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RESUMEN

El acido giberélico (GA3) es el principal metabolito secundario producido por fermentacion
del hongo Gibberella fujikuroi. Esta fitohormona tiene gran importancia en la agricultura e
industria cervecera. En esta investigacion, una mezcla glucosa-aceite de maiz fue usada
en tres diferentes proporciones sobre la base de 40 g L™ de carbono en un biorreactor de
tanque agitado de capacidad 7 L para la produccién de GA; por G. fujikuroi. A través del
tiempo de cultivo, fueron mantenidos y controlados los valores de pH 3.5, temperatura 29
°C, agitacion 600 rpm y aireacion 1 vvm. El metabolismo secundario inicié entre las 48 y
60 horas de cultivo y la maxima produccién de GA; se encontrd a las 288 h para los tres
tratamientos propuestos con fuente de carbono mixta. Se cuantific6 por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC) una produccién de 430 mg L™ de GA; cuando se
utilizé la proporcién 1:2 glucosa-aceite de maiz; 380 mg L™ de GA; cuando se ensayé la
proporcién 1:1 glucosa-aceite de maiz; en contraste a los 280 mg L™ cuando se utilizé la
proporcion que contenia la mayor cantidad de glucosa (proporcion 2:1). Por otro lado, se
obtuvieron 358 mg L™ cuando se utilizé aceite como tnica fuente de carbono; y al emplear
solo glucosa, el metabolismo secundario inicié a las 96 h de cultivo obteniendo la maxima
concentracién de 136 mg L' de GA; a las 264 h de fermentacion, siendo asi, la menor
cantidad de GA; producida durante todas las fermentaciones realizadas. Se concluy6 que
la fuente de carbono afecta el tiempo de fermentacion asi como la produccién del
metabolito. G. fujikuroi mostré gran capacidad para adaptarse a medios de cultivo con
aceite de maiz como fuente de carbono, realizando una rapida metabolizaciéon de los
acidos grasos (los cuales fueron cuantificados por Cromatografia de Gases). Por tanto, la
glucosa no ejerce ningun efecto de represion catabdlica sobre la asimilacion del aceite de
maiz, o alguna clase de control metabdlico sobre el transporte de los acidos grasos en las

células de G. fujikuroi cuando se utiliza fuente de carbono mixta.

(Palabras clave: 4cido giberélico, fuente de carbono mixta, Gibberella fujikuroi)



SUMMARY

Gibberellic acid (GAj3) is the chief secondary metabolite produced by fermentation of the
Gibberella fujikuroi fungus. This phytohormone is of great importance in agriculture and in
the brewing industry. In this research, a glucose-corn oil mixture was used in three
different proportions on the basis of 40 g L™ of carbon in a 7 L stirred tank bioreactor for
the production of GA; by G. fujikuroi. Throughout the culture time, the values of pH 3.5, 29
°C temperature, 600 rpm agitation and 1 vvm aeration were maintained and controlled.
The secondary metabolism began between 48 and 60 hours of culture, and the maximum
production of GA; was found at 288 h for the three treatments proposed with a mixed
carbon source. A production of 430 mg of GA; L™ was quantified by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) when using the glucose-corn oil ratio 1:2; 380 mg GA; L™
when the glucose-corn oil ratio was 1:1; in contrast to 280 mg L™ when the proportion that
contained the largest amount of glucose (ratio 2:1) was used. We obtained 358 mg L™
when oil was used as the sole carbon source; when only glucose was used, the secondary
metabolism began at 96 h of culture, obtaining the highest concentration of 136 mg GA; L™
at 264 h of fermentation, this being the least amount of GA; produced during all
fermentations performed. Our conclusion is that the carbon source affected the
fermentation time as well as the production of the metabolite. G. fujikuroi showed a great
ability to adapt to culture media with corn oil as a carbon source, resulting in a rapid
metabolism of fatty acids (which were quantified by Gas Chromatography). Therefore,
glucose does not exert any catabolic repression on the assimilation of corn oil, or any kind
of metabolic control on the transport of fatty acids in the cells of G. fujikuroi when using a

mixed carbon source.

(Key words: Gibberellic acid, mixed carbon source, Gibberella fujikuroi)
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I. INTRODUCCION

Como todos los seres vivos, los microorganismos crecen, se reproducen y
producen una variedad de compuestos bioquimicos, entre los cuales algunos son
de interés para el hombre. Dentro de los productos microbianos de importancia
econdmica, industrial y biotecnoldogica, se encuentran las giberelinas (GAs),
producidas por el hongo Gibberella fujikuroi, las cuales tienen la capacidad de
estimular el crecimiento de otros organismos vivientes. Las GAs son un grupo
importante de fitohormonas que regulan los diferentes procesos de crecimiento y
desarrollo en las plantas superiores, siendo su principal representante el acido
giberélico (GAs3), el cual es el producto principal de la ruta biosintética de las GAs

durante la fermentaciéon de G. fujikuroi (Tudzynski, 1999).

Diversas investigaciones, han mostrado que la fuente de carbono usada en
los procesos de fermentacion microbiana para la produccion de metabolitos
secundarios, incide directamente en su rendimiento. Sin embargo, la mayoria de
los procesos fermentativos, utilizan glucosa como fuente de carbono, debido a que
la via de la glicdlisis estd presente en una extensa variedad de organismos
vivientes, pero ademas por ser la ruta mas rapida para satisfacer las necesidades
energéticas de las células. La produccion de GAs mediante G. fujikuroi no ha sido
la excepcion, la glucosa es la fuente de carbono mas extensamente estudiada;
incluso, la maxima produccion reportada de acido giberélico, utilizé a esta fuente
de carbono (Escamilla y col., 2000). Sin embargo, la necesidad de mejorar la
produccion de las GAs, ha motivado la busqueda de nuevas fuentes de carbono.
La utilizacion de aceites naturales, se ha justificado en el hecho de que podrian
poseer precursores naturales para la biosintesis de GAs (Vass y Jefferys, 1979).
Investigaciones realizadas en el Laboratorio de Biotecnologia y Bioingenieria del
Instituto Tecnolégico de Celaya, utilizando aceites de ajonjoli, cartamo, maiz, arroz
y girasol para la produccién de GAs (Negrete-Rodriguez, 2002; Almanza-Rangel,
2005; Negrete-Rodriguez, 2007), indican que la utilizacion de aceites provenientes
de plantas oleaginosas y gramineas como fuente de carbono, incrementan la
produccion de GAj3; con respecto a la utilizacion de glucosa como fuente de

carbono (Chavez-Parga, 2005; Chavez-Parga y col., 2007).

-1-



El presente proyecto de investigacion, persiguid como objetivo principal,
encontrar una estrategia alternativa para mejorar la produccion de GA; por G.
fujikuroi, utilizando una combinacién glucosa-aceite como fuente de carbono
durante el proceso fermentativo. Se espera con ello, un decremento en el tiempo
de inicio en la produccion de GA3, debido a la disponibilidad inmediata de los
acidos grasos y glicerol para el hongo. Asi como, un aumento en la produccion de
la fitohormona; efecto positivo producido por el hecho de la mayor disponibilidad

de acetil-CoA en la célula para favorecer el metabolismo secundario.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Historia

La historia de las giberelinas (GAs) inicia en 1898 con una descripcion
cientifica del crecimiento anémalo de la planta de arroz conocida como
enfermedad “bakanae” o “planta tonta”. Un sintoma temprano de la enfermedad
es la super elongacioén de las plantas infectadas, sus tallos son delgados y palidos,
que al crecer rapidamente mueren. Es una de las enfermedades del arroz de los
paises del lejano oriente, especialmente de Japon. En 1926, la enfermedad se
atribuyd a una toxina producida por un hongo, el cual se identific6 como Fusarium
moniliforme (etapa imperfecta), mas tarde clasificado como Gibberella fujikuroi
(etapa perfecta, sexual) (Nakanishi, 1974). Este hongo recientemente fue llamado
Fusarium fujikuroi (Shukla y col., 2005b). En 1935 Yabuta anuncié el aislamiento
de un estimulante del crecimiento del medio de cultivo del fitopatégeno. La
sustancia fue llamada giberelina. Sin embargo, fue hasta 1956, cuando las GAs
fueron encontradas en extractos de plantas superiores (Radley, 1956) y entonces

definidas como hormonas naturales de plantas.

2.2. Generalidades

Algunas de estas GAs actuan como hormonas naturales regulando el
crecimiento y desarrollo en plantas superiores, promoviendo procesos tales como
germinacién de semillas, elongacién del tallo, expresion sexual, induccién de la
floracién y desarrollo del fruto (Brickner y Blechschmidt, 1991a; Woitek y col.,
1997; Rojas y col., 2001). El efecto rapido y pronunciado de las GAs sobre los
procesos antes mencionados, ha ganado mucha atencién a nivel mundial y ha
promovido su desarrollo como herramientas valiosas en la agricultura, cultivo de
tejidos, viveros, invernaderos, jardines, horticultura, viticultura, industria cervecera,
entre otros (Pape y Rehm, 1986; Kumar y Lonsane, 1990; Shukla y col., 2005b;
Karakoc y Aks6z, 2006).

Las GAs presentan actividad significativa a concentraciones
extremadamente bajas. Por tanto, las plantas superiores deben poseer un

mecanismo eficaz para la percepcion y transduccion de la sefal hormonal. Las
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funciones que las GAs llevan a cabo en la planta, se pueden resumir brevemente
resaltando los puntos mas destacables (Pape y Rehm, 1986): incrementan el
crecimiento en los tallos mediante la estimulacién de tanto la division como la
elongacion celular (incrementa el numero de células y la longitud de las mismas);
inducen el crecimiento a través de una alteracion en la distribucidn de calcio en los
tejidos; interrumpen el periodo de latencia de las semillas, haciéndolas germinar
(promueven la induccion de la actividad de enzimas hidroliticas durante la
germinacién, esto es, activan la transcripcion de genes que codifican enzimas
hidroliticas, como la a—amilasa, que desdobla el almidén en azucares, dando asi
alimento al organismo vegetal, y por tanto, haciendo que incremente su longitud);
aceleran el desarrollo de plantas de lento crecimiento (promueven el rapido
crecimiento de ciertas plantas en las fases en que resultan mas propensas a las
enfermedades); inducen la brotacion de yemas; promueven el desarrollo de los
frutos y retardan la maduracion fisiolégica de frutas, entre otras.

Como resultado de estas propiedades y sus aplicaciones comerciales,
desde la mitad del siglo pasado, las GAs han sido objeto de diversos estudios. El
enorme interés biotecnoldgico en la produccion de GAs impulsé el estudio de la via
biosintética de las GAs (MacMillan, 1997). Particularmente, en el laboratorio de
Biotecnologia y Bioingenieria del Instituto Tecnoldgico de Celaya se han estado
realizando investigaciones bioquimicas e ingenieriles con G. fujikuroi para

optimizar la produccion de GAs.

2.3. Propiedades Fisicas, Quimicas y Biolégicas de las Giberelinas

Las GAs quimicamente son una familia de acidos diterpenoides que
presentan un sistema de anillos tetraciclicos (Bruckner and Blechschmidt, 1991a;
Karakov y Aksdz, 2006). Durante los pasados 20 anos, un total de 126 GAs, que
difieren una de otra en el numero y posicion de sus grupos funcionales, han sido
identificadas usando técnicas analiticas modernas (Tudzynski, 1999; Shukla y col.,
2003; Karakov y Aksdz, 2006). En la Figura 1 se presenta el esqueleto estructural
de las GAs. Se clasifican en dos grupos: Giberelinas Cy, las cuales poseen

completamente el esqueleto diterpenoide con 20 atomos de carbono; y Giberelinas
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C+9, las cuales perdieron biogenéticamente el atomo de carbono numero veinte.
Las Giberelinas C19 presentan una alta actividad biolégica y pertenecen a este
grupo las giberelinas GA4, GAs, GAs y GA7 (Kumar y Lonsane, 1989).

Figura 1. Estructura de las giberelinas.

Las GAs se caracterizan por una diversidad estructural, resultado de
hidroxilaciones, oxidaciones, anillos acortados y la presencia de diferentes grupos
funcionales. Entre las GAs, el GA3, es el mas comun por su alta concentracion en
fermentaciones microbianas y por su alta actividad biologica en plantas (Figura 2).
También las GAs, GAs y GA7, son biolégicamente importantes debido a que son
precursores inmediatos del GAs.

La fuente comercial de las GAs bioactivas, particularmente GAj;, es por
cultivo sumergido del hongo Gibberella fujikuroi, microorganismo en el que las
GAs fueron identificadas originalmente como productos secundarios (Phinney,
1983). También la formacion de GAs ha sido observada en otros hongos, tales
como el Sphaceloma manihoticola (Rademacher y Graebe, 1979), Neurospora
crassa (Kawanabe y col., 1983), Phaeosphaeria sp. (Sassa y col., 1994) y algunos
otros patdégenos de plantas (Rademacher, 1994). Es ademas, sintetizado en medio
de cultivo por diversas bacterias tales como Azotobacter, Azospirillium,
Pseudomonas sp. (Karakov y Aksdz, 2006). El fitopatégeno G. fujikuroi es unico a
causa de las relativamente altas cantidades de GAs que puede secretar
(Linnemannstons y col., 1999), es el unico organismo capaz de excretar GAs en

cantidades industriales (Oller-Lépez y col., 2003).



H co,H
GA3

Figura 2. Estructura quimica del GA; (Shukla y col., 2003).

Quimicamente, el GAs, es un acido tetraciclico dihidroxi y-lacténico con dos
enlaces etileno y un grupo acido carboxilico libre, tiene una formula empirica de
C19H2206. Es un sdlido cristalino de color blanco, soluble en agua hasta 5 g/L. Es
soluble en solventes organicos tales como etanol, metanol, acetato de etilo,
acetato de butilo y acetona. Es estable en fase sdélida pero inestable en soluciones
acuosas. En soluciones acuosas, el GAz presenta su mayor estabilidad en un
rango de pH de 3 a 4 (Kuhr, 1962; Bruckner y Blechschmidt, 1991a); y su
descomposicién es acelerada a altas temperaturas. La vida media en soluciones
acuosas es de 14 dias a 20 °C y 2 horas a 50 °C. El GA3 puede sufrir procesos de
degradacion que juegan un papel importante tanto en la fermentacion como en el
proceso de recuperacion. Alteraciones en el pH pueden llevar a transformaciones
irreversibles a acido iso-giberélico, acido gibérico, acido alogibérico y acido
giberelénico. Este ultimo, es el producto estable de la hidrdlisis quimica acida del
GA; (Holbrook y col., 1961; Berrios y col., 2004). Todos los compuestos
producidos durante la degradacion del GA; son moléculas bioldgicamente

inactivas.

2.4. Produccioén de acido giberélico

La produccion de GAs es considerablemente influenciada por Ilas
condiciones de cultivo (fisicoquimicas, nutricionales e hidrodinamicas) presentes
en el biorreactor (Kumar y Lonsane, 1990; Hollman y col., 1995; Patifio, 1995;
Solorza-Salas, 1999; Escamilla-Silva y col., 2000; Negrete-Rodriguez, 2002;

Duran-Paramo y col.,, 2004; Monteiro-Machado y col., 2004; Almanza-Rangel,
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2005; Shukla y col., 2005a; Chavez-Parga, 2005; Negrete-Rodriguez, 2007;
Flores-Cano, 2008); Algunos de los factores importantes incluyen pH, temperatura,
aireacion, la composicién del medio de cultivo y el tiempo de incubacion. Mencidn
aparte merece la cepa del microorganismo utilizado, debido a que el éxito o
fracaso de un proceso fermentativo comienza con la seleccidon de la cepa
(Escamilla y col., 1999), la cual puede ser mejorada mediante mutacién por
diversos medios (por ejemplo luz UV) o utilizando herramientas de biologia

molecular.

El GA; se produjo por primera vez en 1938 por Yabuta y Sumiki, los cuales
usaron un medio simple constituido por glucosa o glicerol como fuente de carbono
y cloruro de amonio como fuente de nitrégeno; en un sistema estatico obtuvieron

10 ug mL™" de GAs después de 30 a 45 dias de cultivo.

En 1953 Kitamura obtuvo concentraciones de 37 pug mL" de giberelinas
bajo las mismas condiciones anteriores. La compafiia inglesa “Imperial Chemical
Industries” (ICI) obtuvo concentraciones de 200 ug mL™" en cultivos sumergidos en
un medio de Raulin-Thom con 4% de sacarosa (Bruckner y Blechschmidt, 1991a).
Tanto la cepa como el proceso han sido mejorados en los ultimos afios,

obteniéndose concentraciones superiores de GAs (Escamilla y col., 2000).
2.5. Aplicaciones comerciales

Las GAs son metabolitos secundarios capaces de actuar como hormonas
enddégenas en organismos superiores. Sus aplicaciones incluyen la agricultura,
horticultura, invernaderos, viticultura, e industria cervecera. Deben aplicarse en el
momento adecuado y con una concentracion apropiada, para obtener los

siguientes beneficios:

Produccion de frutos. Una de las principales utilidades del GA3; es aumentar
el tamano de las uvas sin semilla (uvas Thompson Seedles, un cultivar de Vitis
vinifera). Debido al reducido tamafio de los tallos de las uvas sin semilla, los
racimos de uva estan demasiado compactos y se reduce el crecimiento de los

frutos. Las GAs estimulan la elongacion del tallo, permitiendo a las uvas hacerse
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mas grandes al evitar la compactacion, y al encontrarse menos apretadas son
menos susceptibles a infecciones por hongos. Usualmente, las plantas se rocian
dos veces, una en la floracion y otra cuando se forman los frutos. También se han
rociado GAs sobre hojas y frutos de arboles de naranja California (Citrus
aurantium), cuando los frutos han perdido casi todo su color verde, para impedir
varios trastornos de la cascara que aparecen durante su almacenamiento. En este
caso las hormonas retrasan la senescencia y mantienen mas firmes las cascaras

del fruto.

