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PRODUCCION DE ACIDO GIBERELICO MEDIANTE FERMENTACION
UTILIZANDO EL HONGO GIBBERELLA FUJIKUROI

Manuel E. Molina*
Alvaro J. Murillo**

RESUMEN

Se investigd la produccion de dcido giberélico mediante fermentacién por lotes, utilizando el hongo Gibberella
fujikuroi ATCC 12616. Las fermentaciones se llevaron a cabo utilizando fermentadores de 1 litro de capacidad. Fl
pH se establecio en 4 para todas las corridas y posteriormente se dejé libre y el flujo de aire se establecié en 1 L/min.
El tiempo de fermentacion fue de 144 horas. En un primer disefio experimental, un factorial 27, se emple6 la tempe-
ratura en los niveles de 28 y 33 °C, concentracin de sustrato de 3 y 6% y tipo de sustrato: glucosa y melaza. Se en-
contré que las tres variables estudiadas son estadisticamente significativas y ademds se presenta una mayor produc-
cién de dcido giberélico cuando se trabajé con niveles altos de dichas variables. La produccién promedio para eslte
disefio fue de 463.2 mg/L. En un segundo disefio, un factorial 24, se considerd la concentracién del sustrato a los ni-
veles 5 y 8% p/v y como sustrato sacarosa y glucosa. La temperatura se fijé en 33 °C, puesto que es inconveniente
usar valores més altos. Se encontré que sélo la concentracién de sustrato es significativa para los niveles estudiados
y en el nivel superior se mejora la produccién de dcido giberélico. La produccién promedio fue de 453.9 mg/L.

SUMMARY

A batch-fermentation estudy for the production of gibberellic acid was made using the fungus Gibberella fujiku-
roi ATCC 12616. The fermentations were done in 1L fermentors. The pH value was established in 4 for all runs, let-
ting it free afterwards and the air flow was established in 1 L/min, The fermentation time was 144 h.

A first experimental desing, a factorial 23, considered temperature in two levels, 28 and 33 °C. Substrate concentra-
tion also in two levels, 3 and 6%, and substrate type in two forms, glucose and mollase. It was found that the three va-
riables studied were statistically significant and that a higher production level of gibberellic acid was obtain at the hig-
her levels of the variables. The average production quantity for this design was 463.2 mg/L. A second design, 4 factorial
22, considered substrate concentrations of 5 and 8% and substrate type sucrose and glucose. The temperature was fixed
at 33 °C, because it is not convenient to raise it. In this design, it was found that the substrate concentration is significant
for the two levels studied with a higher production at the higher level. The average production was 453.9 mg/L.

.. INTRODUCCION vastago en plantas jévenes del arroz; esta sustan-
i cia fue denominada giberelina.[1,2]. En 1942 Ya-

buta et al. Establecieron la naturaleza del esquele-

Las giberelinas son sustancias involucradas

en la regulacién del crecimiento de la mayorfa de
las plantas superiores. En 1933, se aislé y cristalizé
una sustancia quimica capaz de reproducir, en muy
bajas dosis, los sintomas de una enfermedad del
arroz causada por el hongo Gibberelia fujikuroi, ca-
racterizada por un alargamiento considerable del
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to de carbono que constituye la giberelina.

Las giberelinas naturales se encuentran en
tres formas quimicas o estados, dos de los cuales
estdn quimicamente definidos y un tercero hipoté-
tico: Giberelinas libres, conjugadas y enlazadas.
Existen en la actualidad mds de 70 sustancias qui-
micas clasificadas como giberelinas libres. Dentro
de estas sustancias se encuentra el dcido giberéli-
co, una de las mds importantes.
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Aunque los efectos de los reguladores sobre
la divisién celular depende del grado de madura-
cién de las plantas, éstos pueden ser divididos en:
efectos inhibidores y efectos que estimulan el creci-
miento. En cuanto a la divisién, crecimiento y dife-
renciacién celular, las giberelinas bajo ciertas situa-
ciones inhiben estos procesos, sin embargo, es mas
frecuente que los estimulen. Generalmente, el efec-
to de las giberelinas es mis eficaz promoviendo la
iniciacion de la divisién celular que acelerando la
divisién en células mitdticamente activas.

