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RESUMEN

En el presente trabajo se llevd a cabo la produccidn de Acido Giberélico
(GA3) a nivel laboratorio, via fermentacidn de Gibberella fujikuroi, realj.

zindose una serie de determinaciones que son importantes dentro del proce-
so de fermentacidn, camno lo son: ph, td, Xo, Xt. Para evaluar estos pari-

metros se utilizd el método de Packing Mycelial Volume (PMV).

El crecimiento méximo fué determinado por la ecuacidn de Coamperti, realizin
dose una comparacidn de resultados con el mé&todo gréfico, utilizdndose los
datos experimentales de crecimiento.

Posteriormente, Se procedid a elaborar un espectro de absorcibn para deter-
minar 1a longitud de onda a la cual se determind la curva estindar de GAg,
ademis de cuantificar los extractos obtenidos de la fermentacidn por espec-
tofotometria UV; ademis se efectud la identificacidn del GA5 por cromatogra
fia de gases y cromatografia en capa fina, asi como una identificacidén vi-
sual, reveldndose con UV de onda larga o corta.

Finalmente, se realizd un pequefio anfilisis de mercado, en el cual se obser-
v6 las necesidades, volimenes importados y los precios durante el periodo
1982-1983, dindose la posibilidad de ser usado en una gran variedad de cul-
tivos deiMédén econfmica.

Concluyendo, las posibilidades de produccidn de GA; en el pais son muy fac-
tibles, ya que los resultados asi lo demuestran aunque se tendria que traba
jar un poco mis en la optimizacifn del medic de produccifn, para obtener
rendimientos mis altos, ya que los obtenidos aproximadamente correspondie—
ron a 0.2u0 gr/lt. Por otra parte, se vislumbra un mercado nacional promi-
nente § posiblemente intermacional). Bycenzimas de México esté trabajan
do en obtener un mercado internacional. ’



OBJETIVO

En Mxico, el Acido Giberélico es un producto de importacién, con diversas
aplicaciones en agricultura, asi como en la industria cervecera.

La produccién industrial del Acido Giberélico (GA3) en México, evitaria la
fuga de divisas. El objetivo principal de este trabajo es el de evaluar la
produccibn de GA; a nivel laboratorio a partir de la fermentacidn de Gibbe-—
rella fujikuroi, por cultivo sumergido al evaluar pureza y rendimiento, lo

que puede Servir como base para su produccién a nivel piloto y postericrmen
te a escala industrial.



ABREVIATURAS

GAg

ATA -

ABA -
Xo -
Xt -
Td -

T -

A

Acido Giberé&lico.
Acido Indol Acético
Acido Absicico
Biomasa Inicial
Biamasa al Tiempo T
Tiempo de Duplicacién
Tiempo

Velocidad Especifica de Cr'gcinﬁenfo



I. INTRODUCCION
I.0. HISTORIA DEL DESCUBRIMIENTO

En la mayoria de los paises, grandes productores de arroz, se registrd una
enfermedad debida al hongo Gibberella fujikuroi (Sawada), en estado conidial
Fusarium moniliforme (Sheldon).

En su conjunto, los sintomas de la enfermedad son similares a los que presen
tan las plantas a‘tacadas por Fusarium; el hongo penetra por las raices y ba-
se del tallo, causando necrosis local al extenderse por los tejidos del hos-—
pedante. El sistema vascular se vuelve pardo, altera su funcionamiento y cau
sa la muerte de las pléntulas infectadas.

Se detect§ que existia un sintoma tempranc tipico, dencminado etiolacidn del
tallo y las hojas de algunas plédntulas infectadas, que se alargaban con mayor
rapidez en comparacidn con las pléntulas sanas. Esta enfermedad a la que se

le tomS gran interés en JapSn y Formosa y se le conocid como “"Bakanae". (Sto
dola, 19583 Darken, 1959; Brian, 1961).

El fitopatblogo japonés E. Kurasawa, hizo un importante descubrimiento, el
cual consistid en obtener filtrados de cultivos puros de Gibberella fuiikuroi,
que producian alargamiento parcial de las pléntulas de trigo, sintoma caracte
ristico de la enfermedad. Parecia evidente, por tanto, que el causante del
crecimiento era un producto metab8lico del hongo (Brian, 1961).

En el Japdn se descubrid que también otras especies de plantas de lechuga res
pondian al hongo de manera similar. (Brian, 1361.)

El principio activo se absorbe en carbdn animal o vegetal y es soluble en sol
ventes orgdnicos. Posteriormente, se obtuvo una sustancia cristalina con ren
dimientos aproximados de 10 m. por litro de medio de cultivo, que al aplicar-
se a raices de plintulas de lechuga en concentraciones de partes por milldn,



estimulaba el crecimiento. A esta sustancia se le dencmind Giberelina A.
(Brian, 1961).

Fosteriormente se incrementS el inter@s por los productos metabdlidos de Gi-
bberella fujikuroi, va que se descubri® que tambifn existen tres sustancias
con actividad fisiolfgica similar: .Giberelina Ap Ay el Acido Giberé€lico.
(Boroow, et al., 1955.)

I.I. CARACTERIZACION DEL ACIDO GIBERELICO
I.I.2. PRODUCCION INICIAL DEL ACIDO GIBERELICO

El método inicial de produccifn se basaba en el cultivo liquido de Gibberella
fujikuroi. La composicién del medio de cultivo, consistia en glucosa y sales,
o glicerina, con sales y amoniaco como fuente de nitrSgeno, e incubarse de 35-
45 dfas a 25°C; el material activo se aislaba por adsorcidn en carbdn y diso-
lueidn en metanol-amoniaco, (Grove, 1963), para obtensrse rendimientos de 10
mg. por litro de medic de cultivo. )

Este rendimiento se logrS incrementar a 200 mg por litro de fermentacién,
cuando un grupo inglés introdujo el sistema de agitacifn y recuperacidn con
acetona. {(Rajnbow y Rose, 1963.). ’

I.I.3. EFECTOS DEL ACIDO GIBERELICO

Se ha determinado que el GA, afecta diversos procesos, como la induccisdn enzi
mitica de transcripcidén de ADN. - Ios efectos variados dependen del tipo de
planta, su estado de madurez y las condiciones ambienmtales. Brian, 1961.)