Aumento en la producciéon de la cana de azucar. La caha de azucar
(Saccharum officinarum) es una de las pocas plantas que almacena sus
carbohidratos en forma de azucar (sacarosa), en lugar de almidon. Originaria de
Nueva Guinea, la cafa de azucar es una herbacea perenne que puede alcanzar
una altura entre 4 y 6 m. La sacarosa es almacenada en las vacuolas de las
células del parénquima de los entrenudos. El tratamiento con GA3 puede aumentar
el rendimiento de la cafia hasta 20 toneladas por hectarea y la produccion de
azucar alrededor de 2 toneladas por hectarea. Este incremento es el resultado de

la estimulacién de la elongacion de los entrenudos durante el invierno.

En la horticultura se utiliza para cultivos de alcachofas, apio, espinaca,
lechuga. En el cuadro 1 se muestran algunos de los usos y aplicaciones del acido

giberélico en la agricultura y horticultura.

Elaboracion de malta de cebada. Este proceso es la primera etapa en el
proceso de la elaboracién de cerveza. Durante la elaboracion de la malta, se
produce la germinacion de las semillas de cebada (Hordeum vulgare) a
temperaturas que maximizan la produccion de enzimas hidroliticas por la capa de
aleurona. Algunas veces se utiliza el GA3; para aumentar la velocidad del proceso

de elaboracién de malta.



Cuadro 1. Algunos usos del GA; en la agricultura y horticultura.

Cultivo Efectos Aplicacién

Cana Incrementa el rendimiento de la 150g de GAs  por
cosecha a mas de 125 Ton por hectarea; aplicacion como
hectarea y la produccion de azucar de caldo, semipurificado y
0.5 a 1.5 Ton por hectarea. cristales.

Papa Rompe la inactividad (particularmente Tratamiento de bafio.
util en climas con 2 o 3 cosechas en
la temporada).

Alcachofa Incrementa el numero de botones por 120 ppm mediante
planta; adelanta la cosecha por varias aplicacion foliar.
semanas.

Ruibarbo Rompe la inactividad en las primeras Aplicacién de solucion de
cosechas. GA; a la copa de la planta.

Lapulo Incrementa rendimientos hasta del 5 a 15 ppm mediante
40%. aplicacioén spray.

Jitomate Incrementa rendimientos. 40 g por hectarea

mediante aplicacién spray
(2 a 3 veces).

El costo de GA3 ha restringido su aplicacion en el crecimiento y desarrollo
de plantas, excepto para ciertas plantas de alto valor (Shukla y col., 2005b;
Karakov y Aksdz, 2006). Existen algunas causas por las cuales el uso del GAsz es

pobremente aplicado.

e Tiene un alto valor en el mercado internacional, alrededor de 40 USD/g.

e EI GA; requiere de periodos mas grandes de tiempo para hacer notar
sus efectos en comparacion con los fertilizantes.

e EI tiempo ideal y las concentraciones o6ptimas aun no son bien
conocidas por lo que puede provocar efectos no deseados (inhibicion de
la floraciéon en arboles frutales por algunos afos después de que se

aplico el tratamiento).



2.6. Metabolismo secundario microbiano

La produccién fermentativa de GAs es un clasico ejemplo de una
fermentacion metabdlica secundaria. Los metabolitos secundarios presentan

diversas caracteristicas destacando las siguientes (Vining, 1992):

¢ No son esenciales para el crecimiento pero podrian tener valor de
supervivencia para los organismos productores (acttan como un
mecanismo de defensa).

¢ Son moléculas sintetizadas por ciertos microorganismos.

e Tienen un amplio intervalo de estructuras quimicas y actividades biologicas.

e Los compuestos tienen estructuras sofisticadas, mecanismos de accion y
vias energéticamente costosas y complejas.

e Se derivan de rutas biosintéticas unicas de intermediarios y metabolitos
primarios; estas vias son frecuentemente largas y complejas.

e La produccion puede perderse facilmente por mutacion espontanea, por lo
que son muy importantes las técnicas de conservacion de estos

microorganismos.

Una caracteristica del metabolismo secundario es que los metabolitos o
idiolitos no son usualmente producidos durante la fase de crecimiento rapido
(trofofase), pero se forman durante una etapa de produccién subsecuente
conocida como idiofase (Drew y Demain, 1977; Wang y col., 1979), como se
muestra en la Figura 3. En G. fujikuroi el crecimiento exponencial cesa cuando la
fuente de nitrégeno asimilable se agota en el medio de cultivo, entonces
sobreviene la idiofase, la cual se caracteriza por iniciar la formacién de GAs y

compuestos de almacenaje (Bruckner y Blechschmidt, 1991b).

La formacion de los metabolitos secundarios es regulada por factores
ambientales. Existen evidencias de que el metabolismo secundario tiene una
prioridad menor que el crecimiento (Cane, 1994). Cuando los microorganismos se
cultivan en un medio rico, balanceado de nutrientes, estos no producen

metabolitos secundarios o si lo hacen es a un nivel bajo. La formacién del
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metabolito usualmente empieza cuando algun nutriente se agota en el medio de
cultivo. La biosintesis de GAs en G. fujikuroi comienza después del agotamiento
de la fuente de nitrégeno (Rybakov y Bourd, 1991; Sanchez-Fernandez y col.,
1997; Giordano y col., 1999).

Crecimiento

Produccion

metabolito secundario [gL']
peso seco de las células [gL"]

tiempo [h]

Figura 3. Formacién de metabolitos secundarios durante la idiofase (Wang y col., 1979).

El metabolismo secundario ocurre efectivamente cuando la tasa de
crecimiento se reprime, después de que el crecimiento ha sido frenado. La
distinciéon entre las fases de crecimiento y de produccion del metabolito
secundario, algunas veces es muy clara, pero en muchas ocasiones la idiofase se
sobrepone a la trofofase. La mayoria de los metabolitos secundarios o idiolitos son
formados a través de rutas biosintéticas con multiples etapas de reaccion
mediadas por enzimas. Los genes que codifican estas enzimas son comunmente
cromosomales. Esto es, la expresion de los genes es controlada por factores
nutricionales (carbono, nitrégeno, fésforo), inductores y tasas del crecimiento
(Demain, 1991).

Los metabolitos secundarios se construyen a partir de una serie de
enzimas, trabajando con moléculas precursoras derivadas del metabolismo
primario; aunque existe solamente una molécula pequena como producto final de

la sintesis, esta depende de muchos genes, quienes controlan diferentes rutas
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enzimaticas. Las enzimas que catalizan los pasos de la ruta biosintética

secundaria son dificiles de aislar (Bennett, 1995).

Existen cinco mecanismos de regulacion para que ocurra el metabolismo
secundario. Todos ellos, tienen su efecto en alguna region del genoma,
expresando los genes correspondientes del metabolismo secundario. Los

mecanismos son:

1. Regulacién por producto final. Es un mecanismo regulatorio comun en la
biosintesis de metabolitos primarios. Altas concentraciones del ultimo metabolito
en la ruta normalmente inhibe el primer paso de la ruta biosintética. Los
microorganismos productores de antibidticos se encuentran aparentemente
protegidos contra la sobreproduccién mediante este mecanismo, de esta manera,

las enzimas claves involucradas en su biosintesis son inhibidas (Demain, 1974).

2. Regulacion por la fuente de carbono o energia. Borrow y col., (1964)
reportaron que altas cantidades de glucosa inhiben la producciéon de GAs. La
sintesis de enzima, inhibicion de la actividad enzimatica, son afectadas por la
presencia de sustratos usados rapidamente para el crecimiento (Drew y Demain,
1977). La represion catabdlica por carbono se ha eliminado empleando medios de
cultivo complejos 6 realizando las fermentaciones por lote alimentado (Shukla y
col., 2003). Vass y Jefferys (1979), sugieren incorporar aceite de plantas en las
fermentaciones de GAs, ya que podrian contener precursores naturales. La
intensidad del metabolismo secundario se puede incrementar por la adicion de

precursores limitantes (fuentes complejas de substratos o de lenta asimilacion).

3. Regulacién por la fuente de nitrégeno. El hecho de que la biosintesis de
metabolitos secundarios sea reprimida por un exceso de los iones amonio o0 por
algunos aminoacidos ha sido aceptada ampliamente. Durante la produccion de
antibioticos se emplean fuentes complejas de nitrogeno, debido principalmente, a
su lenta velocidad de asimilacion y por tanto, las sales de amonio y los
aminoacidos represivos no se acumulan. La biosintesis de las GAs como
metabolitos secundarios establecen su produccién en G. fujikuroi por la regulacién

de la fuente de nitrogeno (Brickner y Blechschmidt, 1991b; Rybakov y Bourd,
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1991). Al igual que con carbono, la represion catabdlica por nitrégeno en el hongo
G. fujikuroi, se ha eliminado empleando medios de cultivo complejos 6 realizando

las fermentaciones por lote alimentado (Shukla y col., 2003).

4. Regulacion por la fuente de fosforo. Los iones fosfato son esenciales
para todas las reacciones que requieren energia, tales como la sintesis de ADN,
ARN, proteinas, en el metabolismo del carbono y de nitrégeno, y en algunos
procesos celulares como la multiplicacion celular. Se ha encontrado que el nivel de
trifosfato de adenosina en la célula decrece marcadamente antes de la produccion
de metabolitos secundarios. El efecto de los iones fosfato en la biosintesis de
metabolitos secundarios esta involucrada en la inhibicibn de la sintesis de
fosfatasas, donde el fosfato u otro compuesto relacionado reprimen o inhiben a las
sintetasas o fosfatasas (Rehm y Reed, 1981). En G. fujikuroi las GAs se
biosintetizan bajo el control especifico del nitrogeno, mas no del fosfato o de la

tasa de crecimiento (Giordano y col., 1999).

5. Efecto de compuestos autoreguladores. Estos compuestos son de bajo
peso molecular y se encuentran en el microorganismo productor a bajas
concentraciones (Horinouchi y Beppu, 1992). En G. fujikuroi se desconoce cual es

el compuesto regulador en la biosintesis de las GAs.
2.7. Ruta biosintética de las giberelinas en Gibberella fujikuroi

Los primeros pasos de la via biosintética de las GAs a partir de difosfato de
geranilgeranilo (GGDP) hasta el aldehido-GA+; (Figura 4) son idénticos en plantas
y hongos, pero la via diverge después de ahi. Por ello, se ha sugerido que la
presencia de esta via en G. fujikuroi puede ser un ejemplo de transferencia

horizontal de genes de la planta huésped al patogeno (Tudzynski y Holter, 1998).

El principal producto final de la via en G. fujikuroi es GAs, el cual es
comunmente detectado y activo en plantas superiores, aun siendo un componente
menor en la mayoria de especies de plantas (Rojas y col., 2001). Los tejidos de
las plantas usualmente contienen 0.001 a 1.0 mg de GA3 por kg de peso fresco

(Bruckner y Blechschmidt, 1991a). Las GAs son diterpenoides, y estan
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relacionadas con otros compuestos isoprenoides, tales como carotenoides,
esteroles y ubiquinonas debido a su biosintesis a partir de hidroximetilglutaril
(HMG) coenzima A via la formacién secuencial de acido mevaldnico, difosfato de
isopentenilo, difosfato de geranilo, difosfato de farnesilo (FDP) y GGDP. Después
de la formacién de GGDP, la ruta de las GAs y los carotenoides se separa (Ver
figura 4). La ciclizacion de dos pasos de GGDP a ent-kaureno, via el intermediario
difosfato de ent-copalilo (CPP), es el primer paso especifico en la ruta de las GAs
y se piensa que es el paso limitante tanto en plantas como en hongos (Hedden y
Kamiya, 1997; Sun y Kamiya, 1997). El ent-kaureno altamente hidrofobico se
oxida entonces por uno o mas de los citocromo P450-monooxigenasas a acido
ent-kaurenoico via ent-kaurenol y ent-kaurenal. En G. fujikuroi se observé que la
formacion de acido 7a-hidroxi-kaurenoico es catalizado también mediante una
citocromo P450-monooxigenasa (Jennings y col., 1993). El siguiente paso, una
oxidacién final en C-6B, del acido ent-7a-hidroxi-kaurenoico resulta en la
contraccion del anillo B, lo que conduce a la formacion de aldehido-GA+z, el primer
ent-giberelano dentro de la ruta, ésta reaccion es catalizada mediante la aldehido-
GA1; sintasa (MacMillan, 1997).

En Gibberella fujikuroi, el aldehido-GAs; representa un punto de
ramificacion para dos rutas paralelas produciendo las GAs 3p-nohidroxiladas y las
3p-hidroxiladas (Figura 5). La principal via comienza por la 3p-hidroxilacion hasta
aldehido-GA14 y conduce a la producciéon de GA4, GA7 y GAs. La oxidacién en la
posicion C-7 conduce de aldehido-GA+, al acido carboxilico GA; y de aldehido-
GA14 a GA14 (Tudzynski, 2005).

En ambas ramificaciones de la ruta las Cy-GAs, tienen que ser
transformadas a Cq9-GAs, moléculas biolégicamente activas, por oxidacion
sucesiva del C-20 de un grupo metilo en GA1; o GAy4 a través de alcohol y
aldehido. El atomo de carbono del grupo aldehido se elimina como CO;
produciendo la lactona C+9. La GA4 es la primera GA activa biolégicamente, la cual
es desaturada para convertirse en GA7, quien a su vez se convierte en GA; por

hidroxilacion en el C-13 (Ver Figura 5).
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Via 3--no hidroxilada Via 3-B-hidroxilada

Figura 5. Rutas biosintéticas 3p-nohidroxilada y 3p-hidroxilada para la sintesis de giberelinas
(Tudzynski, 2005).
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2.8. Formas de obtencioén de las giberelinas

Hasta la fecha, la obtencién de GAs se consigue de tres formas: Sintesis

quimica, extraccion de plantas y fermentacion microbiana.
2.8.1. Sintesis quimica

La sintesis quimica es un proceso muy costoso, no es muy utilizada porque
requiere muchas etapas que involucran reactivos muy caros (Kumar y Lonsane,
1989). Las GAs obtenidas por esta via se destinan principalmente a la

investigacion.
2.8.2. Extraccion de plantas

Existe una pequefa cantidad de giberelinas en las plantas y es por ello que
no es muy viable su obtencién. En 1956, West y Phinney fueron los primeros en
demostrar la presencia de giberelinas en plantas superiores. Después, en trabajos
posteriores se encontré la presencia de las giberelinas en mas variedades de
plantas. La cantidad de giberelinas que contienen las partes vegetativas de la
planta es muy baja (microgramos por kilogramo de planta fresca) en comparacién
con los 10-100 mg/kg de planta fresca que contienen en sus partes reproductoras
como las semillas y tallos. La extraccion de GAs de los tejidos de las plantas es
por una maceracion suave utilizando metanol, y la subsiguiente particion de GAs
libres con acetato de etilo a un pH de 2.5. Este proceso de extraccién no es
factible econdmicamente debido a las concentraciones demasiado bajas de GAs

en plantas (Kumar y Lonsane, 1989).
2.8.3. Fermentacion Microbiana

La fermentacién es la forma tradicional y econémicamente factible de
obtener GAs para uso industrial, a partir de cepas seleccionadas de G. fujikuroi,
que producen principalmente GA3 (Candau y col., 1991; Bruckner y Blechschmidt,
1991b; Rybakov y Bourd, 1991; Uscanga-Reynell, 1992; Sunder y Satyavir, 1998;
Escamilla-Silva y col., 1999; Giordano y col., 1999; Raventos y col., 2000). La

fermentacion por lotes, en biorreactores con agitacion mecanica es un proceso
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comun para la obtencion de GAs. Los primeros ensayos de produccion de estos
compuestos se efectuaron por investigadores japoneses en cultivos estacionarios,
obteniéndose bajos rendimientos (40-60 mg L™) en periodos largos de incubacién
(7-10 dias) (Jefferys, 1970). Sin embargo, en experimentos realizados en
matraces agitados con el mismo medio, se obtuvo una concentracién de GA; de
200 mg L. Alrededor de 1954, la compariia “Imperial Chemical Industries” (ICI)
inicié la produccion de giberelinas de manera comercial a escala de laboratorio
utilizando Gibberella fujikuroi. Para este propdsito se usaron técnicas por cultivo
en lote. A partir de los afnos 70’s las fermentaciones se llevaron a cabo en
procesos de cultivo por lote alimentado. Actualmente paises como Estados
Unidos, Inglaterra, Jap6n, Hungria, Polonia y China producen GAs por métodos

fermentativos, siendo el cultivo sumergido la técnica mas utilizada.

Para alcanzar una maxima produccién de giberelinas, es importante
considerar: 1) el microorganismo a utilizar (diferentes cepas del hongo G.
fujikuroi), 2) la composicion del medio de cultivo y 3) las condiciones

fisicoquimicas para el proceso (Brucknery col., 1991).
2.9. Proceso de fermentacion

Es el proceso mediante el cual determinados sustratos que componen el
medio de cultivo son transformados por accién microbiana en metabolitos y
biomasa. El microorganismo crece durante el transcurso del proceso, al mismo
tiempo que el medio se va modificando y se forman productos nuevos como
consecuencia de las actividades catabdlicas y anabdlicas (Ertola y col., 1995).

