 7484 +0.127 X, - 0.202 X, + 6.949 X} +5.637 X5 - 011X, X,

Del modelo de variables codificadas, se obtiene la superficie de respuesta, que vista
superiormente produce la grafica de contornos. Ambas se muestran en la Figura 11.
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Figura No. 11: Superficie de respuesta (izquierda) y grafica de contornos (derecha) para la
estimacioén de la produccion de AG; por G. fujikuroi NRRL 2284 en matraz.

G G 4

Y si se enfoca en el area experimental de las variables de regresion:
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Figura No. 12: Superficie de respuesta de la zona experimental para la estimacion de la
produccion de AG; por G. fujikuroi NRRL 2284 en matraz.

Para evaluar la significancia estadistica los datos obtenidos de estas fermentaciones, se
sometieron a la prueba de ANOVA. Los resultados de este andlisis se presentan en el

cuadro 8.
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Cuadro 8: Analisis de varianza para la produccién de acido giberélico en matraz con
Gibberella fujikuroi NRRL 2284.

Fuente de Sumade Grados de Cuadrados Fo Fo (de
Variacion cuadrados. libertad medios. (calculada) tablas)
Regresion. 2.69x10°° 2 1.345x10°°
Residual 1.193x10°° 9 1.325x10°" 10.15 58.86
Total. 3.88x10°° 11

Por lo tanto, aceptamos Ho, y rechazamos que al menos alguna de las variables tiene
un efecto sobre la variable respuesta en un intervalo de confianza del 99%.

6.7 CINETICAS DE PRODUCCION EN BIORREACTOR

Para las cinéticas en biorreactor, dado que fue la cepa que produjo las mayores
concentraciones de AGs, se empled la cepa G. fujikuroi NRRL 2284, evaluando la
interaccién de la velocidad de agitacién y la relacion carbono / nitrégeno. El modelo
empleado fue el mismo utilizado para las fermentaciones en matraz, cambiando
Unicamente las variables bajo estudio. Los valores empleados para la relacion carbono /
nitrégeno se encuentran en la figura 3.

Posteriormente, se procedio a realizar las fermentaciones, empleando como puntos
experimentales los valores mostrados en el cuadro 9.

Cuadro 9: Codificacion de las variables para la cinética de produccion de AG; en

biorreactor.
NUmero de X: (Relacion Carbono Nitr6geno). X2 (PIV, KW/m®)
experimento. Codificada Real Codificada Real

1 -1 15.62 -1 14.96
2 1 52.38 -1 14.96
3 -1 15.62 1 276.79
4 1 52.38 1 276.79
5 -2 8 0 92.07
6 (07 60 0 92.07
7 0 34 - 4.02

8 0 34 02 394.81
9 0 34 0 92.07
10 0 34 0 92.07
11 0 34 0 92.07
12 0 34 0 92.07

En las figuras 13A y 13B se presenta un ejemplo de las cinéticas llevadas a cabo en
biorreactor con la cepa Gibberella fujikuroi NRRL2284 (el resto se encuentra en el Anexo
), asi como las concentraciones finales de acido giberélico en cada una de las cinéticas.
N el cuadro 10, se muestran las concentraciones finales de AGs obtenidas en las
fermentaciones en biorreactor.
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FiguraNo. 13.A: Cinética de produccién de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G.
fujikuroi NRRL 2284, experimento 12, valores de biomasay glucosa
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Figura No. 13.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepaG.
fujikuroi NRRL 2284, experimento 12, valores de Acido giberélico y amonio.

Cuadro 10: Concentraciones maximas de acido giberélico AG; en biorreactor por G.
fujikuroi NRRL 2284.

Numero de Experimento. AG3 (mg/mL)

0.7838

0.5785

0.2191

0.1277

0.6178

0.1626

0.0741

0.1725

0.1034

0.1069

0.1086

RIE| 5| o] o] ~| o] | | wof pof =

0.0792
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Con los datos del cuadro anterior, se obtuvo el siguiente modelo:

e) Para las variables codificadas:
y=0.103- 0.115X, - 0.107X, +0.185X? + 0.052X > +0.023X, X,
f) Para las variables sin codificar:

y=1.539 - 0.047 X, - 0.0027 X, + 0.00055 X + 0.0000026 X 2 - 0.000011 X, X,

Del modelo de variables codificadas, se obtiene la superficie de respuesta, que vista
superiormente produce la gréafica de contornos. Ambas se muestran en la Figura 14.
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Figura No. 14: Superficie de respuesta (izqu

2 0 2 4
ierda) y gréfica de contornos (derecha) para la
estimacion de la produccién de AGs por G. fujikuroi NRRL 2284 en biorreactor.