El modo de accién de las giberelinas no es
atin bien comprendido, debido a que no existe una
explicacion satisfactoria de como, tan pequefias
cantidades de estas sustancias, puedan controlar
numerosas y variadas respuestas morfogenéticas,
tales como germinacion de semillas, division celu-
lar, alargamiento celular, iniciacién de la flora-
cidn, etc.|5,6]

Las plantas muestran muchas transformacio-
nes bajo la accién de las giberelinas, algunas de
éstas son de importancia agricola:

a.  Promueven el fenémeno de dominancia api-
cal, al generar zonas de inhibicién del desa-
rrollo de érganos vegetativos en las regiones
proximas al dpice.

b.  Promueven la formacién de plantas mds al-
tas que el promedio; al estimular el creci-
miento de tallos, aunque en algunos casos,
también promueven la formacion de hojas
mds largas. Este fenémeno se debe princi-
palmente al aumento en el nimero de divi-
siones celulares y tamaiio de las células.

c.  Intervienen en la floracién al modificar el
efecto de condiciones criticas de temperatu-
ra y luz solar, frecuentemente necesaria para
la floracién en diferentes especies de plan-
tas. Intervienen ademds en las respuestas a
la fotoperiodicidad.

d.  Inducen la germinacion de semillas al gene-
rar un aumento en los niveles de la enzima
alfa-amilasa dentro de las mismas.

e.  Rompen el periodo de dormancia innata o
adquirida que presentan algunas semillas,
las cuales al ser tratadas con estas sustancias
germinan en un tiempo mucho menor que el
promedio.

f.  Promueven la partenocarpia o formacién de
frutos sin semillas en el caso de plantas co-
mo el tomate, algunos tipos de rosales y en
algunos tipos de uvas.

Las giberelinas y especificamente el dcido gi-
berélico tiene una gran demanda en el cultivo de te-
jidos vegetales, hortalizas, papas, tomate, flores, etc.

La produccién del dcido giberélico hoy en
dfa, se realiza mediante fermentacion sumergida.
Luego de la inoculacion de un cultivo de microor-
ganismos dentro de un medio nutritivo se presen-
tan una serie de etapas durante el crecimiento. Ini-
cialmente, hay un periodo en el que no se aprecia
crecimiento alguno, este periodo se conoce como
fase de ajuste o “fase lag” y puede ser considerada
como un tiempo de adaptacién. Posteriormente se
presenta un periodo donde la velocidad de creci-
miento se desarrolla a su mdxima velocidad, este
periodo es conocido como fase exponencial.
Eventualmente, el crecimiento cesa gradualmente
y se entra en la fase estacionaria. Por dltimo, el
nimero de células decrece y el cultivo entra en la
fase de muerte.

Durante la fase exponencial del crecimiento
celular los productos generados son esenciales pa-
ra el crecimiento de la célula e incluyen sustancias
como aminodcidos, nucledtidos, proteinas, dcidos
nucleicos, etc. Estos productos se conocen como
metabolitos primarios y son producidos en la tro-
pofase, la cual coincide con la fase exponencial.
Durante la fase estacionaria algunos cultivos de
microorganismos sintetizan compuestos que no
son producidos en la tropofase, este tipo de com-
puestos son conocidos como productos secunda-
rios del metabolismo y son producidos en la idio-
fase. Este tipo de metabolismo parece ser inducido
por bajas velocidades de crecimiento.

Un proceso de fermentacién es aquel en el
cual se obtiene un producto metabélico mediante
el cultivo de un microorganismo. Existen cuatro
grupos de fermentaciones de interés comercial:

- Aquellas en la que se produce biomasa.

- Aquellas en la que se produce enzimas.

- Procesos donde se producen metabolitos.

- Procesos donde se anade un compuesto a
una fermentacion para que sea modificado.




. En los procesos industriales de fermentacién
~ se distinguen seis etapas [9,10]:

a.© Formulacién del medio de cultivo para los

organismos durante el inéculo y el proceso

: fermentativo.