En general, para cualquier proceso de fermentacion, podemos escribir la

siguiente relacion estequiométrica:

Fuente de C + Fuente de N + O, + fosfatos + minerales — Biomasa + productos +
CO; + H,O + Calor

Durante una fermentacion son necesarios los siguientes requisitos: tener un

microorganismo de caracteristicas idoneas para el proceso y/o producto particular,
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proporcionar un medio de cultivo adecuado, el cual debe contener los nutrientes
esenciales en las proporciones apropiadas; establecer y controlar las condiciones
fisicoquimicas necesarias en el desarrollo de la fermentacion y finalmente

controlar los factores que favorecen la inhibicién del crecimiento.

2.9.1. Cultivo sumergido

Los metabolitos secundarios son principalmente producidos bajo
condiciones sumergidas, esta técnica ofrece muchas ventajas tales como facil
operacion, ocupa poco espacio, confiabilidad en la inoculacién y los patrones de
crecimiento, un mayor control aséptico para evitar contaminacion y permite el
control de parametros, tales como pH, temperatura, condiciones nutricionales,
entre otros (Robinson y col., 2001). Este proceso puede llevarse a cabo en
distintos tipos de fermentadores, como el de tanque agitado, equipados para el
control de parametros. La fermentacion en cultivo sumergido, es una técnica
familiar donde el escalamiento de nivel laboratorio a un fermentador industrial es
mucho mas simplificado y los parametros pueden ser facilmente monitoreados y

controlados.

2.9.2. Microorganismo productor

Debido a que el éxito o fracaso de un proceso fermentativo comienza con el
microorganismo empleado, en la eleccidn del mismo se deberian tener en cuenta

ciertos criterios generales que se indican a continuacion (Ertola y col., 1995):

e La cepa a utilizar debe ser genéticamente estable.

e Su velocidad de crecimiento deberia ser alta.

e La cepa debe estar libre de contaminacion, incluidos fagos.

e Sus requerimientos nutricionales deben ser satisfechos a partir de
medios de cultivo de bajo costo.

e Debe ser de facil conservacion por largos periodos de tiempo, sin

pérdida de sus caracteristicas particulares.
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e Llevar a cabo el proceso fermentativo completo en un tiempo corto.
e Si el objetivo del proceso es un producto, este debe ser de alto

rendimiento y de facil extraccion del medio de cultivo.

Diversas cepas del hongo G. fujikuroi son utilizadas para la produccién de
GA; y otras GAs.

2.9.3. Biorreactor

El biorreactor, es sin duda, uno de los equipos fundamentales de la
microbiologia industrial. Es el recipiente donde se realiza el proceso de
fermentacion, y su disefio debe ser tal que asegure un ambiente uniforme y
adecuado para los microorganismos. Debe cumplir con dos requisitos
fundamentales: mantener un medio homogéneo sin zonas “muertas” y a la vez
transferir oxigeno al medio empleando el minimo de energia posible (Lee, 1992).

Las "tareas" que realiza el biorreactor pueden resumirse del siguiente modo:

e Mantener las células uniformemente distribuidas en todo el volumen de
cultivo a fin de prevenir la sedimentacién o la flotacion.

¢ Mantener constante y homogeénea la temperatura.

e Minimizar los gradientes de concentracion de nutrientes.

e Suministrar oxigeno a una velocidad tal que satisfaga el consumo.

o El disefio debe ser tal que permita mantener el cultivo puro; una vez que
todo el sistema ha sido esterilizado y posteriormente sembrado con el

microorganismo deseado.

Para satisfacer los cuatro primeros puntos es necesario que el biorreactor
esté provisto de un sistema de agitacion, ademas se requiere de un sistema que
inyecte aire en el cultivo.

En el biorreactor de tanque agitado la agitacion se realiza mecanicamente
mediante un eje provisto de turbinas accionado por un motor. El aire se inyecta al

tanque y es distribuido por pequefios orificios espaciados regularmente. El chorro
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de aire que sale de cada orificio es "golpeado" por las paletas de la turbina inferior
generandose de este modo miles de pequenas burbujas de aire, desde las cuales
difunde el O, hacia el seno del liquido. El sistema de agitacion se completa con
cuatro o seis deflectores que tienen por finalidad cortar o romper el movimiento
circular que imprimen las turbinas al liquido, generando de este modo mayor
turbulencia y mejor mezclado. El tanque esta rodeado por una chaqueta por la que
circula agua, lo que permite controlar la temperatura. El aire que ingresa al
biorreactor debe estar estéril, lo que se consigue haciéndolo pasar por un filtro
cuyo diametro de poro es de 0.45 micrones, que impide el paso de
mircroorganismos y esporas.

Los biorreactores existentes se clasifican de la siguiente manera: tanque
agitado, columna de burbujas y air-lift. En el Cuadro 2, se muestran las ventajas y
desventajas que presentan cada uno de los tipos de reactores anteriormente

mencionados.

2.9.4. Condiciones de cultivo

La produccion de GA; esta considerablemente influenciada por las
condiciones de cultivo. Para obtener altas producciones de GAj; deben
seleccionarse cuidadosamente el medio de cultivo, la temperatura, pH, tiempo de

incubacion, aireacion/agitacion, entre otras variables de operacion.

2.9.5. Componentes del medio de cultivo (nutrientes)

Los componentes del medio de cultivo desempenan un papel esencial en el
crecimiento del microorganismo y formacion de producto(s). Deben satisfacer los
requerimientos de nutrientes para la sintesis de componentes celulares, ademas
de suministrar energia para la sintesis de metabolitos y para el mantenimiento
celular. No obstante que los microorganismos varian considerablemente respecto
de los nutrientes que pueden necesitar, es posible efectuar la distincion de las

siguientes categorias:
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Cuadro 2. Ventajas y desventajas de algunos tipos de biorreactores.

Biorreactor Ventajas

Desventajas

Tanque Flexible y adaptable.

agitado
Amplio rango de velocidad de
agitacion.

Capacidad para manejar medios de
alta viscosidad.

Columna No presenta partes en movimiento.
de
burbujeo Bajo costo de equipamiento.

Gran concentracion celular.

Air-lift No presenta partes en movimiento.

Alta eficiencia en la absorciéon de
gas.

Excelente transferencia de calor.

Gran consumo de potencia.

Dafo a células debido a los
esfuerzos de corte.

Alto costo de equipamiento.
Baja eficiencia de mezclado.

No recomendable para
sistemas con alta viscosidad.

Excesiva generacion de
espuma.

Baja eficiencia de mezclado,
cuando se usan caldos de
cultivo de alta viscosidad.

No recomendable para
sistemas con alta viscosidad.

Excesiva generacion de
espuma.

Fuente: Lee, 1992.

2.9.5.1. Macronutrientes

Se requieren en grandes cantidades, estan representados por las fuentes

de C (glucosa, glicerol, sacarosa y aceites naturales), N (Sulfato de amonio,

cloruro de amonio, glicina, tartrato de amonio, peptonas, extracto de levadura), P,

S, Ky Mg.

2.9.5.1.1. Fuente de carbono y nitrégeno

Las fuentes de carbono cumplen también el papel de ser fuente de energia.

A pesar que la glucosa es la fuente de carbono mas usada en la biosintesis de

GAs, existen reportes que al inicio de un cultivo microbiano deben evitarse
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concentraciones por encima del 20 %, debido a que causa represién catabdlica
(Monteiro-Machado y Soccol, 2007). Una alternativa para evitar la represion
catabdlica es el uso de fuentes complejas; entre las que estan los almidones, el
licor de maiz, la maltosa, galactosa, harinas y aceites vegetales. El empleo de las
fuentes complejas de origen vegetal, como las harinas, aceites vegetales y el licor
de maiz, han reportado incrementos en la produccién con respecto a fuentes
inorganicas; lo que se atribuye a la presencia de precursores de la biosintesis de
GAs (Vass y Jefferys, 1979). Al empleo de harinas, se atribuye también que
proporcionan compuestos nitrogenados, los cuales pueden afectar la capacidad
amortiguadora del medio de cultivo; lo que hace imposible precisar el efecto de
algun componente en particular de las harinas vegetales. Gancheva y col. (1984) y
Muromtsev y Agnistova (1984), reportaron resultados satisfactorios en la
produccion de GAs utilizando aceites naturales. El aumento en el rendimiento de
GAs se atribuye a que los aceites vegetales favorecen la disponibilidad de acetil-
CoA para su produccion (Kumar y Lonsane, 1989; Tudzynski, 1999); ademas, esta
reportado que podrian contribuir al incremento de la concentracién de oxigeno
disuelto en el medio de cultivo (Tudzynski, 1999; Shukla y col., 2003).

La fuente de nitrégeno puede ser de naturaleza organica o inorganica y es
utilizado para la sintesis de proteinas, acidos nucleicos y polimeros de la pared
celular. La seleccion de la fuente de nitrégeno, su concentracion y su relacién
inicial con la fuente de carbono son determinantes en la biosintesis de GAs y en la
productividad de GA; (Monteiro-Machado y Soccol, 2007).El empleo de una baja
concentracion de nitrégeno proveniente de fuentes simples como sulfato y cloruro
de amonio, o de fuentes complejas como el licor de maiz y las harinas vegetales
(cacahuate, arroz, maiz, algodén y soya) tienen efecto positivo en la biosintesis de
GAs. Como ya se mencioné la cepa empleada es muy importante, con la cepa F.
moniliforme 61 se encontrd que concentraciones de 0.28 g N L™ (tomado de
NaNO3; 6 NH4CI) reportan la mas alta productividad, mientras que concentraciones
superiores de nitrégeno, tomado de NH4Cl, disminuye la productividad en relacion
a emplear NaNO3z como fuente de nitrogeno. Al respecto, Sanchez-Fernandez y

col., (1997) estudiaron el efecto del nitrato y del amonio en la cepa IMI58289 y
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mutantes que carecen de la capacidad para reducir el nitrato, pero no encontraron
efecto en la produccién de GAs cuando ensayaron con 0.168 g N L™ de cada
fuente. La cepa IMI58289 convierte el nitrato en amonio, asi que una inhibicién en
la biosintesis de GAs por nitrato puede ser fuertemente distinguida de la inhibicién
por amonio. El nitrégeno inorganico inhibe la actividad de la enzima GA4 1,2-
deshidrogenasa involucrada en la biosintesis de GAs, por lo que se ha sugerido
que no debe existir nitrégeno en la etapa de produccion (Giordano y col., 1999).

2.9.5.1.2. Otros macronutrientes

Los requerimientos de P, S, Ky Mg son suministrados en forma de sales. El
P se incorpora en acidos nucleicos y polimeros celulares. El S es asimilado para la
sintesis de aminoacidos azufrados, y ademas se necesita para la biotina,
coenzima A, tiamina, entre otros. Una parte importante del K esta unida al RNA de
manera que los requerimientos de K aumentan con los factores que influyen en el
aumento del RNA en las células, como la velocidad de crecimiento. El ién K actua
como coenzima y probablemente actua como catidén en la estructura anionica de
varios componentes celulares. El iobn Mg es esencial para la estabilidad de los
ribosomas y actua como cofactor en numerosas reacciones del metabolismo
(Ertola y col., 1995).

2.9.5.2. Micronutrientes

Estos elementos trazas estan representados por las sales de Fe, Mn, Mo,
Ca, Zn, Co y Cu, que se agregan a los medios en cantidades de mg o pug L™, y son
frecuentemente esenciales para el crecimiento; y dentro de los que son raramente
esenciales se encuentran Al, B, Na, Si, Cl, V, Cr, Ni, As, Se, Sn e | (Ertola y col.,
1995). A veces es dificil demostrar un requerimiento de un micronutriente porque
generalmente esta presente en suficiente cantidad como impureza de los

componentes principales.

Es importante contar con un medio de cultivo adecuado ya que es una

mezcla que contiene las concentraciones y cantidades necesarias de los
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nutrientes requeridos para un buen crecimiento del microorganismo y desde luego

para la produccion del metabolito deseado.

2.9.6. Temperatura

El efecto de la temperatura sobre la produccién de GA3;, es dependiente de
la cepa empleada (Monteiro-Machado y Soccol, 2007). La temperatura éptima
para la produccion de GAsz de la cepa Gibberella fujikuroi CDBB H-984 se ha
reportado de 29 °C ( Escamilla 'y col., 2000).

2.9.7. pH

La velocidad especifica de crecimiento y produccion de GAs se han
reportado constantes en el intervalo de 3.5 a 6.5 (Bruckner y Blechschmidt,
1991a). Para la produccion especifica de GAsz se ha estudiado la fermentacion en
el intervalo de pH de 2 a 6, aunque con pH superior a 5.5 se producen otras
giberelinas como GA4/GA; (Negrete-Rodriguez, 2007).

2.9.8. Aireacion

Dado que la biosintesis de GAs involucra muchos pasos oxidativos, una
buena aireacion del biorreactor es critica para una produccion optima. En los
microorganismos aerobios estrictos, la obtencion de energia esta ligada a la
presencia de O,. En efecto, este es el aceptor final de los electrones provenientes
de la cadena de citocromos donde se genera abundante ATP (trifosfato de
adenosina). Las moléculas de ATP aportaran la energia necesaria para las
reacciones de sintesis con las que el organismo se “fabricard” a si mismo, y la
requerida para el mantenimiento celular. En la practica, se utiliza el concepto de
concentracion critica de O, disuelto, entendiéndose por tal, el valor por encima del
cual la velocidad especifica de consumo de O, es independiente de la
concentracion de O disuelto y por tanto, el crecimiento no esta limitado por O,.

Los valores de concentracidon critica para la mayoria de los

microorganismos estan en el orden de 0.1 a 1 mg L™, valores relativamente bajos
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si se compara con el de la solubilidad del O, que a 30 °C y 0.21 atmdsferas en
medios acuosos diluidos es de 7.8 mg L”. Esto podria conducir al error de
suponer que no constituye un problema satisfacer los requerimientos de O, en los
cultivos (Ertola y col., 1995). El oxigeno disuelto en el medio de cultivo es muy
poco soluble y el consumo de oxigeno para el crecimiento microbiano es alto.
Cuando el suministro de oxigeno es a través de una corriente de aire, la
concentracién de O, maxima en el liquido es de 6 a 8 mg L™ (Lee, 1992). El
suministro de aire es muy importante para la produccion de GAs con altos
rendimientos, ya que es una fermentacién estrictamente aerdbica (Bruckner y
Blechschmidt, 1991a). En los procesos de fermentacion aerobia es necesario un
suministro adecuado de oxigeno que satisfaga los requerimientos metabdlicos de
los microorganismos empleados. La oxidacién de la fuente de carbono su
transformacién en células, productos y CO, establece una demanda de oxigeno
que es esencial satisfacer a través de la aireacién y mezclado (Kumar y Lonsane,
1989).

La transferencia de oxigeno del gas hacia los microorganismos se lleva a
cabo en varias etapas. Primero, el oxigeno debe viajar a través del gas hacia la
interfase gas-liquido, después a través de la interfase, a través del liquido v,
finalmente, hacia el microorganismo. El proceso completo es impulsado por la

diferencia entre la concentracion de oxigeno en el gas y en el microorganismo.

2.9.9. Mezclado

El mezclado no solo ayuda a mantener una homogeneidad en el medio de
cultivo si no que también favorece a la dispersion de burbujas de aire mejorando
asi la transferencia de masa y calor. La aireacién y mezclado ayudan a remover el
dioxido de carbono y otros metabolitos gaseosos que inhiben la produccion de las
GAs.

2.10. Crecimiento microbiano
Cuando se siembran microorganismos en un medio de cultivo apropiado,

los mismos, comienzan a dividirse activamente empleando los nutrientes que le
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aporta el medio de cultivo para “fabricar” nuevos microorganismos. Este proceso
continua hasta que algun nutriente del medio de cultivo se agota (sustrato

limitante) y el crecimiento se detiene.

Cuando G. fujikuroi se crece en diferentes medios de cultivo limitados por
nitrdgeno, se han descrito hasta cinco fases de la fermentacion (Kumar y Lonsane,
1989). En la Figura 6 se representa la curva caracteristica de crecimiento de un
microorganismo (Ertola y col., 1995), cultivado por lotes, donde se pueden

apreciar distintas fases durante el crecimiento.

InX S
7 11 I +—1IV—— V A

1
|
I _SI]
|
t

~

In X,

tiempo
Figura 6. Curva caracteristica de crecimiento y consumo de sustrato en un cultivo por lote.

La fase exponencial (Il) es también conocida como crecimiento exponencial
porque la velocidad de crecimiento de las células es proporcional a la
concentracion de las células. En esta fase las células se dividen con rapidez
maxima porque todas las rutas enzimaticas para metabolizar el medio estan

operando (como resultado de la fase lag) y las células pueden aprovechar los
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nutrimentos con eficiencia 6ptima (Lee, 1992). Cuando se utiliza un sistema de
cultivo por lotes, es posible calcular el valor de un (velocidad de crecimiento
especifica maxima) graficando el logaritmo natural de la biomasa (In X) en la fase
exponencial en funcién del tiempo:

InX=InXo+ umt

donde:

X = Biomasa

Xo= Biomasa inicial
t = Tiempo

Antes de la fase exponencial, suele existir otra fase conocida como fase de
adaptacion (fase lag), durante la cual, la concentracién de biomasa no se modifica
substancialmente. Es una fase en la que las células se adaptan a su nuevo
entorno, sintetizando enzimas y preparandose para empezar a reproducirse.
Ocurren profundos cambios en la composicidn macromolecular y en el “estado
fisiologico” de las células; es durante este periodo que las células realizan
funciones como sintetizar proteinas de transporte para acarrear el sustrato al
interior de la célula, sintetizar enzimas para aprovechar el nuevo sustrato, e iniciar
la tarea de copiar el material genético de la célula. Normalmente esta fase no es
deseable ya que significa una pérdida de tiempo por lo que usualmente se trata de
minimizarla.