El efecto mis comfin se da a nivel de crecimiento, por ejemplo, las pliantulas
de trigo tratadas con GA, aumentaron su altura hasta un 50%, acompafiadas de
un incremento en peso seco y hfmedo. (Brian, 19613 Hill, 1977.)

la causa de este incremento parece ser el resultado secundario del aumento
del Srea de las partes fotosintéticas. También induce floracién temprana de



las plantas bianuales, que puede ser benéfico para la produccidn de semillas
de ciertas cosechas. (Russell, 1873; Esashi, et al, 1977.)

El Acido Indol Acético también afecta a nivel de crecimiento. En algunos te
jidos, si el ATA es aplicado antes que el GA3 se producen pocos camblos, pe-—
TOo si el GA3 se aplica primero, entonces este tiene un gran efecto. Esto su
giere que la accidn del GA; tiene lugar en alglin sitio donde precede la accidn
de las auxinas en una secuencia de reaccidn para estimular el crecimiento. .
(Esashi, et al, 1977.)

I.I.3. INTERACCION CON OTRAS HORMONAS DE CRECIMIENTO

Algunas sustancias promotoras de crecimiento antagonizan los efectos del Aci
do Absicico, en algunos casos el GA3 sobrepasa los efectos del ABA. la cing_
tina contrarresta el efecto del ABA, permitiendo que éste estimule la germi-
nacidn, lo cual se observa en la tabla I.

El letargo de semillas de lechuga es inducido por los dias cortos, en los que
el Acido Mevaldnico se transforma en ABA, el rompimiento de este letargo es
provocado por los dias largos, en donde el mismo precursor (Acido Meval&nico)
se transforma en GA,. En la Fig. I se observa la relacidn GAB—ABA con los
dias largos y cortos. Las citoquininas bloquean el efecto inhibidor y pro-
Tmeven 1z accifn del GAj.  (Bidwell, 1974.)

Bidwell (1974) indica que Khan realizd un trabajo para reconocer el control
hormenal del letargo (latencia) de las semillas de lechuga empleando algunos
compuestos como el (A,, citoquininas o inhibidores, incluyendo ABA. = Encontrd
que las giberelinas son necesarias para la germinacién y que la ausencia de
Gy o la presencia de un inhibidor produce latencia.

Los resultados de la tabla IT sugieren que la latencia est& controlada prin-
cipalmente por la falta de giberelinas.

El GA; también afecta a la floracién de muchas plantas. Su empleo podria reem
plazar o alterar la vermalizacidn y el fotoperiodo. La giberelina natural induce



la floracidn en algunas plantas de dias largos y dias cortos, el GA, provoca
floracién en plantas de dias largos y cortos, la vernalizacidn parece ser un
proceso camplejo; en algunas plantas puede tener lugar en la semilla, en to-
dos los tejidos o Gnicamente en el meristemo. (Bidwell, 1974.)

En el reporte de Bidwell (1974) se indica que Melcher propone la existencia
de una sustancia hipoté&tica relacionada con la vermalizacién. E. mismo autor
indica que Lang demostrd que la aplicacidn de las giberelinas puede reempla-
zar la vernalizacién. En plantas tratadas con GA5, se induce la elongacién

del tallo asi como la produccidn de brotes vegetativos que mas tarde florecerin.

Khyan (tomado de Bidwell, 1974), reporta que la vermalina se produce cuando
hay bajas temperaturas y que en dias largos es convertida a giberelina, &sta
iltima junto con la antesina en plantas de dias largos induce la floracién. En
dias cortos la vernalina no es convertida a giberelina, ésta {iltima junto con
la antesina en plantas de dias largos induce la floracidn. En dias cortos la
vernalina no es convertida a giberelina, y por lo tanto, no ocwrre la flora-
cidn. (Fig. 2.) Existe poca evidencia respecto a la antesina y la vermalina,
sin embargo se ha comprobado que existe uma sustancia de crecimiento que induce

la floracién, pero la relacidén en el proceso de vernalizacidn es desconocido.
(Bidwell, 1974.)

Existe 1a evidencia de que el GA3 juega un papel importante como inductor de
los genes responsables de la sintesis de la amilasa. (Coock, 1962.)

Por otra parte, las giberelinas se consideran importantes en los primeros pa-
sos del proceso de germinacifn, ya que ayudan a la movilizacidn y digestidn de

proteinas, grasas, almidén y otros carbohidratos. (Rainbow y Rose, 19633 Cook,
1962.)

I.I.4., DESCRIPCION DEL ACIDO GIBERELICO ({(Ortega, 13970)

Nombre qufmico: Lactona I,4 del &cido 2,4,7, trihidroxi-metil-8 metileno-A3-
giveno 1,10 dicarboxilico.

Nombre comin: Acido Giberélico, Giberelina A3 & GAj.



Nombres comerciales: Berelex, Gibrel, Gibrelate, Gibresol, Acido Giberélico.
Apariencia: S&8lido blanco cristalino.
Punto de fusidn: 233-235°C.

Solubilidad: Ligeramente soluble en aguas, hasta's /lt'.'"d‘e‘éjgua. U

Peso molecular: 346.37 g.
I.I.5. BIOSINTESIS DEL ACIDO GIBERELICO

El GA3 y €l ABA son terpenos compuestos por unidades de isopvenos derivados
del Acido Mevaldnico. EL origen del ditepeno del GA, fué primeramente confir
mado por un estudio en-la incorporacifn de la molécula y el intermediario del
Kaureno. El Scido 7B-hidroxicaurenico y el aldehido, han sido detectados en
cultivos de Gibberella fujikuroi incorporados al GA,, puesto que el doble en-
lace no estid involucrado en la pérdida del grupo 4-metil durante la formacidn
de giberelinas de diecinueve &tomos de carbono, se sugiri.é que el aldehido in
termediario no sigue la oxidacidn tipo Baeyer-Villiger, para dar un formato,
el cual es hidrolizado. Lla introduccién del grupo 2-hidroxilo aparece con la
retencidn de la configuracién del proceso normal de hidroxilacién microbiana.
(Smith, y Berry, 1975.) En la Fig. 3 se puede observar con mis detalle la
ruta metabblica del GAj.