Para evaluar la significancia estadistica los datos obtenidos de estas fermentaciones, se
sometieron a la prueba de ANOVA. Los resultados de este andlisis se presentan en el

cuadro 11.
Cuadro 11: Andlisis de varianza para la produccion de acido giberélico en biorreactor con
Gibberella fujikuroi NRRL 2284.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Fo Fo (de
Variacion cuadrados. libertad medios. (calculada) | tablas 90%)
Regresion. 0.42 2 0.21
Residual 0.233 9 0.026 8.121 4.16
Total. 0.653 11
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7. ANALISIS DE RESULTADOS.

7.1 DETERMINACION DE ACIDO GIBERELICO.

La técnica para la cuantificacién del acido giberélico en el medio fue parcialmente
obtenida de la bibliografia (18) y parcialmente desarrollada en el laboratorio. De la
bibliografia se tomo la separacion por voltaje y el buffer de borato. Sin embargo, en lugar
de emplear buffer de boérax (tetraborato de sodio) y SDS, se empleé buffer boratos
100mM (de boérax y acido bérico), ya que con ese buffer se cuenta comercialmente. La
longitud de onda (200nm) fue seleccionada ya que un barrido de luz UV demostré que la
absorbancia es mayor conforme se disminuye la longitud de onda. La inyeccion de la
muestra se tomé basada en otro método empleado en el equipo, y el tipo de capilar (en
nuestro caso neutro) se elige en base a la estructura del compuesto a separar.

7.2 MODELO EXPERIMENTAL.

El modelo de segundo orden de composicidn central fue seleccionado debido a que se
esperaba trabajar en una regién cercana o que incluyera el nivel 6ptimo de la variable de
respuesta. Debido a que los procesos biologicos tienen un incremento en la respuesta
conforme se acerca hacia el punto 6ptimo, y posteriormente un decremento respecto a la
maxima respuesta conforme se aleja de éste, el modelo de segundo orden resulta
adecuado a nuestros fines. Esto fue claramente visible en las superficies obtenidas
(figuras 8y 11).

7.3 CINETICAS EN MATRAZ

Existen dos razones principales por las cuéles las concentraciones obtenidas de acido
giberélico fueron considerablemente bajas. La primera de ellas es el pH; ya que la mayor
produccion de acido giberélico se obtiene en un intervalo de pH de 3.5 a 5.5, y debido a
gue el pH descendi6 hasta 2.6 en practicamente todos los casos, se observa una baja
produccion de AGs. La segunda razon fue el tiempo, ya que como se observa en la figura
5, es hasta el octavo dia que se observa una presencia casi nula del amonio, condicion
indispensable para la produccion del acido giberélico, lo que nos indica que es necesario
incrementar la duracion de las cinéticas. Lo anterior no fue realizado durante el desarrollo
de las cinéticas debido a que no se contaba aln con la técnica para la determinacién del
producto, por lo que se tomaron y almacenaron en congelacion muestras libres de
biomasa, que fueron posteriormente tratadas (filtradas y sometidas a electroforesis
capilar). Hay que mencionar que el hecho de observar la mayor produccién de AG; en el
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punto con menor cantidad de nitrdgeno no implica que éste sea el punto éptimo, sino que
al ser el medio con menor cantidad de nitrégeno, este es agotado antes que en los demas
medios, y por tanto la produccién de acido giberélico comienza antes; sin embargo, para
determinar el punto 6ptimo, fue necesario evaluar las cinéticas tras un mayor tiempo,

incrementando la duracion de las cinéticas de 9 a 14 dias.