La fase de desaceleracion (lIl), es importante porque el crecimiento esta
“equilibrado” y la rapidez de crecimiento varian en funcion de la concentracion de
substrato residual en cultivos limitados por el sustrato.

La fase IV es la correspondiente a la fase estacionaria, donde la tasa de
crecimiento es cero como resultado del agotamiento de los nutrientes. Muchos
productos de fermentacion se generan en esta fase.

Después de la fase estacionaria, sobreviene la fase de declinacién (V) que
consiste en una disminucién de la concentracion de biomasa debida a la lisis
celular. Este fendmeno ocurre porque durante la fase estacionaria la rapidez de
desaparicion (muerte) puede volverse mas alta que la rapidez de crecimiento, en
cuyo caso disminuye la densidad de células. Esta baja es resultado de los

subproductos toxicos y/o agotamiento del abasto de nutrientes.
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Por otro lado, Borrow y col. (1964), definen fases productivas y no
productivas durante el proceso de fermentacién de GAs en G. fujikuroi en medios
de cultivo limitados por nitrégeno. Durante la fase de balance el crecimiento es
exponencial y el consumo de nutrientes es directamente proporcional a la
acumulacién de peso seco. En la siguiente fase de almacenamiento, cuando el
nitrégeno se agota, el peso seco continua incrementandose debido a la
acumulacion de lipidos, carbohidratos y polioles. En esta fase, empieza la
produccion de GAs y otros metabolitos secundarios como bikaverinas vy
carotenoides. La siguiente fase de mantenimiento es la principal fase productora

de GAs; el GA3 alcanza su valor maximo.

2.11. Acetil-CoA: nodo metabdlico comun en la biosintesis de lipidos y

giberelinas

El acetil-CoA es un intermediario central del metabolismo oxidativo en las
mitocondrias, que se deriva de la descarboxilacion del piruvato obtenido por la
bioconversion de carbohidratos via glicélisis, y la transaminacién de algunos
aminoacidos. Asimismo, otra fuente de acetil-CoA, corresponde a la B-oxidacion

de acidos grasos. Ver Figura 7.

Ademas de la funciéon bioquimica del acetil-CoA dentro del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA), también tiene otras funciones bioldgicas de vital
importancia, destacando como fuente metabdlica de todos los atomos de carbono
en la sintesis de acidos grasos. Adicionalmente, en ciertos organismos vivientes,
el acetil-CoA junto con acetatoacetil-CoA y agua, se condesan mediante la accidon
enzimatica de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, (HMGR, EC 1.1.1.34) para
formar hidroximetilglutaril-CoA, precursor de las GAs via la ruta del mevalonato
(Woitek y col., 1997). Ver Figura 4. HMGR, es la primer enzima especifica para la
sintesis de isoprenoides, incluyendo diversas clases de metabolitos primarios y
secundarios tales como, esteroles, quinonas, carotenoides y GAs (Tudzynski,
2005). Woitek y col., en 1997, publicaron la secuencia nucleotidica del gen que
codifica para la HMGR de G. fujikuroi.
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Figura 7. Acetil-CoA: intermediario central del metabolismo oxidativo.

En el hongo G. fujikuroi, la biosintesis de bikaverina, fusarina C, acidos
grasos Yy giberelinas, tienen al acetil-CoA como un precursor comun, a través de
las rutas biosintéticas: policétido, acido graso y terpenoide, respectivamente; como
se muestra en la Figura 8. Las condiciones de cultivo juegan un papel principal en
la canalizacion de acetil-CoA en la biosintesis de estos diferentes compuestos

(Giordano y Domenech, 1999).

-30 -



CH;~ (CH,),— COOH

Acidos grasos
OH O

o)
I\
\
\
(o) OCH \
3 \

OH O \
Bikaverina Y~ _

CH,0

~ \ /s GLUCOSA
T~ ~ \ 7 2 - =
o P
ACETATO — ACETIL-CoA <— PIRUVATO
/'1
4
7/
4
LEUCINA

Acido giberélico

Figura 8. Acetil-CoA precursor para la biosintesis de acido giberélico, acidos grasos, fusarina C y

bikaverina. Se muestran también algunas fuentes de acetil-CoA (Giordano y Domenech, 1999).
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ll. JUSTIFICACION

El metabolismo de un microorganismo es sumamente complejo debido a la
diversidad de reacciones bioquimicas y enzimaticas que es capaz de llevar a
cabo. Por ello, los estudios bioquimicos e ingenieriles de cualquier proceso
biotecnolégico siempre seran un motivo de estudio y una interesante propuesta
para tratar de obtener datos cientificos de dicho fendmeno. La obtencién de GA;
producto del metabolismo secundario de G. fujikuroi no es la excepcion, ya que
debido a su gran importancia agro-industrial, desde su descubrimiento no ha
dejado de analizarse su produccion microbioloégica. Las diversas investigaciones
sobre GAs demuestran la accion que estas hormonas ejercen en todas las fases
de desarrollo y crecimiento de las plantas, desde la germinacion de la semilla
hasta la senescencia. En esta investigacion se estudiara el efecto de usar una
fuente de carbono mixta en la producciéon de GAs por G. fujikuroi, lo cual, podria
permitir la implementacion de estrategias alternativas para mejorar la produccién
de esta fitohormona, en particular a maximizar la produccion especifica, y a

minimizar el tiempo de cultivo.

IV. HIPOTESIS

La utilizacion de una fuente de carbono mixta, i.e., glucosa-aceite mejorara

la produccién especifica de GA3 por G. fujikuroi.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Investigar el efecto de una fuente de carbono mixta (glucosa/aceite), en la

produccion de GAz por G. fujikuroi en un sistema de fermentacién sumergida por

lotes, utilizando un biorreactor de tanque agitado.

5.2. Objetivos Especificos

1.

Estudiar las cinéticas de produccion de GAj3; cuando se usan fuentes de

carbono mixtas con diferentes proporciones de los componentes.

. Comparar la maxima produccion de GA3 para cada fuente de carbono mixta,

con la obtenida en fermentaciones con una sola fuente de carbono y validar

estadisticamente la o las diferencias.
Evaluar el efecto que ejerce la fuente de carbono sobre la biosintesis de GAs.

Cuantificar los acidos grasos provenientes de la hidrdlisis del aceite de maiz

mediante cromatografia de gases.

Obtener los consumos acumulados de los acidos grasos presentes en el aceite

de maiz, mediante calculos estequiométricos.

Verificar la existencia de mecanismos de regulacién en el transporte de acidos

grasos libres al interior de las células por efecto de la presencia de glucosa.

-33-



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biolégico

Se utilizé la cepa Gibberella fujikuroi CDBB H-984, obtenida de la Coleccién
Nacional de Cultivos Microbianos del CINVESTAV-IPN, México. El hongo se
conservo en tubo inclinado de agar papa dextrosa (PDA) a 4 °C y se resembrd

cada dos meses.

6.2. Métodos
La metodologia aplicada para desarrollar este proyecto de investigacion, se
esquematiza en el Cuadro 3 y a continuacion se detallan los procedimientos

utilizados:
6.2.1. Preparacion de medios de cultivo

Medio PDA. En 250 mL de agua desionizada caliente se afiadido poco a
poco 9.75 g de medio de cultivo PDA comercial (Bioxon) para evitar la formacion
de grumos. Una vez disueltos completamente se dejé hervir durante 1 min. El
medio se distribuyd en porciones de 5 mL en tubos de ensaye con taparosca de

10 mL de capacidad.

Medio de propagacion. Se disolvid en agua desionizada los siguientes
componentes: 20 g de glucosa, 3 g de extracto de levadura, 2.5 g de NH4sNO3, 0.5
g de KHyPOy4, 0.1 g de MgSO4+7H,O y 1 g de CaCOs. Se aforé a un litro. Este
medio de cultivo empleado para la preparacion del inéculo es reportado por
Escamilla y col., (2000).

Medio de fermentacion. Se utilizé la fuente de carbono mixta (glucosa-
aceite de maiz marca Mazola, p= 0.912 g mL™), en base a 40 g L™ de C total. La
proporcion glucosa/aceite se usé a tres niveles distintos: proporcion 1:1, 20 g
L™ C glucosa (50 g L") : 20 g L' C aceite (27.4 g L™"); proporcion 2:1, 26.7gL" C
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Cuadro 3. Esquema general del proceso de fermentacion.

— [ Separacion }

[ Purificacion J
T A\ 4

Esterilizacion [ Producto ]

A

l HHH%Z‘
(000

Preparacion de

Medios

A

Materias

Primas

-35-



glucosa (66.5 g L™): 13.3 g L™ C aceite (18.2 g L™); y proporcién 1:2, 13.3 gL' C
glucosa (33.25 g L™"): 26.7 g L™ C aceite (36.4 g L™"). Ver cuadro 4. Ademas se
realizaron los experimentos utilizando solo glucosa como fuente de carbono (100 g
L™") y solo aceite de maiz como sustrato (54.8 g L™'). Como medio basal se utilizé 2
g L™ de NH4CI, 3 g L™ KHy,PO4, 1.5 g L™ MgS04+7H,0 y 2 mL L™ de solucion de
oligoelementos. Dicha solucién contiene (g L™"): 1.0 FeSO4,7H.O, 1.5
Na;Mo0O4+2H,0, 0.2 MnSO4°H,0 and 1.0 ZnSO4+7H,0.

Todos los medios anteriores se esterilizaron en autoclave durante 20 min a
15 Ib/plg?.

6.2.2. Mantenimiento de la cepa

Una vez que solidificd el medio PDA en los tubos inclinados se procedio a
resembrar con 100 uL de una resuspension homogénea de micelio del hongo G.
fujikuroi, la cual se realiz6 por la adicion de 5 mL de solucién salina al 0.9% a un
tubo inclinado con PDA, con la ayuda de un asa microbioldgica. El crecimiento se

desarrolld durante 6 dias a 27 °C de incubacion.
6.2.3. Condiciones de cultivo

El micelio desarrollado en un tubo inclinado con PDA se removio utilizando
5 mL de una solucion isotonica de NaCl (0.9%) y la suspensién resultante se
homogenizo. El indculo a usar en los experimentos en el biorreactor se preparo en
un matraz Erlenmeyer de 500 mL conteniendo 2 mL de la suspension y 250 mL de
medio de propagacion. El hongo se cultivé durante 38 h a 29 °C y 280 rpm. La
incubacion se realizdé en una agitadora con control automatico de temperatura y
agitacion (CRODE). Para los experimentos se utilizé un biorreactor de tanque
agitado (Applikon, de capacidad de 7 L). Ver Figura 9. Esta equipado con
sensores de pH, T y oxigeno disuelto, para controlar y monitorear esas variables.
También, cuenta con bombas peristalticas las cuales se emplean para la

alimentacion del medio de cultivo, controlar el pH y retirar la muestra. La
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composicién del medio de cultivo que se utilizdé en cada experimento dependié del
disefio de experimentos propuesto como se muestra en el cuadro 4; pero en todos
los tratamientos las condiciones de cultivo fueron las mismas. El medio de cultivo
se esterilizd por separado en contenedores adecuados. También se procedid a
esterilizar el biorreactor y todas las mangueras necesarias para su conexion; una
vez estéril el biorreactor y a temperatura de laboratorio se procedié a cargar el
medio de cultivo. Ya controlados la temperatura de 29 °C, pH 3.5, agitacion 600
rom y una tasa de aireacion de 1 vvm (volumen de aire / volumen de medio /
minuto), se procedié a la inoculacion. El medio de cultivo de 3800 mL contenido
en el biorreactor, fue alimentado con 200 mL de in6culo, esto es, una relacion del
5 % indculo respecto al medio de cultivo. Los procesos anteriormente descritos
fueron realizados en condiciones estériles, para asegurar un cultivo puro de G.
fujikuroi.

Cuadro 4. Disefo experimental

Factor

Tratamiento Proporcion de la
fuente de carbono

1 1:1
2 2:1
1:2

6.2.4. Toma de muestra

Durante cada uno de los procesos fermentativos realizados se procedio a
retirar por duplicado un volumen de 10 mL, en tubos graduados cénicos para
centrifuga. Dichas muestras se tomaron a la hora inicial de la fermentacion y cada
12 h durante las primeras 72 h del proceso fermentativo, posteriormente el
intervalo de muestreo se realizé cada 24 h hasta finalizar con las 360 h de cultivo

del microorganismo.

Inmediatamente después de tomar las muestras se realizé su tratamiento y
analisis.
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Figura 9. Biorreactor de tanque agitado utilizado durante los experimentos.

6.2.5. Determinacion de aceite

La cantidad de aceite no consumido durante las fermentaciones, se
determiné de la siguiente manera: cada una de las muestras de 10 mL se
centrifugd a 4000 rpm (Centrifuga 5810 R Eppendorf) durante 20 min. Los lipidos
del aceite de maiz (triacilglicéridos y acidos grasos libres) contenidos en la parte
superior del tubo de centrifuga se procedié a extraerlos con hexano (Folch y Col.,
1957), y se determind gravimétricamente. A cada tubo se agregaron 10 mL de
hexano y se agitdé ligeramente para extraer el aceite separado por la

centrifugacion; se recuperd el hexano con el aceite con la ayuda de una pipeta
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Pasteur en un tubo de ensaye de 50 mL de capacidad. A cada muestra se le
realizd una segunda extraccion con 10 mL de hexano, se agito ligeramente, y la
fraccidn se recuperd y combiné en el tubo de ensaye. En un matraz balén a peso
constante (90 °C durante 4 h) y con su peso previamente registrado (P4), verter
con sumo cuidado el contenido del tubo de ensaye, posteriormente, se agregd 5
mL de hexano al tubo, se agité y se afadio en el matraz para asegurar que todo el
aceite extraido con el hexano sea cuantificado. Se procedié a retirar el solvente de
las muestras colectadas en el matraz balén en un rotavapor (Laborota 4000)
aplicando vacio y a una temperatura de 37 °C. El matraz balon, que contiene el
aceite recuperado de la muestra se deja reposar durante una hora a temperatura
de laboratorio, tiempo después se lleva a peso constante nuevamente durante 12
h a 60 °C (es importante controlar este valor de la temperatura para que no se
degraden los acidos grasos libres provenientes de la hidrdlisis enzimatica del
aceite de maiz). Registrar el segundo peso del matraz balén (P;). Los calculos del

aceite de maiz no consumido se realizan de la siguiente manera:

Aceite no consumido = (P»-P4) / V

donde:

P+= peso del matraz (g)

P»,= peso del matraz + la muestra (g)
V= volumen de la muestra (L)

6.2.6. Determinacion de Biomasa

La biomasa de G. fujikuroi se determiné gravimétricamente en la muestra
libre de aceite. Primero, se etiquetaron y se pusieron a peso constante
membranas Millipore de nitrocelulosa de 0.45 ym de tamafo de poro y 47 mm de
diametro (90 °C durante 4 h). Posteriormente, se colocaron en un desecador
durante 20 minutos y se registro el peso de las membranas (P4). La muestra libre
de aceite se filtr6 bajo presién reducida (bomba LABOPORT) a través de la
membrana, después de secarla hasta peso constante a las mismas condiciones ya

descritas anteriormente se registré su segundo peso (P2). El filtrado se recuperd y
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se conservo a 4 °C para posteriores analisis. Los calculos del crecimiento del
hongo se realizaron de la siguiente manera:
Biomasa = (P,-P1) / V

donde:

P+= Peso del filtro (g)

P»,= Peso del filtro + muestra (g)
V= Volumen de la muestra (L)

6.2.7. Cuantificacion de glucosa

Se determind mediante la técnica del acido dinitrosalicilico (Miller, 1959),
método colorimétrico usado para la cuantificacion de azucares reductores,
utilizando un espectrofotometro de doble haz (Perkin Elmer Lambda 25 UV/Vis).
Por cada muestra tomada del proceso fermentativo, se colocé en un tubo de
reaccion 1 mL de filtrado, se agregd 1.5 mL del reactivo de Miller (ver apéndice A)
e incubd durante 10 minutos en agua hirviendo. Pasado el tiempo de reaccidn, los
tubos se sacaron inmediatamente del agua y a cada uno de ellos, se le adicioné 1
mL de sal de Rochelle (ver apéndice A). Posteriormente la reaccion se par6 por
choque térmico al introducir los tubos en agua a punto de congelacion. Pasados 5
minutos, sacar los tubos del agua y a cada uno de ellos, adicionar 2 mL de agua
destilada. Una vez que la reaccion llegé a temperatura de laboratorio se procedio
a leer su absorbancia a 575 nm contra un blanco tratado a las mismas condiciones
de la muestra, usando agua destilada en igual del filtrado. La concentracion de
glucosa se infirid con la ayuda de la curva de calibracién realizada a las mismas
condiciones de analisis usando concentraciones conocidas de glucosa (ver

apéndice B).
6.2.8. Determinacion de fosfatos

La concentracion de fosfatos en solucion acuosa se determindé por un
método colorimétrico (Juarez y Rochin, 1966), donde el molibdato de amonio

reacciona en medio acido para formar un complejo acido que se reduce a un
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complejo intensamente colorido, azul de molibdeno. Se utilizé un
espectrofotometro de doble haz (Perkin Elmer Lambda 25 UV/Vis). En un tubo de
reaccion, se coloco 5 mL de filtrado (realizar la dilucion pertinente si la muestra lo
requiere, la absorbancia siempre debe estar entre los limites de la curva de
calibracion), se agregé 200 pL de la solucion de acido concentrado de molibdato
de amonio (ver apéndice A), se agit6é en vortex. Inmediatamente se agregd 200 pL
de la solucion de acido amino-naftol-sulfénico (ver apéndice A). Los tubos se
agitan vigorosamente, se dejan reposar y la lectura de absorbancia a 690 nm se
registré a los 5 minutos. Usar como referencia un blanco preparado con 5 mL de
agua destilada y tratado a las mismas condiciones de la muestra. La
concentracion de fosfatos se determiné con el modelo lineal generado por la
construccion de la curva de calibracion realizada previamente a las mismas
condiciones de andlisis de la muestra usando soluciones de fosfato a

concentraciones conocidas (ver apéndice B).