1.2. CARACTERIZACION DE GIBBERELLA FUJIKUROL

Gibberella fujikuroi perteneca a un hongo de la Fa:ﬁilia Nectriaceae, la cual
se caracteriza por incluir especies que producen su peritecio superficialmen-
te, con un buen desarrollo del estroma o sin un buen desarrollo de éste. EL
desarrollo del ascocarpo camienza con ciertas hifas, o con la aparicidn de un
ascogonio. Mientras algunas especies de esta familia son saprdfitas sobre’
substratos vegetales, en el suelo y en estiercol. Gibberella fujikuroi es pa
tégeno, encontréndose especialmente en arroz, causando la enfermedad conocida
como "'Bakanae'". :




Gibberella fujiluroi fué primeramente descrita como Lisea fujikuroi. Los

rangos de los tamafios de las ascosporas son de aproximadamente de 10~20 x
u-7 contra 7-17 x 3.2-53.3j)\ , pero son mis pequefias que el rango dado por
Sawada para ascosporas de 12-24 x. 6-9 )l, siendo tambi&n pequefios los peri-
tecios. (Kuhlman, 1982; Alexopulos y Mims, 1979,)

I.2.I. POSICION TAXONOMICA DE GIBBERELA FUJIKUROI (SAWADA)

Redino: R Mycetae

Divisidn: Amastigomycota
Subdivisidn: Ascomycotina
Clase: Ascaomycetes '

" Subclase: Hymencascomycetes
Orden: ’ Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: ‘ " Gibberelia
Especie: S fujikuroi

(Tamado de Alexopulos y Mims, 1979.)
I.2.2. MEDIOS DE CULTIVO
I.2.2.1, FUENTE DE CARBONO

1a nutricién de los microorganismos son muy diversas, por lo que es importan |
te suninistrar agua, fuente de carbone y energia, nitrdgeno y elementos mine
rales, asi como hidrégeno ¥ oxigeno (Stanier, 1976). Los microorganismos sa
tisfacen la mayor parte de sus necesidades de carbono, mediante la incorpora
cidn de metabdlitos producidos en la degradacién de sustancias orginicas. Se
usan principalmente, hexosas, pentosas, hidrocarburos, algunos utilizan meta
nol, glicerol, acetatos, propanol, butanolj; otros ndcroorgaxﬁsms'son mis
exigentes ya que requieren de aminofcidos como alanina, serina, treonina, pro
lina, ete. En resumen, podemos dividir las fuentes de carbono con base a su
naturaleza bioquimica en siete grupos: (Stanier, 1976; Wang, et al. 1979.)



1. Carbohidratos y derivados de carbohidratos.
2. Compuestos nitrogenados.

3. Acidos dicarboxilicos.

4. Alcoholes primarios.

5. Acidos orginicos.

6. Acidos grasos.

7. Aminodcidos.

I.2.2.2. FUENTE DE NITROGENO

Como en el caso anterior, existe una gran diversidad respecto a su utiliza-
cidn de las fuentes de nitrdgeno. Muchos microorganismos pueden crecer usan
do nitrato, amonfaco y a veces nitxrdgeno gaseoso. Otros en cambio, necesi-—
tan que se les proporcionen estos elementos en forma de aminoScidos o como
bases plricas y pirimidicas. Los microorganismos que requieran aminodcidos,
posiblemente son incapaces de sintetizar grupos amino, o bien, no pueden pro
ducir determinados aminodcidos. la gran mayoria de los hongos utilizan una
fuente de nitrdgeno que sea facilmente asimilable. Este material ha consti-
tufdo un aditivo muy Gtil en 1a industria para conseguir crecimiento de mi-

croorganismos, o para aumentar los rendimientos de los productos buscados.

El agua de cocimiento de mafz, por ejemplo, constituye una fuente equilibra-
da de carbono, nitrfigeno, azufre y sales minerales, For (iltimo, los micro-
organismos, para llevar a cabo sus funciones estructurales o fisiolégicas, ne
cesitan de hidrégeno, oxigeno, azufre, fésforo, potasio, calcio, magnesio; co
bre zinc, molibdeno, cobalto y boro. (Jones constituyentes de enzimas.)
(Stanier, 1976.)

Los medios de cultivo pueden ser, quimicamente definidos o de tipo industriai;
el primero es utilizado en investigacidn, requiere componentes de grado reac-
tivo, que hace incosteable su empleo para procesos de fermentacifén a gran
escala. Para realizar fermentaciones a nivel industrial es necesario comntem
plar costos, disponibilidad y normalizacién de los componentes del medio de



cultivo. Ademis de los nutrientes existen factores fisicos importantes para
el desarrolleo apropiado del cultivo.

I1.2.2.3. FACTORES FISICOS

En los cultivos aerdbicos, un adecuado crecimiento y formacidn de producto,
depende de la eficiencia para proveer oxigeno, asi como los sistemas de agita
cibén. Interviniendo la relacién de temperatura y pi. E1 objetivo de la agi-
tacidn y aereacién es el suministro de oxigeno, aumentando la velocidad de
‘ransferencia de oxigeno, pudiéndose cbservar en la Fig. 4. Por otra parte,
la agitacidn mantiere a los microorganismos en suspensidn. Para el suminis-
tro de aire en los fermentadores a nivel planta piloto e industrial, se emplea
un compresor, y la agitacidn generalmente es mecSnica. En organismos unicelu
lares como bacterias, levaduras y hohgos, el oxigeno aportado por cualquier
reaccidn oxidativa dentro de la célula, es generalmente incorporado como oxi
geno disuelto. En otras palabras, el organismo responde a la concentracién
- de oxigeno, el cual puede considerarse como un nutriente andlogo a glucosa,
aminoicidos y sales orginicas. (Stanier, 1976.)

La agitacifn tiene el papel adicional.de romper las burbujas de aire, e in-
crementar el &rea de contacto. . (Solomons, 1968.)

I.2.2.n. pH Y TEMPFRATURA

Los canbios de pH afectan los sitios catalfticos .y la conformacidn de la en-
zima, por lo tanto su actividad sobre rangos de pH es limitado, (Wang, et al.
1979) por ejemplo, ‘la alfa amilasa, tiene su mejor porcentaje de actividad
en un rango de pH entre 5y 7.

las reacciones enzimiticas, son similares a las reacciones quimicas, que son
influenciadas por la temperatura. Cuando la temperatura se incrementa, tam-
bién 1o hace la velocidad de 1a reaccién. Por lo tanto, la velocidad de des
naturalizacidn también se aumenta. Asi que la temperatura Sptima depende
también del tiempo de velocidad de reaccidn. (Ver Fig. 5.)