Con la cepa de G. fujikuroi NRRL2284 (puesto que produjo las mayores
concentraciones de AG;) se incrementd la duracion de las cinéticas, y aun cuando los
niveles de produccién de AG; si fueron mayores, no fueron los deseados, por lo que otra
hipétesis para los bajos niveles es la baja o casi nula @ncentracién de glucosa en el
medio al comenzar la etapa de limitacion de nitrégeno. Sin embargo, dado que nuestra
intencion durante las cinéticas en matraz fue principalmente seleccionar a la mejor cepa,
se optd por proseguir con las cinéticas en biorreactor con la cepa NRRL 2284, y no
optimizar desde el nivel de matraz. En cuanto a las superficies de respuesta, se puede
observar claramente (figuras 8,9, 11y 12) que ambas variables de regresion generan un
comportamiento de segundo orden en la variable de respuesta, tal como se esperaba.

El andlisis de varianza nos conduce a aceptar la hipotesis nula, y negar que alguna
de las variables de regresiéon tenga algin efecto sobre el comportamiento de la variable
de respuesta. Sin embargo, al prolongar el tiempo de las cinéticas, se observé que si bien,
aun se acepta Ho, si se reduce el intervalo de confianza de 95% a 90%, es posible
rechazar Ho, y por tanto concluir que al menos una de las variables produce algun efecto
sobre la variable de respuesta. Aun cuando no se obtuvieron los niveles de produccion
deseados, es importante realizar el ANOVA para asegurar que los resultados obtenidos
son estadisticamente confiables y por tanto pueden ser utilizados para la seleccién de la
cepa.

7.4 CINETICAS EN BIORREACTOR.

En las cinéticas en biorreactor, en practicamente todos los casos la fase de limitacion
por nitrdgeno se presenta en los primeros dias de la fermentacién. Debido a esto, en
todas las fermentaciones el incremento en la biomasa fue minimo y, en los casos en que

se presenta, de tendencia lineal. El pH, fue controlado a un valor constante de 5.

Se presentaron mayores concentraciones de glucosa residual que en las
fermentaciones en matraz. Debido probablemente allegar, en la mayoria de los casos,
pasadas apenas 24 horas a la fase estacionaria debido a la limitaciéon por nitrégeno. El
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incremento en la concentracion de glucosa al tiempo uno (en los casos que se presenta)
puede deberse a un error de medicién por mal pipeteo.

El 4cido giberélico (AG;) es producido en todas las fermentaciones. Debemos recordar
gue se emplearon dos diferentes fuentes de nitrégeno: el sulfato de amonio y el Agua de
Cocimiento de Maiz (ACM). La importancia de este diferente empleo de dos fuentes de
nitrégeno radica en que, mientras que el sulfato de amonio es una sal, y por tanto de
rapida asimilacion y metabolismo, el ACM debe ser primero catabolizada para poder ser
utilizada para el metabolismo, y por tanto su uso es mas lento. Es decir, una vez
consumida, el ACM constituye una forma de reserva de nitrdgeno hasta ser transformada

en una forma utilizable por el microorganismo.

Probablemente a esto se deba el diferente tiempo de aparicion del acido giberélico en
cada una de las fermentaciones. Mientras que en aguellas en las que el sulfato de amonio
es la principal fuente de nitrogeno el AG; aparece poco después de iniciada la fase
estacionaria por agotamiento de nitrégeno, en aquellas con ACM como principal fuente de
nitroégeno la aparicion del AG; se observa mas hacia el final de la fermentacion.

Como se puede observar, al final de la fermentacién se observa que en todos los
casos la glucosa practicamente se agota. A esto se debe el hecho de la desaparicién del
AG3 tras llegar a su punto maximo. Pues al agotarse la fuente de carbono, el
microorganismo recurre a algunos de los metabolitos secundarios producidos previamente
como fuentes de carbono alternativas. A pesar de esto, se logré obtener una produccién
de 0.78 g/L de AGs;. A nivel industrial se han alcanzado producciones de hasta 8g/L
empleando cepas genéticamente modificadas y 1.2 g/L con cepas silvestres. Dentro de
UPIBI, la concentracion maxima anteriormente alcanzada fue de 0.6 g/L (1).