- b, Esterilizacién del medio, fermentadores y

equipo auxiliar requerido.

- ¢ Produccién de un cultivo activo y puro en la

: cantidad suficiente para inocular los reci-

: pientes de produccidn.

~d. Crecimiento de los organismos bajo las condi-

. ciones dptimas para la formacion del producto.
e.. Extraccién del producto y su posterior

_ purificacién.

. . Disposicion de los efluentes generados por

el proceso.

_ El proceso de produccion de giberelinas por
. fermentacién puede ser llevado a cabo por diferen-
tes métodos, tales como cultivo por lotes, cultivos
. continuos o cultivos por lotes con alimentacién con-
' tinua (feed-batch). El proceso por lotes es el que se
- ha utilizado con mejores resultados. [4,7].
! Los cultivos por lotes son sistemas de cultivo
- cerrados, los cuales tienen una cantidad inicial y li-
- mitada de nutrientes. El cultivo, luego de inocularse
pasa a través de las diferentes fases de crecimiento,
excepto por la fase de ajuste, ya que esta fase se trata
de evitar o minimizar. Esto se logra utilizando una
. cantidad adecuada de inéculo que se encuentra en la
fase exponencial; usualmente, se utiliza un inéculo
igual al 10% del volumen 1til del fermentador.
Al ir creciendo el cultivo, se van consu-
_miendo ciertos nutrientes esenciales presentes en
el medio y ademds, se secretan ciertos productos
autotéxicos, lo que hace que después de cierto
: tiempo la velocidad de crecimiento empiece a de-
ecer hasta detenerse por completo y puede de-
cirse que se ha alcanzado la fase estacionaria, fase
‘en la que se produce el dcido giberélico.
7 La disminucién de la velocidad de creci-
te en el medio, puede ser descrito por la relacién
de la velocidad especifica de crecimiento () y la
“cantidad residual del sustrato limitante. Esto se
‘muestra, mediante la expresién desarrollada por
‘Monod en 1942:
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donde:
s = concentracion residual de sustrato
Ks = Constante de utilizacién de sustrato, numéri-
camente igual a la concentracion de sustrato cuan-
do es la mitad de p,,, y es una medida de la afini-
dad del organismo por ese sustrato.

El desarrollo en un medio de cultivo de los
microorganismos, depende de una serie de factores:

Disponibilidad de nutrientes necesarios.
Oxigeno disponible para un adecuado desa-
rrollo, cuando éste es aerdbico.

Necesidad de cierto grado de humedad.
Mantenimiento de la temperatura adecuada.
Condiciones asépticas del medio.
Prevencién de la contaminacién.

T

"o a0

Cuando se realizan los procesos de fermen-
tacion a gran escala se utilizan fuentes de nutrien-
tes de bajo costo. Estos deben cumplir con los si-
guientes requisitos:

a.  Proporcionar la mixima produccién de bio-
masa o producto de interés por gramo de
sustrato utilizado.

b.  Permitir que la velocidad de formacién de
producto sea la mayor posible.

c¢.  Contener la menor cantidad de productos
indeseados.

d.  Los sustratos usados deben ser de bajo cos-
to, calidad consistente y presentar una alta
disponibilidad durante el afio.

e.  Causar los minimos problemas en otros as-
pectos del proceso tales como aireacidn,
agitacion, extraccion, purificacion y trata-
miento de desechos.

La seleccién del medio de cultivo influye en
el disefio del bioreactor. Las giberelinas son obte-
nidas a partir de la filtracion del medio de cultivo
utilizado durante la fermentacién. El caldo de fer-
mentacién es acidificado hasta pH igual a 2.5 y
luego extraido con algin solvente orgénico, ge-
neralmente acetato de etilo. La fase de acetato de
etilo, es posteriormente extraida con una solucién
de bicarbonato de sodio al 1% y a la fase acuosa
se le ajusta el pH a 2.5 y se vuelve a extraer con
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acetato de etilo. Este extracto es evaporado al va-
cfo hasta obtener la mezcla que contiene las gibe-
relinas o el 4cido giberélico.