I.2.2.5. CINETICA DE CRECIMIENTO

El crecimiento microbiano es caracterizado por el tiempo requerido para du-
plicar su masa o el ndmero celular. Si el intervalo entre la duplicacién de
la masa o el nimero de cé&lulas es constante, el microorganismd crece a una
velocidad exponcial, bajo estas condiciones, la cinética del crecimiento que
da comprendida en las siguientes ecuaciones:

daxX _
aT-X (1)

B-x %S

Donde: o

X = = Conecentracidn celular en g/lt.

Concentracién celular en células/it.

= Tiempo dado en Hrs., min. dias. .

M\ = Velocidad especifica de crecimiento, células/hrs™1 (Wang, 1975).

H =
non

En el caso (I) se describe el crecimiento en relacifn a la masa celular con
respecto al tiempo. La ecuacidn (2) representa el incremento en el nimero
de c&lulas con respecto al tiempo. Bajo cualquier circunstancia, el creci-

miento se determina on la masa. La integracifn de la ecuaeifn (I) es dada

por:
X . T
ax . dar (3
at * -
*a To

Si la velocidad especifica de crecimiento es constante; se produce la ecua-
2idn (4):
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de donde: X
n X = AT (s
X0
Entonces: In X - In X4 =yT €3]
Esta ecuacidn puede tomar la forma:
X .
n = opT N

De la ecuacidn (7) se puede derivar la ecuacidn (8), para el caso en el que

Td, esto es, el tiempo requerido para que X se duplique 2X, entonces tenemos
que: :
in 2

td = 8
I~ . )

(Wang, et al. 1979)
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2.0 MATERIALES Y METODOS
2.I. MICROORGANISMO

Se.utilizd la cepa Gibberella fujiluroi nimero de catilogo 12616 de American
Type Culture Collection (ATCC), proporcionada por el Departamento de Biotec-
nologia del Centro de Estudios Avanzados del I.P.N. EI1 hongo fué incubado a
26°C y conservado en slant (medio inclinado en tubos de cultivo) entre § a
7°C, conteniendo papa-dextrosa-agar (PDA), a pH de 7.0,

2.2.1. EQUIFO

La cuantificacidn del GA, se efectud en un espectofotdmetro Baush & Lamb, mo
delo Spectronic 2I, con banda espectral de 10 nM.

Para la determinacidn cramatogrifica, se usaron placas de silica gel G80
Khiezelgier, ademis de un cromatdgrafo HP 5880,

La estimacién de biarasa (paquete micelial) se determind usando una centrifu
ga clinica Solvat.

Para la agitacidn se emplearon agitadores magnéticos Corning modelo PC. 353.

Las inoculaciones, tomas de muestras y otras manipulaciones se llevaron a ca
bo en una campana de flujo laminar horizontal Veco, modelo GHAFL, para evitar
ocontaminaciones.

La extraccidn del GA;, se realizd primeramente por la separacién de micelio por
filtracién a vacio. Posteriommente, el extracto se lavd con acetono y se adi
ciond acetato de etilo para su extraccidn final, se concentrd en un rotavapor.

la curva estindar del GA; se efectud en el espectofotémetro antes mencionado,

realizdndose tres repeticiones.

Para la identificacidn del GA, se utilizd una limpara de luz ultravioleta (UV),
Mineralight UVSL-25.
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El pH del medio de cultivo fug determinado antes y después de esterilizar
con un potencidmetro Corning modelo pH 5.

Los reactivos usados fueron tipo reactivo analftico, excepto en el caso del
dcido sulflrico y del alcohol etilico, los cuales fueron grado suprapuro, pa
ra eliminar impurezas que pudieran interferir con las lecturas.

Se utilizd carbdn activado industrial, Actibon A-6I, asi como GA, grado reag
tivo, ICN Pharmaceuticals, INC.

2.2.3. MEDIOS DE CULTIVO

Para la propagacién y mantenimiento, se utilizé medio Bioxon Papa-Dextrosa-
Agar (PDA), a un pH de 7.0, en tubos de cultivo con rosca en posicidn incli-
nada, a una temperatura de 26°C durante ocho dias. éosteriomente fueron ai
macenados en los mismos recipientes entre 5° a 7°C.

la camposicidn del medio fermentativo utilizado, recomendado por Rainbow y
Rose (1963), es la siguiente:

COMPONENTES CANTIDAD (g/1t)

CGH1206 ‘ 10.00
K2HPOL; ' . 0.50
Mgs0,7H,0 0.20
(NH) 250“ 0.20
Agua destilada . 1000.00 ml

ELl ph fué ajustado a 4.20 antes de esterilizar. Después de esterilizar a
121°C, a una presién de 1.10 Kg/cm2 durarte 20 minutos.

Se prepararon ocho matraces-de 2000 ml., con 1000 ml. de medio 1iquido, los
matraces se inocularon bajo. condiciones estériles con una suspensidn de 10

ml. de Gibberella fujikuroi, para esto se utilizaron agua destilada y jerin
ga desechable estéril.

Inoculados los medios se mantuvieron con agitacién
constante; a temperatura ambiente (aproximadamente 20°. a 25°C) durante 13
dias (312 hrs.).
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Se evalud la cinftica de crecimiento por medio de la cuantificacién periédi
ca de la biomasa del cultivo. la cuantificacién de biomasa fué realizada en
forma indirecta mediante la técnica de "Paquete Micelial" (PMV) descrita en
Romero, (1981). EL método consiste en medir el volumen de micelio sedimenta
do después de centrifugar a 5000 rmp durante 20 minutos, expresdndose en %
del volumen total de micelio utilizado, con la cual la velocidad especifica
de crecimiento ()'A) y el tiempo de duplicacidn (td).se obtienen.