En la superficie de respuesta, podemos observar que nuevamente no se encontré la
tendencia esperada (Figura 14). Esperdbamos un comportamiento parabdlico en el cual el
vértice indicara el punto 6ptimo, y en nuestro caso, el vértice corresponde al punto
minimo. Se observa también que una de las variables (Relacion C:N) tiene mayor efecto
sobre la produccion del AGs. De acuerdo con el valor Fo arrojado por el ANOVA, podemos
rechazar la hipotesis nula para un intervalo de confianza del 90%, asegurando que al
menos una de las variables tiene efecto sobre la produccion del AG3. Esto implica una

probabilidad del 90% de que los resultados predichos por el modelo sean certeros.
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8. CONCLUSIONES.

CINETICAS EN MATRAZ
» La produccién de acido giberélico se incrementé 0.038 mg/mL, bajo las condiciones

de estudio, al prolongar la duracion de la fermentacion de 9 a 14 dias.

» La cepa G. fujikuroi NRRL 2284 produjo mayor concentracion de &cido giberélico
(0.014 mg/mL mas que la otra cepa) en fermentacibn sumergida, por lo que fue

seleccionada para las fermentaciones en biorreactor.

» Fueron elaborados modelos matematicos (regresion lineal multiple) para la produccién
de acido giberélico, evaluando la concentracién inicial de la fuente de carbono
(glucosa) vy la relacién entre nitrégeno organico : inorganico a partir de las superficies
de respuesta.

» Ninguna de las variables tiene efecto estadisticamente significativo sobre la

produccion de acido giberélico para un intervalo de confianza del 95%.

» Mientras que la Hip6tesis nula se acepta para cualquier intervalo de confianza para la
cepa NRRL 2278, para la cepa NRRL 2284 se rechaza para un intervalo de confianza
del 85%, indicando que al menos alguna de las variables tiene algun efecto sobre la

produccion del acido giberélico.

CINETICAS EN BIORREACTOR

» La produccion de é&cido giberélico (0.78 g/L) se incrementé con respecto a la

produccién anteriormente obtenida de 0.6 g/L en la UPIBI (Alvarez y Molina, 1).

» Fue desarrollado un modelo para la produccién de acido giberélico evaluando la
velocidad de agitacion y la relacion entre nitrdgeno organico : inorganico a partir de
las superficies de respuesta.

» La hipétesis nula fue rechazada para un intervalo de confianza del 85%, indicando
gue al menos una de las variables tiene efecto sobre la produccion de acido
giberélico.
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9. PERSPECTIVAS.

Probar un modelo de fermentacién en continuo o en lote alimentado para subsanar la
baja produccién del acido giberélico debido a las concentraciones de nitrégeno y glucosa
durante la fase de produccién.

También se tiene contemplado evaluar los datos obtenidos mediante un disefio
factorial, tan pronto se halle un medio factible para esto.
Sera conveniente controlar el pH en fermentaciones en matraz para mantenerlo en el

intervalo recomendado por la bibliografia, y observar si esto mejora los niveles de
produccién.
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Figura No. 15.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 1, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 15.B: Cinética de produccién de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 1, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 16.A: Cinética de produccién de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 2, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 16.B: Cinetica de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 2, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 17.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 3, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 17.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 3, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 18.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 4, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 18.B: Cineética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 4, valores de Acido giberélico y amonio.

< 50
I —~
E3a0 4
S < 30 \\
< 3 20
g © .
RS =SS e s e m NN
E I
0 50 100 150 200
Tiempo (h)

250

Figura No. 19.A: Cinética de produccién de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 6, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 19.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 6, valores de Acido giberélico y amonio.

< 20

=

~ o 15

:| -

o

< g 10 \

s 9 - Tt

A g 5 * - Lo

g =) ™ L & A A 7y A

o

& 0 \P . —tm ml = n

0 50 100 150 200 250
Tiempo (h)

Figura No. 20.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 7, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 20.B: Cinética de produccién de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 7, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 21.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 8, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 21.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 8, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 22.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL2278, experimento9, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 22.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 9, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 23.A: Cinética de produccién de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2278, experimento 10, valores de biomasa, pH y
glucosa.
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Figura No. 23.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 10, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 24.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 11 valores de biomasa, pH y
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Figura No. 24.B: Cinética de produccién de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 11, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 25.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matrdz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2278, experimento 12, valores de biomasa, pH Yy glucosa.
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NRRL 2278, experimento 12, valores de Acido giberélico y amonio.