6.2.9. Determinacion de nitrégeno

El nitrégeno amoniacal residual en el caldo fermentativo, se determiné por
el método Kjeldahl (AOAC 1990). Ademas, por un método espectrofotométrico,
cuyo principio es la formacion de un compuesto azul intenso, indofenol, el cual es
formado por la reaccion del amonio, fenol e hipoclorito alcalino e intensificado con
nitroprusido de sodio. El color azul formado es proporcional a la concentraciéon de
amonio (Solorzano, 1969; Presley, 1971). La técnica se detalla a continuacion: en
un tubo de reaccion, colocar 1 mL de muestra filtrada, previamente diluida para
que la absorbancia este dentro de la curva de calibracién; agregar a cada tubo, 1
mL de reactivo A (ver apéndice A), agitar en vortex, adicionar 1 mL de la solucién
B (ver apéndice A), posteriormente agregar 2 mL de la solucion oxidante D (ver
apéndice A), se agité cada uno de los tubos y se incubd la reaccion durante 30
minutos a temperatura de laboratorio, pasado el tiempo, se leyé la absorbancia a
660 nm utilizando un espectrofotémetro de doble haz (Perkin EImer Lambda 25

UV/Vis), calibrando el equipo con un blanco preparado a las mismas condiciones
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antes descritas, usando agua destilada en igual de muestra filtrada. La
concentracion de nitrogeno presente durante cada tiempo de muestreo en el
proceso fermentativo, se determin6 con el modelo lineal generado por la
construccion de la curva de calibracion realizada previamente a las mismas
condiciones de analisis de la muestra usando soluciones de cloruro de amonio a

concentraciones conocidas (ver apéndice B).

6.2.10. Cuantificacién de glicerol

El glicerol liberado durante la lipdlisis del aceite de maiz, el remanente en el
medio de cultivo, se determiné por el método de condensacion de Hantzsch
(Foster y Dunn, 1973). Un método colorimétrico, en el cual, el glicerol es oxidado a
formaldehido y mas tarde condensado con amoniaco y 2,4-pentanodiona
(acetilacetona) para producir un complejo amarillo, 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina
(condensacion de Hantzsch). En un tubo de reaccion, se agregd con una
micropipeta 200 pL de muestra filtrada, posteriormente se adicion6 1 mL de
metaperyodato de sodio (ver apéndice A) y se dejo reposar durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente adicionar 2.5 mL de acetilacetona (ver
apéndice A). Inmediatamente después se agitd vigorosamente y se incubd la
reaccion durante 20 minutos a 50 °C. Pasado el tiempo, se detuvo la reaccion por
colocar los tubos en agua fria. Una vez que los tubos alcanzaron la temperatura
ambiente se procedi6 a leer la absorbancia a 414 nm calibrando el
espectrofotometro con un blanco preparado con agua destilada en sustitucién de
la muestra filtrada. La concentracion de glicerol se determind, utilizando una curva
de calibracion preparada con distintas concentraciones de glicerol (ver apéndice
B).

6.2.11. Cuantificacién del acido giberélico

Para cuantificar el acido giberélico se realizé una extraccion liquido-liquido
al filtrado recuperado en cada tiempo de muestreo. Una alicuota de 10 mL de

filtrado, se coloca en un matraz Erlenmeyer de 125 mL y se ajusta el pH a 2 con
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acido clorhidrico 0.1 M. En seguida, agregar 15 mL de acetato de etilo y un
magneto, agitar durante 10 minutos con la ayuda de una placa de agitacion.
Transferir el contenido del matraz a un embudo de separacién, dejar reposar hasta
la separacién de las fases. Colectar la fase acuosa en el matraz Erlenmeyer y
recuperar la fase organica, que contiene el acido giberélico, en un tubo de ensayo
de 50 mL. Realizar una segunda extraccion agregando 10 mL de acetato de etilo
al embudo de separacion y mezclarlos con la fase acuosa recolectada en el
matraz Erlenmeyer, agitar nuevamente durante 10 minutos. Transferir el contenido
del matraz al embudo de separacion, dejar reposar hasta la separacién de las
fases, recuperar la fase acuosa en el matraz Erlenmeyer. La fase organica,
recuperarla nuevamente en el tubo de ensaye de 50 mL. Agregar 5 mL de acetato
de etilo al embudo de separacién y recuperarlos en el tubo de ensaye que
contiene la fase organica. Agregar sulfato de sodio anhidro, en cantidad suficiente,
para atrapar los restos de fase acuosa que pudiera haberse ido con la fase
organica. Agitar y transferir la fase organica a un matraz balén de 100 mL limpio y
seco, y colocarlo en el rotavapor para eliminar el acetato de etilo, utilizando una
temperatura de 30 °C, mediante secado a vacio. Una vez eliminado
completamente el solvente, el residuo que quedo en el matraz balon se disolvio
con 3 mL de metanol absoluto grado HPLC. La muestra se recuperé en un tubo de
ensaye de 8 mL, se cerr6 herméticamente y se guardé a 0 °C. La muestra esta
lista para su analisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC); tal
como lo reporta Negrete-Rodriguez (2002). EI GA; fue identificado y cuantificado
por referencia a un estandar de GA; (Sigma-Aldrich). La cuantificacién del GAs se
realizd utilizando un Cromatografo marca Varian con detector UV-Vis de longitud
de onda variable 9050; médulo de bomba Varian 9012; automuestreador 9100 y
horno de columna Timberline 101. Antes de ser inyectada la muestra al HPLC, se
filtr6 dos veces a través de un filtro de nylon de 13 mm de diametro y 0.45 pm de
tamafo de poro. Las condiciones de operacion del Cromatografo asi como otros

datos de la inyeccion se encuentran en el Cuadro 5.

La cuantificacion del GAj; producido durante cada una de las

fermentaciones, se realizé por el area bajo la curva de cada cromatograma del
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pico resultante al tiempo de retencién de 7.3 min, que corresponde al analito de
interés, este tiempo fue corroborado con el estandar de GAs; grado reactivo
(Sigma-Aldrich); con dicho reactivo se realizé la curva de calibracion (ver apéndice
B), a las mismas condiciones de extraccion y analisis de la muestra usando
soluciones de GA3 a concentraciones conocidas y con la ecuacion lineal resultante
se determind la concentracion del metabolito en cada proceso fermentativo y a

cada tiempo de muestreo.

Cuadro 5. Condiciones de operacion para la cuantificacion de GA; por HPLC.

Condiciones de operaciéon

Detector UV-Visible, 206 nm

Columna Chromspher C4g 25 cm x 4.6 mm DI, 5uym
Temperatura de columna 28 °C

Fase movil MeOH / H;PO, 10mM pH 3 (35/65)
Flujo 1.0 mL/min

Preparacion de la 350 uL de muestra/650 uL HsPO, 10 mM
muestra

Volumen de inyeccién 60 pL

6.2.12. Cuantificacion de los acidos grasos libres

El método usado para la cuantificacion de acidos grasos por Cromatografia
de Gases, es rapido, seguro y confiable; El extracto hexanico se disuelve en
metanol, asi, unicamente los acidos grasos libres se disuelven, pero no los
triacilglicéridos presentes también en el extracto. Los acidos grasos libres fueron
recuperados con 3 mL de metanol absoluto grado HPLC, del matraz balén donde
se cuantificaron los lipidos por gravimetria, en un tubo de cultivo roscado de 8 mL,
el cual se cerré6 herméticamente y se dejoé reposar por al menos 12 horas a una
temperatura de 0 °C para su analisis. Los acidos grasos liberados durante la
hidrolisis enzimatica por la accion catalitica de las lipasas, se identificaron,
separaron y cuantificaron utilizando un Cromatografo de Gases modelo Varian

3800 con automuestreador y una columna capilar CP-FFAP CB Varian de 25 m de
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longitud por 0.53 mm de DI. A temperatura de laboratorio, se tomé 1 mL de
muestra del tubo de la parte que se encuentra completamente soluble en metanol,
con una jeringa de 3 mL, (algunas muestras presentaron un residuo gelatinizado
insoluble, debido a la cantidad de aceite sin hidrolizar recuperado por la
extraccion con hexano) y se filtré6 dos veces mediante una membrana de nylon de
13 mm de diametro y 0.45 ym de tamafio de poro y se recuperé en un vial
cromatografico de 2 mL de capacidad, el cual se colocé en el automuestreador y
se inyectdé automaticamente 1 pL de muestra. Las condiciones de analisis
estandarizadas durante este proyecto de estudio para la identificacion, separacion
y cuantificacién de los acidos grasos provenientes de la hidrdlisis del aceite de
maiz fueron: 200 °C durante 5 min incrementando a 230 °C a 1 °C min™;
temperatura del inyector 260 °C; detector de ionizacion de flama a 270 °C; gas

acarreador N> a 5 mL min™".

Con estandares grado cromatografico (Sigma-Aldrich), se realizé la curva
de calibracién (ver apéndice B) para cada uno de los acidos grasos palmitico,
estearico, oleico y linoleico; con la ecuacion lineal resultante para cada acido
graso, se determiné la concentracion a cada tiempo de muestreo de los acidos
grasos no consumidos en el proceso fermentativo por el area bajo la curva de

cada uno de los picos cromatograficos identificados en el cromatograma.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Fermentacion a nivel reactor para produccion de GA;

Se observé una marcada diferencia en la producciéon de GAs, al usar una
fuente de carbono mixta con diferentes proporciones de glucosa/aceite de maiz. El
inicio de la acumulacién de GAs ocurrio mas rapido y la concentracién alcanzada
fue mayor en los cultivos con fuente de carbono mixta con respecto a la

fermentacion donde se uso solo glucosa como fuente de carbono.

Las figuras 10a y 10b; 11a y 11b; 12a y 12b muestran la evolucion de los
cultivos que utilizaron fuente de carbono mixta glucosa- aceite de maiz para la
produccion de GAs;. La maxima producciéon de GA3z se encontroé a las 288 h de
tiempo de cultivo, sin importar la proporcion de glucosa/aceite usada. Sin
embargo, la variacion de las proporciones de los componentes de la fuente de
carbono mixta, afectaron significativamente la produccion de GAs;. Se determiné
una produccién de 430 mg L', cuando se utilizd la proporcién 1:2 glucosa:aceite
de maiz (Figura 12a); 380 mg L' cuando se ensayé la proporcion 1:1
glucosa:aceite de maiz (Figura 10a), y 280 mg L™ cuando se utilizé la proporcion
que contenia la mayor cantidad de glucosa (proporcidon 2:1, Figura 11a). En las
graficas, las barras verticales representan el error estandar del promedio de dos

réplicas de cada tratamiento.

En las figuras 10b, 11b y 12b se presentan las cinéticas de consumo de
nitrégeno y fosfato. Se puede observar un rapido consumo de ambos nutrientes
durante la fase de crecimiento exponencial. En todos los experimentos con fuente
de carbono mixta, a las 48 h ya no existe nitrégeno disponible en el medio de
cultivo, el crecimiento del hongo se hace mas lento y sobreviene la fase de
produccion de GA3;. Con respecto al fosfato, se observa que el mayor consumo se
da durante las primeras 48 h. También resulta interesante observar que cuando la
glucosa se agota en el medio de cultivo cesa la acumulacion de biomasa,
alcanzandose su maximo valor entre 48 y 120 h, mientras que la maxima
produccion de acido giberélico se obtiene después de las 260 h. Todo esto indica

que la sintesis de GA3 no esta asociada al crecimiento microbiano.
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Por otro lado, retomando la figura 8, en el hongo G. fujikuroi, la biosintesis
de metabolitos secundarios tales como giberelinas, bikaverina, fusarina C y acidos
grasos tienen al acetil-CoA como un precursor comun (Giordano y Domenech,
1999). Aspecto que fue abordado en la investigacion de Jacklin y col., (2000)
sobre Fusarium moniliforme, vinculadas al estudio de la interaccion existente entre
la biosintesis de acidos grasos y GAs, los cuales aportaron una novedosa
metodologia para maximizar la produccion del GAs, a través de la conmutacidn
metabdlica lipido-giberelina. Basicamente, se adiciond sesamol al medio de
cultivo, lo que inhibié el metabolismo primario i.e. se redujo la tasa de crecimiento
en un 40 % y la acumulacion de lipidos en un 35 %. En contraparte, la produccién
de GA3; se incrementd 20 veces, alcanzando una produccion especifica de 63 mg
g'. Lo anterior, indica que el acetil-CoA destinado a la biosintesis de acidos
grasos, es conmutado a la sintesis del metabolito secundario GA;. Con esto se
puede inferir que en ciertas condiciones, el acetil-CoA podria ser compartido para
la sintesis de lipidos y GAs en F. moniliforme. Por tanto, en nuestra investigacion
se estudié la factibilidad de usar una fuente de carbono mixta (como sustituto de
un inhibidor de crecimiento), que permita mantener el suministro de acetil-CoA
hacia la biosintesis de GAs por G. fujikuroi. Al utilizar el sustrato mixto glucosa-
aceite (figura 10a, 11a y 12a), esta investigacion busca que los requerimientos de
lipidos sean satisfechos por el catabolismo inmediato del aceite, minimizando el
uso de acetil-CoA en la biosintesis de acidos grasos, y promoviendo asi, un mayor
flujo de acetil-CoA hacia la produccién de GAs. De hecho, Giordano y Domenech
(1999), afirman que las condiciones de cultivo juegan un papel principal en la

canalizacion de acetil-CoA en la biosintesis de giberelinas y acidos grasos.

A los resultados descritos anteriormente se les aplicé un analisis estadistico
(ver apéndice C) y se encontrd una diferencia significativa en la produccion de GA3

para los tratamientos propuestos (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Analisis de varianza utilizando distintas proporciones de fuente de carbono mixta.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado Fc F
variacion de cuadrados medio
libertad
Tratamiento 2 0.023758 0.011879 34.8249 9.55
Error 3 1.023x10°  3.41x10™
Total 5

En general, el resultado de la ANDEVA es de caracter informativo, su
aplicacion no es suficiente para un analisis definitivo (Castafio y Dominguez,
2001). Es por ello, ademas del analisis de varianza se utilizé la prueba de Tukey y
la prueba de Dunnett en el analisis de nuestros resultados (ver apéndice C). La
prueba de Tukey nos permiti6 comparar todos los tratamientos por pares (Ver
Cuadro 7). En el cuadro 7 se observa que tanto el tratamiento 1 como el 3
presentaron una diferencia significativa con el tratamiento 2 pero entre ellos no
existié tal variacion.

Cuadro 7. Comparacion de medias de GA; mediante la prueba de Tukey. Experimentos con fuente
de carbono mixta

Comparacion Diferencia Valor Intervalo de Diferencia
de medias producciéon  estadistico confianza significativa
de GA3; de Tukey (T)
Es—E> 0.151934 0.07679 0.151934 + T SI
E;- Eq 0.05348 0.07679 0.05348 + T NO
Ei-E 0.098454 0.07679 0.098454 + T Si

E+: media del tratamiento 1 (proporcion 1:1); E»: media del tratamiento 2 (proporcion 2:1);
Es: media del tratamiento 3 (proporcion 1:2).

Debido a que el primer intervalo analizado es 0.075144 < E;3 - E; <
0.228724, no incluye cero, nos dice que la diferencia en la produccion de GA;

entre los dos tratamientos es estadisticamente significativa. Esto quiere decir que
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la produccion de GA; es mayor en promedio cuando se utiliza la proporcién 1:2
(glucosa:aceite de maiz) que cuando se utiliza la proporcion 2:1 como fuente de

carbono mixta durante el proceso fermentativo con el hongo G. fujikuroi.

El segundo intervalo -0.02331 < E3 - E1 < 0.13027, incluye el valor cero, por
tanto, la diferencia en la produccién de GAj; entre los dos tratamientos no es
estadisticamente significativa. Esto es, que los promedios en el tratamiento 3 y 1

son iguales estadisticamente para un nivel de significancia de 95% (0=0.05).

El tercer intervalo analizado, 0.021664 < E¢ - E; < 0.175244, no contiene el
valor cero, significa que existe una diferencia significativa en la produccion de GAs;
entre los dos tratamientos. Esto se interpreta como que la producciéon de GA; es
mayor en promedio cuando se utiliza la proporcion 1:1 (glucosa:aceite de maiz)

que cuando se utiliza la proporciéon 2:1 durante el tiempo de cultivo.

El tratamiento con el menor promedio de produccién de GA3 fue el que

utilizé la proporcién 2:1 (glucosa:aceite de maiz) como fuente de carbono mixta.