2.2.4. EXTRACCION DEL ACIDO GIBERELICO

Se utilizd el método desarrollado por Kurasawa descrito en el trabajo de Or
tega, (1970), las recomendaciones de implementacién en el método de extrac-
cién, para no cbtener extractos que no correspondan al GA;. El medio de cul
tivo se separd por filtracién a vacio, el filtrado se agitd durante una hora
con carbdn activado con 100.00 ml. de acetona, agitdndose por 20 minutos, la
cual, a continuacidn se evapora con la ayuda del rotavapor (hasta este paso
es el método convencional dado por Kurasawa). EL residuo se acidifica a pH
3.0, con HCL al 50%, posteriormente se extrajo con volumen igual de acetato

de etilo (1:1), separfndose las fases, concentrdndose la fase orgénica en el
rotavapor (Ortega, 1870).

2.2.5. DETERMINACION DEL ACIDO GIBERELICO

La-determinacién del GA4 se 1llevd a cabo por comparacidn visual, por cromato
grafia de gases y en placa fina. ’

Para el primer caso, se siguid la técnica propuesta por Stahal, (1969); para
la cual, a I.0 ml. del concentrado se adiciond I.0 ml. de I'Izsou-etanﬁlico al
95%, se agitd vigorosamente, comparando la flucrescencia (producida por el
compleio GAB—stOu—etan&lico), con el producido por el estandar de.GAB, some
tido al proceso antes mencionado, expuesto a luz ultravioleta.

Para determinar la pureza de los extractos se llevaron a cabo anilisis en
cromatografia de gases, en detector de ionizacibén de flama.
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Para la cromatografia en placa fina se utilizd siliea gel GH, y cono solven
te una mezcla de benceno: aleohol butilico: &cido acético en una propor-
cibén 75:25:5 V/V, técnica propuesta por Stahal, (1963), y Horgan, (1968). Se
efectus el corrimiento del extracto y del GA4 estdndar (aproximadamente una
hora), se espred HZSOL‘-etanélico al 95%, reveldndose con luz ultravioleta pa

ra medir el rT (coeficiente de corrimiento) de ambos y verificar la presen-
cia del GA,.

2.2.6. CUANTTFICACION DEL ACIDO GIBERELICO

Se elabord una solucibn estindar en HZSOu—etanélico de GA; a una concentra-
cibén de 10_'3 M, con la que se realizd un espectro de absorcién.

Se determind 1la longitud de onda a la cual se efectuaron las lecturas del GA,
estindar y para la cuantificacidn de los extractos. En la elaboracibén de la

curva esténdar se prepararon las siguientes concentraciones de GA3 esténdar:
2% 1072, 3% 1072, 4 x 1072, 5 X 1072, 6 X 1072, 7 X 1072, 8 X 1072, 8 %

1072 M.
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3.0 RESULTADOS
3.3.I. DETERMINACION DEL ESPECTRO DE ABSORCION

En la tabla IIT se présenta_n los resultados de absorcidn obtenidos, se en-
cuentran valores altos en una longitud de onda de aproximadamente 275 nM,
formindose un pico, en donde absorbe mayor cantidad de luz, por lo que,

las determinaciones posteriores se realizaron a esa longitud de onda. Estos
resultados se visualizan f&cilmente en la Fig. 6.

3.3.2. CURVA ESTANDAR

En la tabla IV, se muestran los resultados de absorbancia obtenidos para las
diferentes concentraciones usadas en la determinacién de la curva estindar,
con los resultados obtenidos del experimento y sus repeticiones, se realizd
un ajuste por minimos cuadrados, encontrdndose que la recta que describe el
comportamiento esti dado por la ecuacidn; Y=0.0I35 X - 0.000285, con un coe
ficiente de correlacidn de 0.99; en la Fig. 7, se muestra gr&ficamente el
comportamiento lineal de los datos obtenidos. (Sokal, 1969.)

3.3.3. DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECRMIENTO .

Para calcular 1= cinftica de crscimienlo, se usaron las ecuaciones 7 y 8 des
critas en introduccifn, muestreindose cada 24 hrs.

En la tabla V, se muestran los resultados obtenidos, en la cual se ve que el
porcentaje de volumen sedimentado de micelio, alcanza la fase estacionaria a
los 10 dias aprox. (238 hrs.). En la Fig. 8 se graficaron estos resultados
y se marcan las fases de crecimiento que corresponden a la fase lag con dura
¢ién aprox. de 1 dia (24 hrs.), la fase exponencial con duracidn aprox. de
10 dfas (240 hrs.), y por filtimo la fase estacionaria con una duracién apro
ximada de 3 dias (72 hrs.). - ’

Empleando la ecuacidn 7 (ver metodologia) se calculé la velocidad especifi-
-1

ca de crecimiento que fue de 0.0125 hrs. » v el tiempo de duplicacidn co-

rrespondid a 55 hrs.
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Con la ecuacidn de Gampertz (programa contenido en una calculadora HP 41 CV),
los valores tedricos para estimar el tiempo necesario para alcanzar el mixi
mo de crecimiento fué del 5% del total del volumen sedimentade. En los va-
lores tedricos, no existe mucha diferencia con los valores experimentales ob
tenidos (ver tabla VI). A continuacién se presenta la ecuacidn de Gompertz.

U=ca.bx

Donde:

a = 0.0007
b = 0.5730
c = 5.51155

3.3.4. RENDIMIENTOS DE GA3 OBTENIDOS POR LITRO DE MEDIC CULTIVO

En lo que respecta a las lecturas obtenidas (absorbancia) de los extractos
(ver tabla VII), los rendimientos son bajos aproximados a:

Y
Y

(0.0135) X + 0.000285
0.24 g/lt.

1l

3.3.5. IDENTIFICACION DEL ACIDO GIBERELICO

En los resultados obtenidos del anilisis visual se encontrd que todos los
extractos obtenidos presentaron fluorescenciasimilar al de la muestra estin
dar del GA;.

La cromatografia en placa fina registrada, mostrd un corrimiento de 8.5 om.,
de la mancha de la muestra del GAj, asi camo de los diferentes extractos, es
te valor corresponde a un rF de 0.56 similar al del estindar (Stahal, 1969),
tomando en cuenta que la distancia de recorrido del solvente fug de 15.0 cm.,
y calculado en funcidén de la ecuacidn:

- Distancia_recorrida de la sustancia problema
Distancia recorrida del solvente
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3.3.6. CUANTIFICACION DE LA PUREZA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

la cuantificacidn se efectud por cromatografia de gases, mostrdndose en el
cromatograma No. I, pudiéndose observar un tiempo de retencidn de 0.26, co~
rrespondiendo una pureza del 99.9% del GA, esténdar. En el cromatograma No.