Figura No. 25.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matrdz con la cepa G. fujikuro
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Figura No. 26.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuro
NRRL 2284, experimento 1, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 26.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 1, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 27.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 2, valores de biomasa, pH y glucosa.

50
45
40

mg/L), amonio

35

04| A PR

25

20 =
\

15

10
5 F:t:
0 -
0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (h)

(?,9/L*10)

'Y
J
|
[

Acido giberélico (

Figura No. 27.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 2, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 28.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 3, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 28.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2284, experimento 3, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 29.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2284, experimento 4, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 29.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2284, experimento 4, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 30.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 6, valores de biomasa, pH y glucosa.

70
5 i
S 60
2o \
¢ 50
T /
o
8 240
23 3
2|\ s
= o
o e 20
O © / ¥ J
2 10
(8] L—1
& s ram EEEN B4R
0T - o L,
0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (h)

Figura No. 30.B: Cinética de produccién de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 6, valores de Acido giberélico y amonio.
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gura No. 31.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 7, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 31.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2284, experimento 7, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 32.A: Cinética de produccién de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2284, experimento 8, valores de biomasa, pH

y glucosa.
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Figura No. 32.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2284, experimento 8, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 33.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2284, experimento 9, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 33.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2284, experimento 9, valores de Acido giberélico y amorio.
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Figura No. 34.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2284, experimento 10, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 34.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 10, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 35.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 11, valores de biomasa, pH y glucosa.
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Figura No. 35.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 11, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 36.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 12, valores de biomasa, pH Yy glucosa.
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Figura No. 36.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuro
NRRL 2284, experimento 12, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 37.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 1, valores de biomasa y glucosa.
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Figura No. 37.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 1, valores de Acido giberélico y amonio.

35.00 *

- 30.00

g/L)

25.00

20.00

15.00

L
10.00

A -
5.00

0.00 = 1

0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (h)

Biomasa (?, g/L), glucosa (|

Figura No. 37.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 2, valores de biomasa y glucosa.
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Figura No. 37.B: Cinética de produccién de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 2, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 38.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 3, valores de biomasa y glucosa.
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Figura No. 38.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 3, valores de Acido giberélico y
amonio.
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Figura No. 39.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 4, valores de biomasa y glucosa.
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Figura No. 39.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con kh cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 4, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 40.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 5, valores de biomasa y glucosa.
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Figura No. 40.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 5, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 41.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 6, valores de biomasa y glucosa.
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Figura No. 41.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
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Figura No. 42.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
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i Figu
ra No. 42.B: Cinética de producciéon de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi NRRL
2284, experimento 7, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 43.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 8, valores de biomasa y glucosa.
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Figura No. 43.B: Cinética de produccién de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 8, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 44.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 9, valores de biomasa y glucosa.
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Figura No. 44.B: Cinética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi

NRRL 2284, experimento 9, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 45.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 10, valores de biomasa y glucosa.
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Figura No. 45.B: Cineética de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 10, valores de Acido giberélico y amonio.
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Figura No. 46.A: Cinética de produccion de Acido Giberélico en biorreactor con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 11, valores de biomasa y glucosa.
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Figura No. 46.B: Cinetica de produccion de Acido Giberélico en matraz con la cepa G. fujikuroi
NRRL 2284, experimento 11, valores de Acido giberélico y amonio.
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ANEXO Il (RUTA METABOLICA DE SINTESIS DEL AG3)
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Fig. No. 47. Diagrama basico de |a ruta metabdlica de giberelinas.
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Fig. No. 48. Sintesis de ent-kaurenol.
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Fig. No. 49. Ruta metabdlica de sintesis del &cid



Nunca digas “No puedo” sin antes haberlo intentado.

No ayudes haciendo por otra persona lo que puede por si misma; sino

colaborando con ella para alcanzar algo que por si misma, le resulta imposible.

Tal vez no seas el mejor, pero ello no te exime de dar siempre lo mejor de ti.
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