7.2. Experimentos control

Las Figuras 13a y 13b muestran la evolucién del cultivo control utilizando
solamente glucosa como fuente de carbono. El inicio de la sintesis de GAj se
retraso significativamente en relacion a los cultivos realizados con fuente de
carbono mixta (Figura 13a), quiza debido a que al utilizar fuente de carbono mixta,
existe la disponibilidad inmediata de los acidos grasos por la célula microbiana
para los requerimientos lipidicos durante su crecimiento. Asi también, un aumento
en la produccion de la fitohormona, debido quiza a que el acetil-CoA producido
durante la descarboxilacion del piruvato proveniente de la glucdlisis, puede ser
utilizado para la produccién del acido giberélico. Cuando se utilizé glucosa como
unica fuente de carbono, el rapido catabolismo de la glucosa se puede desviar a la
produccion de otros metabolitos secundarios y acidos grasos (Giordano y

Domenech, 1999) y disminuir el flux de acetil CoA hacia el GAs. La diferencia
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estadistica entre los tratamientos con el control se verificé por la prueba de

Dunnett (apéndice C).

La prueba de Dunnett nos permiti6 comparar los tres tratamientos de fuente
de carbono mixta con el tratamiento donde se utiliz6 solamente glucosa como
fuente de carbono (Cuadro 8) y con el tratamiento donde se utilizé solo aceite de

maiz como sustrato (Cuadro 9).

Cuadro 8. Comparacion de medias de GA; mediante Dunnett. Experimentos con fuente de carbono
mixta vs. experimento control donde se us6 glucosa como fuente de carbono.

Comparacion Diferencia Valor Intervalo de Diferencia
de medias produccion estadistico de confianza  significativa
de GA3; Dunnett (D)
E1— Eoc 0.24346 0.05239 0.24346 + D Si
E>— Eoc 0.14501 0.05239 0.14501 £ D Si
Es— Eoc 0.29694 0.05239 0.29694 + D SI

Eoc: media del tratamiento control usando glucosa

Ningun intervalo de confianza del cuadro 8 incluye el valor cero, por lo que
los promedios de la produccién del metabolito de todos los tratamientos
estudiados difieren significativamente con la Eqg del control (fermentacion donde
se utilizé solo glucosa como fuente de carbono). Por tanto, es mejor utilizar fuente

de carbono mixta para la produccién de GAs; que solamente glucosa.

Como se muestra en las figuras 13a y 13b, la fuente de carbono afecta la
produccion de GAs. Un sustrato rapidamente metabolizado como la glucosa a
menudo puede lograr la maxima tasa de crecimiento de células, pero es usual que
inhiba la produccién de metabolitos secundarios. Esta "represién catabdlica" se
piensa que es debido a los intermediarios generados por el rapido catabolismo de
la glucosa, interfiriendo con las enzimas del metabolismo secundario (Marwick y
col., 1999). Las células de rapido crecimiento tienen por lo general el metabolismo

secundario “apagado” hasta que su tasa de crecimiento disminuye. Esto puede
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conducir a un perfil de fermentacién bifasica, sin produccion durante el

crecimiento, solo durante la fase estacionaria (Marwick y col., 1999).

Las figuras 14a y 14b muestran el desarrollo de cultivos de G. fujikuroi
utilizando aceite de maiz como fuente de carbono. La produccion final de GA3 del
cultivo control con aceite de maiz fue mucho mejor que la obtenida con una fuente
de carbono mixta, con proporcién 2:1. Esto fue corroborado estadisticamente
utilizando la prueba de Dunnett (Cuadro 9). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas con la proporcion 1:1 de fuente de carbono mixta. En
general, los aceites vegetales son fuentes de carbono de lenta asimilacién, en
consecuencia, no es usual que su metabolismo tenga efectos de represion sobre
enzimas biosintéticas. Ademas, pueden contener precursores naturales de la
biosintesis de GAs (Vass y Jefferys 1979; Tudzynski 1999). El incremento en la
produccion de GAs cuando se usan aceites vegetales como fuente de carbono,
podria atribuirse a que favorecen la disponibilidad de acetil-CoA, aunque también
puede deberse a que la solubilidad de oxigeno en ellos es mayor con respecto a la
del agua, y por tal razén contribuyen a que se incremente la concentracion de
oxigeno disuelto en el medio de cultivo (Tudzynski, 1999; Shukla y col., 2003).
Pueden comportarse como vectores de oxigeno, favoreciendo la concentracién de
oxigeno disuelto en el medio de cultivo (Ates y col., 2006; Rols y col., 1990; Rols y
Goma, 1991).

Cuadro 9. Comparacion de medias de GA; de experimentos con fuente de carbono mixta vs.
control donde se us6 aceite de maiz como fuente de carbono.

Comparacion Diferencia Valor Intervalo de Diferencia
de medias produccion estadistico de confianza  significativa
de GA; Dunnett (D)
E1- Eoa 0.02161 0.05073 0.02161 D NO
Ez- Eoa - 0.07685 0.05073 -0.07685+ D Si
Es— Eoa 0.07509 0.05073 0.07509 £+ D Si

Eoa: media del tratamiento control usando aceite
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Del analisis del cuadro 9 podemos concluir que el intervalo de confianza
0.024359 < E3 - Ega < 0.125819 no contiene el valor cero por tanto se infiere
que existe una diferencia significativa del promedio de produccion de GAs del
tratamiento 3 con el tratamiento control. Esto es, estadisticamente, el tratamiento 3
(fermentacion donde se utilizé la proporcion 1:2 glucosa:aceite de maiz) es mejor
que el control (fermentacion donde se utilizd6 aceite de maiz como fuente de

carbono), para la produccion del acido giberélico bajo las condiciones de estudio.

Como se aprecia en las figuras 10, 11, 12, y 14, el hongo G. fujikuroi
muestra gran capacidad para adaptarse a medios de cultivo con aceite como
fuente de carbono, realizando una rapida metabolizacion de los mismos,

exponiéndolo como una fuente potencial de las enzimas lipasas.
7.3. Produccioén de GA3

En la Figura 15 se aprecia el efecto sobre la produccion de GAs al utilizar
distintas proporciones de glucosa/aceite durante el cultivo de G. fujikuroi bajo las
condiciones de estudio. Se observa que la fuente de carbono mixta produce un
efecto inductivo en la producciéon de GA; y afecta el tiempo de inicio de produccién
con respecto a la utilizacion de solo glucosa como fuente de carbono. En el cuadro
10, se dan las concentraciones y rendimiento (mg GA3/ g biomasa) alcanzados en
cada uno de los experimentos; ambos corresponden al valor maximo de acido
giberélico producido. Se observa que cuando se utilizé glucosa como unica fuente
de carbono, se obtuvieron los valores mas bajos tanto de produccion como de
rendimiento; caso contrario fue cuando se utilizé la fuente de carbono mixta 1:2
glucosa:aceite de maiz (tratamiento 3) donde se obtuvieron los mejores resultados

de produccién de GA;z (Ver figura 15).
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Cuadro 10. Produccién maxima de GAs durante el cultivo microbiano.

Fermentacion Tratamiento  Tratamiento  Tratamiento Control Control
1 2 3 (glucosa) (aceite)
GA;3, ppm 380 281.5 433.5 136.5 358.4
Rendimiento
20.80 18.01 26.18 8.54 21.06

mg GAs/ g biomasa

0.5

H Control (glucosa)
I glucosa/aceite 1:1

0.4 I glucosa/aceite 2:1
[ glucosa/aceite 1:2
- I Control (aceite)
0.3 4
0.2 4
01+ ‘ |
48 96 240 288 336

144 192

Acido Giberélico [g L]

1

Tiempo de cultivo [h]

Figura 15. Efecto de la utilizacion de distintas proporciones de fuente de carbono mixta sobre la
produccion de GA;

De una manera similar al carbono, la fuente de nitrdgeno puede regular el
metabolismo secundario. La biosintesis de GAs como metabolitos secundarios en
G. fujikuroi esta regulada por la fuente de nitrégeno, la produccién comienza al
agotarse ésta en el medio de cultivo (Rybakov y Bourd, 1991; Sanchez-Fernandez
y col., 1997; Giordano y col., 1999). En las figuras 10b, 11b, 12b, 13b y 14b se
puede observar que la fuente de nitrégeno inorganico es rapidamente consumida

por el microorganismo. La produccién de GAg inicia entre las 48 y 60 h de cultivo,
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excepto en la fermentacién donde se utilizé solamente glucosa como fuente de
carbono (Figura 13). En este ultimo caso, la produccion de GA; se detectd hasta
las 96 h de cultivo, aparentemente debido a la represién catabdlica ejercida por
glucosa sobre el metabolismo secundario. Todos los experimentos tuvieron un
patrén comun, no existié fuente de nitrégeno inorganico durante la produccion del
metabolito secundario. Escamilla y col., (2000), encontraron que en G. fujikuroi el
crecimiento exponencial cesa cuando la fuente de nitrogeno asimilable se agota
en el medio de cultivo, entonces sobreviene la idiofase con la cual se inicia la

formacion de GAs.

El fosfato, aunque esencial para el crecimiento, a ciertas concentraciones
puede reprimir el metabolismo secundario, inhibiendo por ejemplo, fosfatasas y
oxigenasas (Spizek y Tichy 1995). En G. fujikuroi la biosintesis de las GAs
aparentemente no esta regulada por la concentracion de fosfato o la tasa de

crecimiento (Giordano y col., 1999).
7.4. Estudios genéticos en Gibberella fujikuroi por nuestro grupo de trabajo

En estudios previos (Rios-Iribe, 2003) se estudié la expresion diferencial de
genes del hongo Gibberella fujikuroi bajo dos diferentes fuentes de carbono
glucosa y aceite de arroz utilizando la técnica despliegue diferencial (DD). Como
su nombre lo indica, este método hizo posible desplegar una poblacién completa
de ARNm de las células del hongo sujetas a crecimiento con glucosa como
sustrato de carbono y comparar su patron de expresion con la otra poblacién bajo
estudio (ARNm procedente de fermentacion de G. fujikuroi utilizando aceite como
fuente de carbono). La hipétesis planteada para dicha investigacion fue “Los
genes expresados por G. fujikuroi dependen del sustrato utilizado durante su
crecimiento”. En efecto, encontramos expresion diferencial de genes. De hecho, la
principal conclusion de la investigacion fue “la expresion de genes en el hongo G.
fujikuroi depende de la fuente de carbono utilizada durante el cultivo”. Este estudio
a nivel molecular del hongo G. fujikuroi demostré el impacto genético que con lleva
el solo variar la fuente de carbono, encontrando diferencias en la expresion de

genes o patron genético.
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7.5. Analisis y cuantificaciéon de acidos grasos por Cromatografia de Gases.

Al realizar los estudios de Cromatografia de Gases en las muestras de aceite
a cada tiempo de analisis durante los procesos fermentativos, se encontré la
presencia de cuatro sefales cromatograficas con alta definicion. Se reporta por
Badui (1999), que la composicion del aceite de maiz contiene un 59.6% de acido
linoleico, 25.4 % de &cido oleico, 10.9 % de acido palmitico, 2 % de acido
estearico y 1.2 % de acido linolénico, entre los mas importantes. Por supuesto, se
implement6 el método de analisis de estos acidos grasos grado cromatografico
(Sigma) en el Cromatografo de Gases. Efectivamente, se identificaron, separaron
y cuantificaron los acidos grasos palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico,
cuyos tiempos de retencion corresponden 14.62 min, 22.36 min, 23.67 min, 25.92
min y 28.89 min respectivamente. Al utilizar el método del estandar externo, se
comprobéd que los picos que se encontraban en mayor proporcion en las muestras
analizadas correspondian a los principales componentes del aceite de maiz
durante el desarrollo de los cultivos. Por tanto, el analisis de acidos grasos se
baso sobre estos componentes principales encontrados en los cromatogramas a

cada tiempo de muestreo.

Los analisis de acidos grasos por Cromatografia de Gases se reportan en la
Figura 16, para cada una de las proporciones de fuente de carbono mixta
estudiadas. Los acidos grasos libres son aquellos provenientes de la hidrélisis
enzimatica de los triacilglicéridos durante la produccion del acido giberélico. La
fuente de carbono utilizada durante estas fermentaciones fue aceite de maiz
marca comercial Mazola. La concentracidon de los acidos grasos se determind por
el método del estandar externo. En la figura 16, se observa que los acidos grasos
linoleico y oleico estan presentes en mayor concentracion durante el cultivo de G.
fujikuroi. El acido linolénico no se detectd en los analisis de CG y por tanto, se
asumio que hubo una rapida asimilacién de éste acido graso por el hongo G.

fujikuroi.

En la Figura 17 se muestran las concentraciones de los acidos grasos

presentes en el cultivo de G. fujikuroi utilizando solamente aceite de maiz como
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fuente de carbono. Se aprecia una rapida acumulacion del aceite de maiz y se
muestran las altas concentraciones obtenidas de los acidos grasos linoleico y

oleico, los cuales, son los principales componentes del aceite de maiz.

La utilizacion de aceites naturales necesariamente requiere la produccién
de enzimas por el hongo G. fujikuroi; siendo las lipasas, las enzimas esenciales
para la hidrdlisis de los aceites. Las lipasas son generalmente enzimas
extracelulares que tienen como funcion biolégica, catalizar la hidrdlisis reversible
de los enlaces éster de triacilgliceroles en la interfase lipido-agua, para obtener
acidos grasos y glicerol (Ferrer y col., 2000; Shye-Jye y col., 2000; Bapiraju y col.,
2004); y mediante esta transformacion bioquimica los lipidos puedan emigrar al
interior de las células. Por la capacidad de G. fujikuroi de adaptarse a medios de
cultivo con aceite como fuente de carbono, lo convierte en una fuente potencial de

estos biocatalizadores.
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Figura 16. Evolucion de los acidos grasos libres durante el cultivo de G. fujikuroi: (a)

proporcién 1:1; (b) 2:1y (c) 1:2 glucosa:aceite de maiz
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Figura 17. Monitoreo de los acidos grasos libres presentes durante la fermentacion de G. fujikuroi
utilizando solo aceite de maiz como fuente de carbono

Es importante destacar, que no existen reportes de la produccion de lipasas
en G. fujikuroi, aunque existen varias publicaciones respecto a la produccion de
lipasas en el género Fusarium (Hoshino y col., 1992; Rapp, 1995; Diniz Maia y
col.,, 1999; Knight y col.,, 2000; Camargo-de-Morais y col., 2003), el cual

corresponde a la forma imperfecta de G. fujikuroi.

En las Figuras 16 y 17, se observa la concentracion de glicerol presente en
funcién del tiempo, el comportamiento erratico podria deberse a que el glicerol se
produce por la hidrdlisis de los triacilglicéridos del aceite de maiz, y a la par se
convierte en un sustrato de facil asimilacion por el hongo ya que es una fuente de
carbono que es incorporada rapidamente por el metabolismo celular del

microorganismo. Existe tanto produccion como consumo de glicerol.

7.6. Evaluacion del efecto de la glucosa sobre la asimilaciéon de acidos

grasos

Respecto a la migracion de los acidos grasos al interior de las células,

existen diversos estudios que apoyan la hipdtesis de que ésta se realiza mediante

-63-



transportadores de acidos grasos ubicados sobre la membrana celular, a través de
un proceso que implica difusion, adsorcion, movimiento transmembranal y
desorcion de los acidos grasos (Hamilton, 1998); sin embargo, poco se sabe sobre

el efecto que tienen las fuentes de carbono en dicha migracion.

El desarrollo de este proyecto, aporté valiosa informacidén con respecto a la
existencia de mecanismos de regulacion en el transporte de acidos grasos al
interior de las células por efecto de la presencia de glucosa, mediante el monitoreo
continuo del consumo de acidos grasos en el sistema fermentativo, debido a que
la tasa de consumo de acido grasos es un indice global de transferencia de estos

metabolitos al interior de las células.

Por tanto, la existencia de mecanismo de regulacién de esta indole, pudo
deducirse de un analisis cinético comparativo de la cinética de consumo de
azucares reductores y la cinética de consumo de acidos grasos; bajo el supuesto
de que la regulacion de la glucosa sobre la asimilacion de los acidos grasos, solo

compete a los mecanismos de transporte.

Respecto a la suposicion de la existencia de un mecanismo de regulacién
por parte de la glucosa en la asimilacion del aceite; en éstas fermentaciones
(Figuras 10a, 11a y 12a), se observa que ambas fuentes de carbono fueron
metabolizadas rapidamente, lo cual implica que la glucosa no ejerce ningun efecto
de represion catabodlica sobre las enzimas implicadas en el catabolismo del
sustrato aceite de maiz, o alguna clase de control metabdlico sobre el transporte

de los acidos grasos libres al interior de las células de G. fujikuroi.

Dentro de los organismos vivientes, existen regulaciones catabdlicas con el
objetivo de minimizar el uso de los recursos energéticos, impidiendo por ello, que
el catabolismo de dos o mas fuentes de carbono con diferente grado de
asimilacion, sea ejecutado. Diniz-Maia y col., (1999), observaron que la glucosa
inhibe el efecto inductivo del aceite sobre la produccion de lipasa extracelular en el
hongo fitopatégeno F. solani FS1, indicando que la glucosa es un factor de

regulacion sobre la actividad de las lipasas.
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7.7. Consumos acumulados de los acidos grasos

Con los valores obtenidos por cromatografia de gases de los acidos grasos,

el valor obtenido colorimétricamente del glicerol y el aceite no consumido durante

el

proceso fermentativo obtuvimos estequiométricamente los consumos

acumulados de dichos sustratos y los resultados se muestras en las figuras 18, 19,
20y 21.

El calculo de las cinéticas de los consumos acumulados de los acidos

grasos se realizo de la siguiente manera:

1.

Con los resultados de los analisis quimicos aplicados a cada muestra de
caldo fermentativo se determiné la cantidad de aceite consumido, por
simple diferencia entre el aceite existente en ese instante de tiempo y al
inicio de la fermentacion.