2, se observa un tiempo de retencidn de 0.24, el cual corresponde a una pure

za del 93.70%, del GA3 obtenido de los extractos.

Los anilisis cramatogrificos se repitieron 3 meses despu€s, para observar es
tabilidad de los extractos obtenidos, bajo condiciones acuosas.

En el cromatbgrafo se inyectd un estirdar fresco de GA3, el cual corresponde
al cromatograma No. 3, en el cromatograma No. 4, corresponde a una muestra de
un esténdar preparado con tres meses de anticipacidn, y el cromatograma No. 5,
corresponde a un extracto que tiene el mismo tiempo de tres meses. En el cro
matograma No. 3, la pureza fué de 80.40%; en el cromatograma No. 4, la pureza
correspondid a 38.83% y finalmente en el cromatograma No. 5, la pureza corres
pondid a un 96.20%. (Ver cromatogramas, pag. 38).

En la tabla VIII, se puede observar con mis detalle los resultados obtenidos
de los andlisis cromatogréaficos.
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4.0 DISCUSION Y CONCLUSION

Los resultados de absorbancia obtenidos muestran un comportamiento de absor-
cidn mixima de 275 nM, similar al reportado por Kavanagh y Ksezel, (1958),
por lo que todas las lecturas realizadas en el espectofotfmetyo fueron a csa
longitud de onda. La relacifn obtenida que nos describe el camportamiento
de la curva estdndar esti dada por:

Y = €(0.013) X + 0.00028S5

Lo que indica que al aumentar la concentracidn de GA5, se incrementd la ab-
sorbancia, en forma directamente proporcional.

los rendimientos obtenidos fueron de 0.24 g/lt que son rendimientos bajos; pa
ra que realmente pueda ser costeable econ@micamente el froceso, se necesita
que se produzea alrededor de 1.0 g/lt.

Prebablemente los rendimientos obtenidos fueron bajos, ya que las condiciones
de crecimiento fueron inccmpletas, llevéndose la fermentacién en un matraz, y
no en un fermentador, en la cual pardmetros caro agitacidn, sistemas de regu-
lacibn de pH y temperatura, y un buen sistema de aireacién (ver introduccidn,
seccidn factores fisicos), intervienen mejorando los procesos de crecimiento

microbiano, por lo que el uso de un fermentador seria de gran ayuda para con-
trolar al miximo estos pardmetros.

La fermentacidn fud@ interrumpida a las 312 hrs., en donde se tiene la fase es
tacionaria, ya que la formacién de GA4 esti asociada con ésta, y no con la fa
se de crecimiento exponencial, ya que la mayoria de los metabdlitos secunda-

rios estfn asociados con la fase cstacionaria, (Wang, et al. 1979; Atkinson,
1974).

.

Por otro lado el volumen del medio de produccidn para el GhAy» fué poco y al
realizar el proceso de extraccidn repercute en los rendimientos.



Con lo que respecta a los métodos cromatogrificos, usados para la identifi-
cacidn del GA,, mostraron ser satisfactorios, ya que los resultados obteni-
dos son similares a los reportados por Stahal (1969), y al realjzar la croma
tografia de gases, pudimos cbtencr, por una parte, la verificacidn de que
los extractos obtenidos correspondieron al GA3, en base a los tiempos- de re
tencidn, siendo similares tanto en el estindar como en los concentrados obte
nidos y finalmente pudimos determinar la pureza de los extractos obtenides,
siendo ésta arriba de 90%, ligeramente superior al del estindar usado.

A continuacién se da un diagrama de proceso (Fig. 9), en el cual se propone
la secuencia a seguir para la produccién de GA3» teniendo en cuenta que se
requiere un trabajo interdisciplinario con Ingenieros Quimicos, contribuyendo
en:

a) Disefio de Equipo

b) Instalacidén del mismo

c) Evaluacidn del Proyecto

d) Elaboracidn de un Manual de Operacién

En el diagrama de proceso se puede observar tanques de almacenamiento para
preparacién de medio de cultivo "semillero" y fermentador de produccidn, ade
més se cuenta con tanques de almacenamiento de &cido, base y antiespumantes
el proceso continda con la separacién del GA4, en donde se usa un filtro ro-
tatorio para separar micelio, un tanque mezclador, dos tanques de almacena-
miento de solventes y un evapocristalizador. (Kirk, et al., 19663 Demain vy
Piret, 1981).

Por otra parte se realizd un estudio somero del mercado en el pais, encontrén

dose que el GA,; es de importacidn, principalmente de Inglaterra (ICI), y los
Estados Unidos (Abbout).

Los volmenes de importacién fluctuaron bastante, desde el afioc de 1980, por
problemas relacicnados con la devaluacién del peso y por la pérdida de crédi-
to.
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En el afo de 1980, se importd una cantidad de aproximadamente 2000 kg. En el
afio de 1982, Gnicamente se importd 602 Kg., v en el afio de 1983, la importa-
cién fuéd de 495 Kg. '

En el afio de 1883, en el mercado de estimulantes de crecimiento (auxinas, ci
toguininas y giberelinas) hubo una captacidn de $115,000,000.00, de los cua—
les $21,000,000.00 correspondieron a las ventas de GAj. En la tabla IX se
puede observar con mis detalle el precio del GA; de 1982 a 83.

Por esta razén se pensd en desarrollar la tecnologia para la produccidn de GA3
en México y asil lograr que este producto sea mis accesible, en especial para
los agricultores.

En México existen tres compafilas que venden GA53 Bicenzimas de México, S.A.
de C.V., tiene a la venta un producto formulado a base de Citoquininas, Auxi
nas y Giberelinas; teniendo presentacién liquida y s8lida, con nombre comer-
cial de Biosyme. Unién Carbide, S.A. de C.V., tiene a la venta un producto
formulado, en base a los mismos pramotores de crecimiento. ' Por Gltimo, Pfi-
zier, S.A. de C.V., tiene un producto sin formular.

Se dan algunas aplicaciones de los productos antes mencionados, principalmen
te se aplican en la agricultura, en-cultivos tales como: soya, frijol y malz.
(En el anexo I se da con mis detalle las aplicaciones en la agricultura.)

For otra parte el GA; se éplica en la industria cervecera, coxm aditivo en la
operacién de germinacién de la cebada. la Food and Drug Administration (FDA)
de Estados Unidos, permite el uso de. este producto, bajo condiciones en las
cuales los residuos de GA; no sobrepasen 2 ppm. Actualmente en México, la in
dustria cervecera y maltera consume 80-100 kg. anuales de este producto. {Cook,
1862., Ortega 1970., Biocenzimas de México, S.A. de C.V., 1983.)

Concluyendo, la factibilidad de producir GA5 en México, es buena, ya que se
estima que el mercado nacional se incrementa en un 25% en 1985, asi camo el
rrecio por Kg. ‘
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5. TABLAS Y FIGURAS
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labla 1.- Efectos del ABA y Cinetina sobre el GA3 en la estimula--—

cidn de la germinacién de semillas de lechuga almacenadas

en la obscuridad (Bidwell, 1974).

Concentracidén
GA; (mD)

0.0
0.05
0,50

5.00

de Ninguna
adicidén

10.00

21.00

66.00

95.00

Porcentajes de germinacidn.

Cinetina

0.05 mM
15.00
27.00
69.00

97.00

ABA
0.04% mM

0.00
C.00
0.00
0.00

520

ABA y
Cinetina
0.00
17.00
57.00

73.00

Tabla II.- Mecanismo hormonal de latencia y germinacidn de semillas
de lechuga (Bidwell, 1974).

Giberelinas
+

+

Citoquininas Inhibidor
+ -
+ +
- +
+ -
+ T+

Resultado r
Gexrminacién
Cerminacidn
Germinacién
Latencia

Latencia

Latencia

lLatencia
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Tabla III.- Resultados obtenidos del barrido del espectro de absor-

cidn de GA3, mostrando la relacién entre la longitud

de onda y las absorbancias promedioc de tres repeticio-

nes. ’

Longitud de orda Absorbancia Longitud de Onda  Absorbencia
25 0.500 310 0.307
250 0.500 315 0.293
255 0.516 320 0.278
260 0.546 325 0.263
265 0.580 330 . D.2us
270 0.603 égs" C ouauz
275 0.680 a0 0.2
280 "o.s88 s 0.211
285 0.517 380 “0.250
290 0.u34 : 385  l£¥1ﬁ',"0.2e5
295 0.380 ‘3800 . o.288
300 0.3u1 s 0.308
108

0.323 : 370 0.335
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! Tabla IV.- Resultados de absorbancia obtenidos de las diferentes

concentraciones de @4 para la determinacién de la

curva esténdar.

Concentracién de GA, »’%bsorbanc;‘ia1 Absorbancia, — Absorbanciag

an
2x1072 0.152 0.151 0.150
3 x 1072 : 0.231 © 0.223 0.223
4 x 1072 0.310  0.315 0.315
5 X 1072 0.382 0.380 © . 0.381
6 X 1072 0.460 0.462 . 0.462
7 %1072 . o.530 0.531 0.531
8 X 1072 ‘0.601 - o.601 0.603
-9 x 1072 0.701 0.690 0.690
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Tabla V.- Cinética de crecimiento de Gibberella fujokuroi.

Tiempo (dfas) Tiempo (hrs.) volimen de micelio sedimen—

tado. R

o o 0.10
1 24 0.10
2 u8 0.50
3 72 1.00
4 96 2.00
5 120 3.00
.6 1uy ’ 4.00
7 168 4.50
8 192 4.70
9 216 .90
10 . 238 5.00
11 264 : . s.00
12 . 288 5.00

i3 312 L.un




T

Tabla VI.- Valores tedricos del crecimiento de Gibberella fujkuroi,
obtenidos de la ecuacidén de Gompertz.
Tiempo (dias) Tiempo (hrs.) - Volumen de micelio sedimen-
tado.
0. g 0
1 P ] 0
2 48 S . 0.40
3 gzl _ 0.90
y 9. , 1.90
5 120 _ 2.90
6 4y 3.90
7 168 T
8 192 ‘ 4 .60
q 216G - o : 1.80
10 238 _ : 4,90
i1 264 ’ . 4.30
12 288 : . 4.80




Tabla VII.- Resultados obtenidos, en la cual se muestra la relacidn

de los extractos concentrados, con sus respectivas ab—

sorbancias.
Extracto Absorbancias obtenidas
1 0.092
2 0.092
3 0.092
y 0.083
5

0.092
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Tabla VIII.~ Resultados de los cromatogramas obtenidos.

COrigen No. de cromatograma Tiempo de % de
retencidén pureza
Estandar 1 a 0.26 99.90
Extracto obtenido 2 0.24 99.70
Esténdar fresco 3 : 0.32 80,40

Estdndar con tres
meses de preparacién 13 0.37 28.83

Extracto con tres ‘
meses de preparacién . 5§ . 0.33 96.20

Tabla IX.- Resultados obtenidos de la evaluacién de mercado de

1982 a 1983, en donde se muestra la variacién de precios.

Mes ’ Ano Precio por Kg. en pesos
Fnero " 18z : 26,000.00
Febrero 1982 ' ' 29,000.00
Abrii 1982 35,000.00
Julic . .. 1982 53,000.00
Piciembre 4 1982 " 70,000.00
Enero 1983 100,000 00.
Junio : 1983 - 150,000 .00

Diciembre 1983 : 170,000.00
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GA4 _________—D Crecimiento
Dias largos

Ac. Mevaldnico

Dias cortos

A e IS letargo

Fig.- 1. Mecanisimo para el control del letargo (Bidwell, 1374).

Dias cortos sin formacién

de Vernalina a Giberelina
No hay

. ‘|> ‘floracidn
/Antesina ausente
Bajas tamperatiuras

Jas tomp

(Invierno)
Induce a la formacidén
de Vernalina

9 Floracidn
Dias largos Vernalina y An-
tesina presente. Giberelina

presente.