Basados en la composicion promedio del aceite de maiz empleado, misma
que se muestra en el Cuadro 11, se determind estequiométricamente la
relacion de masa liberada de cada acido graso por unidad de masa de
aceite consumido, e incluso la de glicerol liberado que corresponde a
0.0994 g de glicerol generado / g de aceite hidrolizado.

Con la determinacién previa de las cantidades de cada uno de los acidos
grasos existentes al inicio de cada fermentacion y el remanente en cada
muestra de caldo fermentativo, se evalué la cinética del consumo

acumulado de cada acido graso.

- 65 -



Cuadro 11. Principal composicion de los acidos grasos del aceite de maiz.

Relaciéon de masa de acido graso

Acido graso Composicion generado / masa de aceite
hidrolizado
Linoleico 59.6% 0.5416
Oleico 25.4% 0.2308
Palmitico 10.9% 0.0990
Estearico 2.0% 0.0181
Linolénico 1.2% 0.0109
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Figura 18. Consumos acumulados de los acidos grasos al utilizar la fuente de carbono mixta 1:1
(glucosa:aceite de maiz) durante la produccién de GA;.
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19. Consumos acumulados de los acidos grasos al utilizar la proporcion de fuente de

carbono mixta 2:1 (glucosa:aceite de maiz) durante la produccion de GAs.
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Figura 20. Consumos acumulados de los acidos grasos al utilizar la proporcién de fuente de

carbono mixta 1:2 (glucosa:aceite de maiz) por G. fujikuroi.
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Figura 21. Consumos acumulados de los acidos grasos al utilizar aceite como fuente de carbono
durante la produccion de GA;.

En las figuras 18, 19, 20 y 21 se puede apreciar que durante la etapa de
crecimiento exponencial existe un mayor consumo de aceite y de los cuatro acidos

grasos estudiados por el hongo G. fujikuroi.
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VIIl. CONCLUSIONES

La fuente de carbono mixta en las tres proporciones analizadas tienen un
efecto inductivo sobre la produccion de GAs y disminuyen el tiempo de
inicio del metabolismo secundario, con respecto a la utilizacion de glucosa

como unica fuente de carbono, bajo las condiciones de estudio.

Se probd estadisticamente que es mejor utilizar una fuente de carbono
mixta para la produccion de acido giberélico por G. fujikuroi, que solamente

glucosa como fuente de carbono.

Entre las tres proporciones de fuente de carbono mixta que se estudiaron,
la mayor produccion y rendimiento de GAs; se obtuvo cuando se utilizé la

menor cantidad de glucosa.

El aceite de maiz estimula la produccion de GA; por G. fujikuroi.
Estadisticamente solamente cuando se utilizé la proporcién con mayor
cantidad de aceite fue mejor que usando solo aceite de maiz durante el

cultivo.

El tiempo de inicio en la produccion de GAs; aumento cuando se utilizd solo

glucosa como fuente de carbono.

La produccién de GAj; inicia hasta que se agota la fuente de nitrégeno

asimilable en el medio de cultivo.

La velocidad de crecimiento del hongo disminuye al agotarse la fuente de

nitrégeno en el medio de cultivo.

Los fosfatos son indispensables para el crecimiento del hongo G. fujikuroi, y

para el inicio de la biosintesis del metabolito secundario.

La glucosa no ejerce efecto aparente sobre las enzimas implicadas en el
catabolismo del sustrato aceite de maiz, o alguna clase de control
metabdlico sobre el transporte de los acidos grasos en las células de G.

fujikuroi, cuando se utiliza fuente de carbono mixta.
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El hongo G. fujikuroi muestra gran capacidad para adaptarse a medios de

cultivo con aceite como fuente de carbono.

Se identificaron por CG los acidos grasos palmitico, estearico, oleico y
linoleico, cuyos tiempos de retencién corresponden 14.62 min, 22.36 min,
23.67 min y 2592 min respectivamente, durante el monitoreo de la

fermentacion, a las condiciones de estudio.

Los cuatro acidos grasos identificados, fueron metabolizados por el hongo
G. fujikuroi y su mayor consumo fue durante la etapa de crecimiento

exponencial.
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APENDICE A: Preparacion de reactivos

A continuacion se detalla como preparar los reactivos indispensables para la
cuantificacion de los sustratos presentes en el medio de cultivo a cada tiempo de
muestreo.

Determinacién de glucosa

Para la determinacion de glucosa se requiridé la preparacion de los siguientes

reactivos:
Solucién madre de glucosa a 1 mg mL™”’
Se disolvieron 0.1 g de glucosa en 100 mL de agua destilada.
Reactivo de Miller
10 g de hidroxido de sodio
2 g de fenol
0.5 g de sulfito de sodio
10 g de acido dinitrosalicilico
Se disolvi6 el NaOH en aproximadamente 800 mL de agua destilada,
posteriormente se agregd uno a uno los reactivos restantes y se aforé a 1 L con
agua destilada.

Sal de Rochelle

40 g de tartrato de sodio y potasio
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Disolver perfectamente el tartrato de sodio y potasio en 40 mL de agua destilada

caliente, una vez fria la solucion aforar a 100 mL.

Cuantificacion de fosfatos

Para la determinacion de fosfatos se requirid de la preparacidon de los siguientes

reactivos:

Solucién madre de fosfato a 500 mg L™

0.7165 g de KH2PO4

Disolver en agua destilada el fosfato de potasio monobasico, previamente secado

en estufa a 105 °C; la disolucién se diluyo a 1 L.

Solucién de acido concentrado de molibdato de amonio

31.4 g de molibdato de amonio
252 mL de acido sulfurico concentrado

3.4 mL de acido nitrico concentrado

Disolver el molibdato de amonio en 200 mL de agua destilada. Agregar
cuidadosamente el acido sulfurico concentrado en 400 mL de agua; dejar enfriar la
solucién y agregar el acido nitrico; finalmente, agregar la solucién de molibdato de

amonio y aforar a 1 L con agua destilada.

Solucion de acido amino-naftol-sulfonico

0.75 g de acido amino-naftol-sulfénico
42 g de sulfito de sodio anhidro
70 g de metabisulfito de sodio anhidro

-80 -



Disolver las sales en 900 mL de agua destilada y en esta mezcla disolver el acido
sulfonico finamente triturado; finalmente se diluye a 1 L. Guardar en frasco ambar
de tapon esmerilado a una temperatura que no exceda los 30 °C. La solucion es
estable durante 4 meses.

Determinacién de nitrégeno

Para la cuantificacién de nitrégeno amoniacal se requirié de la preparacién de los

siguientes reactivos:

Solucién madre de cloruro de amonio a 5 mM

0.2675 g de NH4CI

Disolver en agua destilada la sal, previamente secado en estufa a 105 °C; la

disolucion se diluyo a 1 L.

Solucién A

Disolver 4 g de fenol en 500 mL de etanol absoluto. Esta solucion es estable a

temperatura ambiente.
Solucién B
Pesar 0.375 g de nitroprusido de sodio (CsFeNgNa»0.2H,0) y disolver en 500 mL

de agua destilada en un matraz aforado. Almacenar en un envase de plastico

oscuro. La solucion es estable durante una semana.
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Solucién C

Pesar 15 g de citrato de sodio tribasico hidratado y 0.8 g de NaOH; disolver y

aforar a 1 L con agua destilada. La solucion es estable.

Solucion D
Esta solucion oxidante se preparo disolviendo 4 mL de hipoclorito de sodio al 10%
y aforando a 100 mL con la solucién alcalina C. Se debe preparar justo antes de
usar.

Determinacién de glicerol

Para la cuantificacion de este compuesto se requirid6 de la preparacion de los

siguientes reactivos:
Solucién madre de glicerol a 12.50 mmol L™
Disolver en agua destilada 1.1513 g de glicerol y aforara 1 L.
Metaperyodato de Sodio
77 g acetato de amonio anhidro
60 mL de acido acético glacial
650 mg de metaperyodato de sodio
Disolver el acetato de amonio anhidro en alrededor de 700 mL de agua destilada,
posteriormente afadir el acido acético glacial y el metaperyodato de sodio.

Disolver y diluir para 1 L con agua destilada. La solucion es estable por al menos 6

meses a temperatura de laboratorio.
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Acetilacetona

0.75 mL de acetilacetona

19.25 mL de isopropanol
Anadir la acetilacetona al alcohol y mezclar bien. Afiadir 80 mL de agua destilada

y mezclar. La solucion es estable por al menos 6 meses a temperatura ambiente.

Almacenar en frasco ambar.
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APENDICE B: Curvas de calibracion

Es pertinente aclarar que las curvas que a continuacion se presentan son
solo un ejemplo; debido a que las curvas de calibracion fueron realizadas cada vez
que se prepararon reactivos nuevos, aunque los valores siempre fueron muy
similares, debido a la reproducibilidad en la preparacién de los reactivos y al uso

del mismo equipo de medicion.

Determinacién de glucosa

Cuadro 12. Datos para la realizacion de la curva de calibracion para determinar glucosa

mg mL” A \=575nm
0.1 0.1093
0.2 0.2061
04 0.4521
0.6 0.6784
0.8 0.9155
1 1.1297

1.2 -
1 _
© 0.8 -
($)
&
2 0.6 -
[e]
2
< 0.4 -
y = 1.1322x
0.2 1 R? = 0.9993
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
[mg mL"]

Figura 22. Curva de calibracion para cuantificar el sustrato glucosa.
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Determinacion de fosfatos

Cuadro 13. Datos para la construccion de la curva de calibraciéon para determinar fosfatos.

mg L™ A A\=690nm
5 0.1846
10 0.3674
15 0.5469
20 0.7316
25 0.9063
1 -
0.8 1
§ 06
a 04
<
02 1 y = 0.0364x
R? = 0.9999
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30
[mg L]

Figura 23. Curva de calibracion utilizada para determinar fosfatos.
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Determinacién de nitrégeno amoniacal

Cuadro 14. Datos para la construccion de la curva de calibracion para determinar nitrégeno
amoniacal

mg N, L A 3=660nm
0.3500 0.0605
0.7000 0.1383
1.4000 0.2572
2.1000 0.3920
3.5000 0.6628
4.2000 0.8291
5.6000 1.0923
7.0000 1.3232

1.6 -

1.4 4

1.2 4

0.8 |

0.6 |

Absorbancia

0.4 -

y = 0.1918x
R? = 0.9989

0.2 |

0 1 2 3 4 5 6 7 8
[mg L]

Figura 24. Curva de calibracion empleada para la determinacion de nitrégeno.
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Determinacién de glicerol

Cuadro 15. Datos para la realizacion de la curva de calibracién para determinar glicerol

mmol L-1 A A=414nm
3.2 1.8702
1.6 0.6668
0.8 0.2141
04 0.0681
0.2 0.0342
0.1 0.0159

Absorbancia

y =0.1201x2 + 0.2023x
R? =0.9988

0 0.5 1 1.5 2 25 3 35

[mmol L]

Figura 25. Curva de calibracion para cuantificar glicerol.
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Cuantificacion de acido giberélico

A continuacion se muestran los datos obtenidos para preparar la curva de
calibracion mediante HPLC, asi como, los cromatogramas resultantes al analizar

distintas concentraciones de acido giberélico.

Cuadro 16. Datos obtenidos por HPLC para la construccién de la curva de calibracion para GAs.

mg L™ Area
1000 19261970
800 16178138
500 10634466
200 4618220
50 1145000

25000000 -
20000000 -+ %
15000000 -+
©
e
<
10000000 -+
5000000 - y = 19924x
R2 = 0.9941
0 ; ; ; ; ; :
0 200 400 600 800 1000 1200
[mg L]

Figura 26. Curva de calibracién para la determinacion de GA;.
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Cromatogramas obtenidos por analisis de HPLC a concentraciones

conocidas de GA; para la curva de calibracion

Ghz

Yolts

Minutos

Figura 27. Cromatograma de acido giberélico a 1000 ppm.

G

Yolts

-1 T T | | T |
minutos

Figura 28. Cromatograma de acido giberélico a 800 ppm.
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YWalts

YWalts

Ghg

2.0+

1.5

1.0+

0.5+

Figura 29. Cromatograma de acido giberélico a 500 ppm.

GAs

minutos

0.0

-0.2

Figura 30. Cromatograma de acido giberélico a 200 ppm.
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Yolts

1.50-
1.25-
1.00-
0.75 A3

0.50+

0.25

L

0.o0 ———

-0.16 T | T T T |
Minutos

Figura 31. Cromatograma de acido giberélico a 50 ppm.
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Cuantificacion de acidos grasos

Se realizé la curva de calibracion para cada acido graso mediante el analisis por

cromatografia de gases de mezclas a diferentes concentraciones de los

principales acidos grasos. A continuacion se muestran las concentraciones de

cada mezcla de acidos realizada y sus respectivos cromatogramas.

Cuadro 17. Mezclas de acidos grasos analizadas por CG para realizar las curvas de calibracion.

Mezcla de acidos

1 2 3 4 5
[Ppm]
Acido palmitico 3000 1500 750 375 187.5
Acido estearico 2000 1000 500 250 125
Acido oleico 3848 1924 962 481 2405
Acido linoleico 3256 1628 814 407 203.5
m.u: £ E
E (=]
7.5 :
2 40 #
% a
75
0.0
Y25 Y50 175 hng b5 250 375 '

Minutos

Figura 32. Cromatograma de la mezcla de acidos grasos uno
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i olts

v alts

- - s
4+ 2
37 2
2_
"] -
D_
T | | | | | |
12.5 15.0 17.5 20.0 215 25.0 7Ee
Minutos
Figura 33. Cromatograma de la mezcla de acidos grasos dos
3.0
291
2.0 2
1.5 &
1.0+
0.4+
0.0+
AT T T T T T
124 146.0 174 200 224 240 274

Figura 34. Cromatograma de la mezcla de acidos grasos tres.
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v olts

v alts

-0.12

1,28

1.00

0.757

0.50 1

0.254

0.00 1

o
2
£

o

palmitica

linoleico

este arico

-0.14

1.00 1

075

.50+

0.25+

0.004

125

Figura 35. Cromatograma de la mezcla de acidos grasos cuatro

palmitico
oleico

linoleico

estedrico

Minutos

Figura 36. Cromatograma de la mezcla de 4cidos grasos cinco.
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Curva de calibracion del acido palmitico

Las concentraciones y las areas registradas en los cromatogramas para realizar la

curva de calibracion del acido palmitico son las siguientes:

Cuadro 18. Datos para la curva de calibracién del acido palmitico

[ppm] Area
3000 217998
1500 113662

750 53156
375 25895
187.5 11390

250000 -
200000
150000
©
g
<
100000 -
50000 | y = 73.088x
R? = 0.999
0 : : : : : : ‘
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
[ppm]

Figura 37. Curva de calibracion para acido palmitico.

-05-



Curva de calibracion para el acido estearico

Cuadro 19. Datos para la curva de calibracion del acido estearico

[ppm] Area
2000 153679
1000 78658
500 37441
250 18374

125 8351

180000 -
160000 -
140000 -
120000 -
100000 -
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -

0

y =77.02x
R? = 0.9995

0 500 1000 1500 2000 2500
[ppm]

Figura 38. Curva de calibracion para acido esteérico.
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Curva de calibracion para el acido oleico

Cuadro 20. Datos para la curva de calibracion del acido oleico

[ppm] Area
3848 294423
1924 151535

962 71587
481 35302
240.5 15782

350000 -

300000 -

250000 -

200000 -

Area

150000 -

100000 1 y = 76.768x

50000 4 R? = 0.9994

0

0 1000 2000 3000 4000 5000
[Ppm]

Figura 39. Curva de calibracion para cuantificar acido oleico.
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Cuantificacion de acido linoleico

Cuadro 21. Datos para la curva de calibraciéon del acido linoleico

[ppm] Area
3256 216589
1628 111646

814 51948
407 25400
203.5 12123

250000 -
200000 |
150000 |
5+
o
< 400000 -
50000 | y2— 66.711x
R” = 0.9993
0 T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
[Ppm]

Figura 40. Curva de calibracion para cuantificar acido linoleico.
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APENDICE C: Analisis estadistico

El anadlisis estadistico es de suma importancia para dar soporte a las
conclusiones. El anadlisis de varianza (ANDEVA), se utiliza para analizar las
diferencias entre tratamientos, esto es, encontrar o no efectos significativos entre
los niveles de un factor. En el ANDEVA, se emplea un par de hipotesis, la
hipétesis nula, Hy, es decir, que la media de cada nivel son iguales y por lo tanto,
no hay efectos significativos entre niveles; y la hipétesis alternativa, H4, que
consiste en suponer que al menos una media de los niveles del factor es diferente
a las demas y por consiguiente se tiene un efecto significativo entre los
tratamientos. El criterio de validacion de las hipotesis propuestas es la
comparacioén de la variable aleatoria F¢ (cociente que compara la variabilidad
aportada por las diferencias entre tratamientos, con la variabilidad aportada por el

error experimental) con el valor de la distribucion F encontrada en tablas para (k-1)

k
y Z(ni —1) grados de libertad respectivamente, y a=0.05. Si F¢c es mayor que F,
i=1

se rechaza Hy, por tanto, podemos aceptar que existe diferencia significativa en al
menos uno de los tratamientos analizados. Con este analisis se puede detectar

estadisticamente diferencias globales.
Analisis de Varianza (ANDEVA)

El andlisis de varianza, realizado a los datos de concentracion maxima de
GA3, para las proporciones de fuente de carbono mixta usadas en esta
investigacion mostré que Fc > F para un nivel de confianza de 95%, (valor p=
0.008394), por lo que estadisticamente, al menos uno de los tratamientos presenta
una produccion de GA; diferente. Los resultados de dicho analisis se muestran en

forma resumida en el cuadro 6. Se utilizé el software Statistica Ver. 5.5.
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Prueba de Tukey

La prueba de Tukey se basa en comparar los niveles del factor por pares, y
las diferencias de media para cada par comparativo; se utiliza el estadistico T
propuesto por Tukey-Kramer para construir el intervalo de confianza:

Y=Y -T<p—p;<y.—Y,.+T. Si el intervalo de confianza de cada par

contiene el valor cero, se infiere que todas las medias de los tratamientos son
iguales estadisticamente, si cualquiera de los intervalos no incluye el valor cero,

entonces, las medias correspondientes son diferentes estadisticamente.
Prueba de Dunnett

La prueba de Dunnett se utiliza en muchos experimentos donde el interés
es comparar con la respuesta media yp de un tratamiento control. Se realizan
diferencias de medias entre cada uno de los tratamientos del plan experimental
con el (los) tratamiento (s) de control. Al igual que en la prueba de Tukey, se
obtiene el valor de un estadistico, en este caso D, para realizar los intervalos de

confianza: y, -y, -D<g —u; <y, -y, +D.Y deigual manera, si el intervalo

de confianza contiene el valor cero, no hay diferencia significativa entre los dos
tratamientos, pero si el intervalo de confianza no incluye el valor cero existe

diferencia significativa para el nivel de significancia propuesto (a=0.05).
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Abstract Gibberellic acid has been known since 1954 but
its effect on rice still remains very important in the agri-
cultural world. Gibberellic acid (GAj3) is the main sec-
ondary metabolite produced by the Gibberella fujikuroi
fungus. This hormone is of great importance in agriculture
and the brewing industry, due to its fast and strong effects
at low concentrations (pg) on the processes of growth
stimulation, flowering, stem elongation, and germination of
seeds, among others. Plant promoters of growth production
such as the gibberellins, especially the GAj3 are a priority in
obtaining better harvests in the agricultural area and by
extension, improving the food industry. Three routes to
obtaining GAj3 have been reported: extraction from plants,
chemical synthesis and microbial fermentation. The latter
being the most common method used to produce GAj;.
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In this investigation, glucose-corn oil mixture was used as a
carbon source on the basis of 40 g of carbon in a 7 L stirred
tank bioreactor. A pH of 3.5, 29°C, 600 min~! agitation
and 1 vvm aeration were maintained and controlled with a
biocontroller connected to the bioreactor, throughout the
entire culture time. The carbon source mixture affected the
fermentation time as well as the production of the GAs.
The production of 380 mg GA;L™' after 288 h of fer-
mentation was obtained when the glucose-corn oil mixture
was employed contrasting the 136 mg GAsL™" at 264 h of
culture when only glucose was used.

Keywords Inductive effect - Gibberellic acid -
Mixed carbon source - Gibberella fujikuroi

Introduction

Since the discovery of gibberellins in 1935 by Yabuta
(1935), there has been continued interest in the study of
their biosynthesis and how they act. The enzymes involved
in each stage of the metabolism are not known systemati-
cally nor how the genes that initiate their production shoot
off. With regards to the production process of gibberellins
there are many points to study. To date, more than 126 GAs
have been identified from these natural sources (Tudzynski
1999; Shukla et al. 2003). Some of these GAs act as natural
plant hormones, controlling developmental processes such
as the induction of hydrolytic enzyme activity during seed
germination, stem elongation, flower induction and pericarp
growth (Rojas et al. 2001). As a result of these properties
and their commercial applications, there has been consid-
erable interest in the GAs over the last half-century, leading
to many reviews of their biosynthesis (MacMillan 1997).
The commercial source of the GAs, especially the bioactive
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compound gibberellic acid (GAjs; Fig. 1), is obtained by
fermentation of the rice pathogen fungus, Gibberella
Sujikuroi, from which the GAs were originally discovered
(Phinney 1983) and capable of producing large amounts of
GA; during the secondary metabolism (Linnemannstonns
et al. 1999; Escamilla-Silva et al. 1999). Various investi-
gations have shown that the choice of carbon source during
the processes of microbial fermentation for the production
of metabolites directly affects their performance. The
majority of experimental developments on fermentative
processes have chosen glucose as the carbon source. This is
based on the fact that glycolysis is present in a large variety
of living organisms and is the fastest pathway to meeting the
energy needs of cell functions. The production of GAs
through G. fujikuroi has been no exception, since their main
lines of investigation are based on the use of glucose; even
the maximum reported production of GAj; used this source
of carbon (Escamilla et al. 2000). However, the need to
improve the production of GAs through G. fujikuroi, has led
to the search for new sources of carbon, focusing primarily
on the use of natural oils. Some reports suggested that flour
and oil plant extracts might contain precursors or inductors
of the GA pathway (Rademacher 1994; Vass and Jefferys
1979). In fact, Muromtsev and Agnistova (1984) and
Gancheva et al. (1984) have successfully used plant oils,

Fig. 1 The structure of the biologically most active gibberellin (GA3)

Fig. 2 Acetyl-CoA: precursor

e.g. sunflower oil, for GA productions. In our laboratory we
have already conducted research using sesame, safflower,
corn, and rice and sunflower oils for the production of GAs
(Negrete-Rodriguez 2002; Almanza-Rangel 2005) and have
concluded that the acetyl-CoA is a central intermediary of
oxidative metabolism in mitochondria. This is derived from
the descarboxylation of the pyruvate obtained by the bio-
conversion of carbohydrates for a glycolysis pathway, and
transmination of some amino acids together with the source
of acetyl-CoA, corresponding f-oxidation of the fatty acids.
In addition to the biochemical function of acetyl-CoA
within the citric acid cycle, there are other biological
functions of vital importance, emphasizing the metabolic
source of all carbon atoms in the synthesis of fatty acids.
Additionally, in certain living organisms, the acetyl-CoA
along with acetatoacetil-CoA and water, condense through
the action of enzyme hydroxymethylglutaryl-CoA synthase
to form hydroxymethylglutaryl-CoA (Fig. 2), a precursor
for GAs via the mevalonic acid pathway.

The main objective of this work was to study an
alternative strategy for increasing GAj; production by
G. fujikuroi, using a combination of glucose and vegetal oil
as a carbon source during the fermentation process and a
reduction in the activation time of the production of GA3
due to the immediate availability of fatty acids and glycerol
for the microbial cell. An increase in the production of GA3
is therefore expected; a positive effect because of the
acetyl-CoA occurring during the descarboxylation of
pyruvate from the glycolysis that may be used for the
production of secondary metabolites. It is important to note
that until now neither item has been reported in any sci-
entific research, which makes the project both interesting
and ground-breaking.

for gibberellins via on rop

hydroxymethylglutaryl-CoA 0 [ 1

yaroxymeylgiutaty chy-c? 0-C-CH,-C-CH_,~CH_OH X

“o- 2777 T2
CHy
AN
ACETATE —————>  MEVALONATE ——————>  GERANYL GERANYL

PYROPHOSPHATE

l

C-19 GIBBERELLINS &—— C-20 GIBBERELLINS &———— KAURENE

@ Springer

CHZ

@cuz cnz
[}
H [
" COCH N
COOH o

€412



World J Microbiol Biotechnol

Materials and methods

Gibberella fujikuroi strain CDBB H-984 maintained on
potato dextrose agar slants at 4°C and sub-cultured every
2 months was used in the present work (Culture collection
of the Department of Biotechnology and Bioengineering,
CINVESTAV-IPN, Mexico). Fully developed mycelia
materials from a slant were removed by adding an isotonic
solution (0.9% NaCl). The removed mycelium (2 ml) was
used to inoculate 250 ml of fresh culture medium contained
in an Erlenmeyer flask. The flask was placed in a radial
shaker (280 rev min~ ') for 38 h at 29 4 2°C. Subse-
quently, 200 ml contents of the flask were used to inoculate
3,800 ml of culture medium contained in the stirred tank
bioreactor. The culture medium employed for the inocu-
lums preparation is reported by Escamilla et al. (2000).

A Continuo Stirrer Tank Bioreactor (CSTB; Applikon,
The Nederland, 7 1) was used, which operates mechani-
cally mixing the air-sparged to the liquid medium and
jacket type to recycle water for control of temperature. It is
also equipped with pH and dissolved oxygen sensors to
control these variables by a bio-controller. The Bio-expert
software was used to record all the parameters throughout
the fermentation time. Moreover it allows material to be
fed or removed from the bioreactor employing peristaltic
pumps.

The typical culture medium contained glucose or glu-
cose-corn oil mixture as the carbon source on the basis of
40 g of carbon source, 2 g 17! NH,CL, 3 g 1! KH,PO,,
1.5 g 17! MgS0,4-7H,0 and 2 ml 17! of trace elements. A
stock solution of the trace elements used contained (g )
1.0 FeSO,4-7H,0, 1.5 Na,Mo0,-2H,0, 0.2 MnSO,4-H,0 and
1.0 ZnSO4-7H,0. A pH value of 3.5, 29°C, 600 rev min~!
agitation and 1 vvm aeration were maintained and con-
trolled with a bio-controller connected to the bioreactor,
throughout the culture time. Samples were taken over a
240 h period and stored at 4°C prior to analysis.

Fungi were harvested by filtration (under reduced pres-
sure) through pre-weighed oven-dried nitrocellulose
membranes (0.45 pm pore size). After drying at 90°C to
constant weight, the biomass was quantified by the dry
weight method. Lipids were determined gravimetrically
after the extraction with hexane and were rota-evaporate
for hexane recuperation in a rota evaporator (Biichi Swit-
zerland) and dried for 1 h in vacuum oven at 90°C and.
Residual NH, " in the fermentation broth was assayed by
the Kjeldahl method (A.O.A.C. 1990), and residual glucose
was measured by the DNS method (Miller 1959).

Determination of gibberellic acid

The quantitative determination of gibberellic acid
(Shchegolev and Kucherov 2005; Ge et al. 2007) by

different methods reported a wide variation of GAj con-
centration between one method and another, but enabled a
comparison to be made with bioassays and establish a
correlation between them. In this paper we report the
analysis by HPLC and in a subsequent paper we will report
in particular the results obtained using different methods
and the equivalences between them. The GAj in the culture
fluid was quantified by HPLC using a Varian 9012 Chro-
matograph after extracting 10 mL samples of culture fil-
trate before adjusting to pH 2.0 with HC1 0.1 M, with three
10 ml portions of ethyl acetate. The organic fractions were
rotary evaporated and the residue taken up in 3 mL of
methanol. GA; was identified and quantified by reference
to a GAj standard (Sigma-—Aldrich), Negrete-Rodriguez
(2002).

Results and discussion

Different studies conducted in this work showed that gib-
berellins production begins when the source of nitrogen is
exhausted. Comparisons made with a mixture of carbon
sources; one that was easily assimilated and another that
assimilated slowly, producing an inductive effect: reducing
the time before gibberellins production begins, and
increasing the concentration of gibberellins, especially
gibberellic acid, as can be seen in the following results.
Figure 3 shows the relation between glucose uptake and
gibberellic acid throughout the fermentation time. It can be
observed for 96 h, the rate of glucose consumption over the
exponential period, the fungus only uses the glucose for its
growth and in a respiratory chain. At the end of this period
the secondary metabolism with the gibberellins production
began. Glucose uptake follows a first order kinetics and its
concentration decreases as zero-order changes. This shows

1207 —e— Glucose 70-180

§§\ —m— Gibberellic Acid

96 - 40.144

] X /i/'/HﬁLH\% 10108

J Y /
24 g\! o003

04 mm-mEmmmE" \0707070—0-0707070 40.000

Glucose [gi]
Gibberellic Acid [g 1]

0 48 96 144 192 240 288 33
Fermentation Time [h]
Fig. 3 Gibberellic acid (filled square) production obtained with

medium containing only glucose (filled diamond) as carbon source
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that glucose is used practically for the growth of micro-
organisms and stores up to 40% for maintenance and this is
where the kinetics of fungus growth changes (Briickner and
Blechschmidt 1991). At 240 h the maximal GA; was
reached, after this time the reserve of glucose was used by
the fungus and the GAj production began to decline.
Figure 4 shows the dynamics of consumption of nitro-
gen, phosphorus and its relationship with biomass pro-
duction. It can be seen that in less than 46 h the nitrogen is
depleted and it is at this point where gibberellins biosyn-
theses shoots up through the glutamine, which is what
governs the metabolic flux. Moreover, the dynamics of the
phosphorous consumption during the growth period of
G. fujikuroi can be observed in this figure, a stage where it

is used for the production of ATP to metabolize glucose
during the first 46 h of fermentation, and after this time
remains constant throughout the process. Interestingly,
when nitrogen and glucose sources were exhausted, max-
imum biomass was achieved, between 48 and 60 h,
whereas maximum production of gibberellins is achieved
after 230 h, a fact which shows that gibberellins are not
associated with microbial growth.

Figure 5 shows the kinetics of production of GA; when
using a mixture of glucose and corn oil as a carbon source.
It illustrates how the glucose is depleted in an exponential
way, indicating that the microorganism used it for their
growth, whereas the corn oil hydrolyzes first, a fact dem-
onstrated by the presence of a large concentration of

Fig. 4 Biomass (filled square)
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— 0301 % slows, via feedback inhibition. This can lead to a fully
=) biphasic fermentation profile, with no production during
0.25 . . .
2 ° growth, only during the stationary phase (Marwick et al.
f_g 0.20 E 1999; Chavez-Parga et al. 2008). This fact makes it inter-
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Fig. 7 The effect of the glucose (filled square) and glucose + corn
oil (filled diamond) mixture as carbon source on the production of
gibberellic acid by G. fujikuroi

lipases. Corn oil enabled the growth rate of the fungus to be
regulated from 96 to 350 h, which is very important
because the period of production of GA; was linear from
96 to 240 h, achieving a maximum at around 280 h. A
quickly metabolized substrate such as glucose and nitrogen
may often achieve maximum cell growth rates as can be
seen in Fig. 6, but is known to inhibit the production of
many secondary metabolites. This “catabolite repression”
is thought to be due to intermediates generated from the
rapid catabolism of glucose interfering with enzymes in the
secondary metabolism process (Marwick et al. 1999).
Therefore, plant oils as a carbon source are not only inert
for carbon catabolite repression but also make available a

method to maximize the production of GAj, through lipid-
to-gibberellins metabolic switching. Basically, the experi-
ment aimed to inhibit cell growth by adding sesamol to the
fermentation medium. This resulted in the primary
metabolism being blocked without any involvement on the
secondary metabolism, because sesamol inhibited growth
by about 40% and lipid accumulation by 35%. With GA3
counterparts, accumulation was increased 20-fold, to a
specific production of 63 mg g~' biomass. A metabolic
analysis of these biological phenomena indicated that the
acetyl-CoA for the biosynthesis of fatty acids is switched to
the synthesis of GAj. Therefore, on F. moniliforme, GAs
and lipids are synthesized from a common precursor,
acetyl-CoA. In accordance with our data we may assume
that using a glucose- corn oil mixture as the carbon source
the lipid requirements of cell functions could be satisfied
by the catabolism of the corn oil, which minimizes the use
of acetyl-CoA in the biosynthesis of fatty acids, and thus
increases the flux of acetyl-CoA to GAj;. In a similar way to
carbon, the nitrogen source is understood to regulate
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Fig. 8 The effects of diverse 0.5 1
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secondary metabolism. The biosynthesis of GAs as sec-
ondary metabolites reduces its production in G. fujikuroi by
regulating the source of nitrogen, beginning after the
nitrogen source depletion (Rybakov and Bourd 1991;
Sanchez-Fernandez et al. 1997; Giordano et al. 1999).
These data showed that GAj; production began after
nitrogen exhaustion and Escamilla et al. (2000), found that
in G. fujikuroi the exponential growth ceases when the
nitrogen source is depleted in the culture medium and
occurs within the idiophase. This is characterized by ini-
tiating the formation of Gpg by the promotion of the bio-
synthesis of glutamine, which is the basis for the genes
cluster, a set of synthetases. A group of these are six of the
seven cloned genes under control of the positively acting
general transcription factor AREA (Tudzynski 1999;
Mihlan et al. 2003). High levels of preferred nitrogenous
compounds can drastically reduce the expression of GA-
biosynthetic genes and GA amounts produced. Phosphate,
although essential for growth, can at certain concentrations
suppress secondary metabolism, inhibiting, for example,
phosphatases and oxygenases (Spizek and Tichy 1995;
Chavez-Parga et al. 2007). In G. fujikuroi the GAs bio-
synthesis is not regulated by phosphate concentration or
rate of growth (Giordano et al. 1999).

As shown in Fig. 7, the secondary metabolism began
around 60 h of culture and a production of 380 mg
GA;L ! after 288 h of fermentation was obtained when the
mixture glucose-corn oil was employed. This is in contrast
to the 136 mg GA;L™' at 264 h of culture when only
glucose was used, and the GA3 production began around
96 h of fermentation as can see in Fig. 7. The results
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clearly indicate that the carbon source produced an
inductive effect in the secondary metabolism and affected
the fermentation time and the phytohormone production
during the fermentation process of G. fujikuroi on the
conditions studied (Fig. 8).

Conclusion

As for the assumption of the existence of a regulatory
mechanism of glucose absorption from corn oil, the results
clearly showed that both carbon sources are metabolized
quickly, which means that glucose does not exert catabolic
repression on assimilation corn oil, or some kind of met-
abolic control in the transport of fatty acids in the cells of
G. fujikuroi. When using a mixture of carbon sources has
been an increase in the production of gibberellic acid than
when using only glucose and a decrease in time when
production of GAj is initiated.
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