Fig.- 2. Relacidn escencial entre las sustancias hipotéticas, des-
critas por Khyan (Tomado de Bidwell, 1974).
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_______-——D Crecimiento
Dias largos

Ac. Mevalidnico

/ GAB
" r
Dias cortos \

ABA e S Letargo

Fig.~ 1. Mecanismno para el control del letargo (Bidwell, 1974).

Dias cortos sin formacidn

de Vernalina a Giberelina
No hay

D ‘floracidn

Antesina ausente
Bajas temperaturas
(Tnvierno)
Induce a la formacidn
de Vernalina

{> Floracién
Dias largos Vermalina y An-

tesina presente. Giberelina

presente.

Figr.— 2. Relacidn escencial entre las sustancias hipotéticas, des-
critas por khyan (Tomado de Bidwell, 1974).
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COZH

(=) ~KAURENO - (=)= Ac. KAURENOICO

H H XO—H_'"'"""""'
COH - CoH :

Fig.- 3. Ruta métabSlica del GA; (&mith, ¥ Berry, 1975).




cHo cHg cHp
HO ~BH =0 —
“ “H CoH ChX C H CoH
ey CoH o, coH

Giberelina Ag

Fip.~ 3. Ruta metabdlica del GA4 (Smith, y Berry, 1975)
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Fig.- 4. Velocidad de transferencia de oxigeno, en la produccidn de proteina unice-
lular en el crecimiento de Candida utilis. Asi como la velocidad de oxi --
dacién por sulfito (New Brunswick Scientific Co. Inc. llew Jersey).
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Fig.-5. Actividad enzimética en relacidn al pH (a) y a 1la

temperatura (b). (1) Invertasa de levadura, (2) alfa
amilasa, de Bacillus sp., (3) amincaciclasa de
Asperpillus oryzae.
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,

250' 2;; 270 2'80 250 30;3 31‘0 326 350 31+'D 3;0 356 370.
' (longitud de onda) nM.
Fig.-6. Espectro de absorcidn del Acido Giberélico en H,S0,
etandlico al 95%, en la cual se puede observar que
aproximadamente a 275 nM se absorbid el miximo de luz.
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Fig.-8. Cinética de crecimiento de Gibberella fujikurodi.
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FERM. PRODUCCI (#i'i

-
|

FERM. SEMILLERO

TANQUES AIMACENAMIENTO SOLVENTES

v !

EVAPO-CRISTALIZADOR.

[

O

FILTRO ROTATORIO

TANQUE TRATAMIENTO

TANQUE TRATAMIENTO

Fi.- 9. Diagrama propuesto para la produccién de Acido Giberélico a nivel planta indus-

trial.
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CROMATOGRAMAS
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7.

ANEXO0.
EN MEXICO

NOMBRE COMERCIAL ¥ CULTIVO

ACIDO GIBERELICO DE PEFZEIR

Crisantemo

(Chrysanthemun mardfolium)
Dalias

(Dahlia sp)

Café

(Coffea arabica)

Citricos en produccidn
(Citrus sp) :

Citricos en vivero
(Citrus sp) ’

RECOMENDACIONES - TECNICAS

2> P.pm. ‘cuando las vamas con yemas
florales estén bien desarrolladas

DASGQ p.p.m. al terminar la flora-
cibn y-cuando los frutos estén alin
pequefios

¥ 50 p.p.m. al germinar, asperjar las
‘yemas terminales, a los dos-tres me

ses repetir

:.. EFECTOS

US0S Y RECOMENDACIONES DE LOS PRODUCTOS COMERCIALES QUE CONTIENEN GA3 EN ALGUNOS CULTIVO COMUNES

Nanta més alta y-Floracién temprana

la floracidn se adelanta y los tallos
son mis gruesos

Se logra una maduracidn uniforme y se
reduce el nimero de cortes

Aunenta considerablemente la cosecha

Se acelera el crecimiento en un 600% y
forma de cuatro-cinco ramas que el no
tratado

- -



Alfalfa
(Medicago sativa)

Fresa en vivero

(Fragaria mexicana)

Fresa en produccidn

Jitomate

(Sycopersicom esculentum)

Chicharo
(Pisum sativum)

via
(Vitis Labrusca)

Apio
Capium graveolens)

50 p.p.m. de diez a quince dias .
antes de cada corte, Gm.camente
durante el mv:.ar‘no g

15-20 p;lﬁ;m,'quince dias después

dé iniciada la floracidn. Repe-

tiy al volver a florear

©15220 p.p.m. cuando la planta tie

ne ocho dias de inflorecencia

" 5'p,p.m. uno o dos antes de ini

ciarse la floracidn

20 p.p.m. durante la floracién as

perjando los racimos finicamente

50 p.p.m. veinte a treinta dias
antes de cosechar

Aumenta el rendimiento de un 15-30%
y'reduce el tiempo entre cortes

. Promueve 1la formacidn de estolones y

puede inhibirse la floracidn al repe
tir el tratamiento

Aumento de rendimientos hasta un 60%

Puede incrementar y adelantar la pro-
duceidn

. Mayor crecimiento de la planta que per

mite mis aereacifn y sanidad de las
vainas. El rendimiento aumenta en un
50%

Aumenta el tamafio de la uva Thomson
sin semilla

El tamafio y el peso aunenta del 20-50%

-gh -



Papa
(Solanum dulcamara)

Chile
(Capiscun_annum)

Meldn

(Cucumis melo)

Pepino
(Cucunis sativum)

Sandia
(Citrulus vulvaris)

Berenjena

(Solanum melongena)

1 p.p.m. antes de sembrar por
inmersién de la semilla

P

cion

15 p,p.m. ‘dos

florear

15 p.p.m. dos
de florear - -

15 p.pims dos'o’

florear -
25 p.p.m. &l p
eibn *

20 p.p.n.-al vpr‘:',np.ipiar\;]a_ﬂor\av—

o tres

o tres

i-incipiai" la“flora-

Interrumpe el estado de latencia,
favorece la formacidn de tubérculos
produciendo mayores rendimientos

Mayores rendimientos del 20-k0%

Los frutos son mis grandes con mayo-

res rendimientos

los frutos sonmis grandes con mayo-
res rendimientos

los frutos son mis grandes con mayo-
res rendimientos

Rendimientos del 20-30%

- b
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