La separacion de esta mezcla de giberelinas
y otras sustancias, puede realizarse por cromato-
grafia de columna o mediante procesos de diferen-
tes extracciones a contracorriente.

Para completar la purificacion del producto
a nivel industrial, se recomienda utilizar un proce-
so de cromatograffa de absorcién, mediante una
columna rellena con dcido salicilico y carbon acti-
vado. Este método se considera el mds adecuado
debido a que los extractos obtenidos del caldo de
fermentacién producido por el hongo Gibberella
fujikuroi, contienen principalmente dcido giberéli-
co y éste se encuentra en una concentracion eleva-
da respecto a otros posibles contaminantes.

Borrow et al (1955) reportaron una produc-
cién de 180 mg/L de 4cido giberélico en una fer-
mentacién con Fusarium moniliforme, ATCC 917
empleando como fuente de carbono, glucosa a una
concentracién de 40 g/L y tartrato de amonio como
fuente de nitrégeno (9.5 g/L). Los mismos autores
empleando la misma cepa y nitrato de amonio ob-
tuvieron 413 mg/L de écido giberélico en 400 ho-
ras de fermentacién. Kumar y Lonsane usando una
cepa de Gibberella fijikuroi P-3 'y el medio liquido
de Czapek Dox lograron una produccién de dcido
giberélico entre 650 y 1000 mg/L. manteniendo una
temperatura de 28 °C y agitacién a 200 rpm. En di-
chas pruebas los investigadores utilizaron un me-
dio con 30% sacarosa y 3 g/L. de nitrato de sodio
como fuente de nitrégeno.

Podojil y Ricicova, estudiaron la influencia
de las fuentes de nitrégeno sobre la produccién de
gcido giberélico. Encontraron que de los medios
que contenfan licor de maiz macerado, s6lo se ob-
tenfa 4cido giberélico (GAs), mientras que con ni-

trégeno proveniente de harina de soya se obtenian
mezclas de giberelinas.

2. EQUIPO Y METODOLOGIA

2.1 Equipo

Fermentadores: Se utilizaron cuatro fer-
mentadores de un litro de capacidad total. Cada
uno de los cuales estd equipado con:

- Frasco de fermentacién de vidrio pyrex de
1000 mL de capacidad y un volumen efecti-
vo de trabajo de 800 mL.

- Tapa de hule con cierre hermético a presion y
con las correspondientes tuberfas y conexiones
para entrada y salida de aire, toma de muestras
y colocacién de termostato de calentamiento.

- Agitacién magnética, con un controlador de
velocidad.

- Sistema para control de temperatura, el cual
consta de termostato para calentamiento y
un serpentin para enfriamiento.

Baiio con agitacion oscilante: Equipado con
un controlador de temperatura, en el cual se colo-
caron los inéculos.

Microorganismo: Para este trabajo se utilizé
una cepa del hongo Giberella fujikuroi (ATCC
12616).

Medio de cultivo: La composicion de uno de
los medios de cultivo utilizados se presenta en el
cuadro 1. Los demds medios de cultivos emplea-
dos tienen la misma composicién, variando sola-
mente el tipo y la concentracién de la fuente de
carbono.

Cuadro 1. Medio de cultivo utilizado en ¢l proceso

de fermentacion

Cantidad

Reactivo Agregada
(g /L de medio )

GLUCOSA* 50.00
NH,NO, 7.50
KH,PO, 5.00
FeSO, * TH,0 0.01
MgS0, * TH,0 0.01
ZnS0, * TH,O 0.01
CuSO, * 5H,0 0.01
Na,MoO, * 2H,0 0.01
CACO, 0.01

+ Puede utilizarse una cantidad equivalente de cualquier otro
sustrato para la preparacién del medio.

2.2 Cultivo del micrrorganismo

Los indculos a utilizar se preparan en “er-
lenmeyers” de 125 mL, a partir de cultivos en tu-
bos inclinados con 6 dias de crecimiento.
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Para la preparacién de los indculos se utiliza
siempre el medio de cultivo presentado en el cua-
dro 1, el cual tiene como fuente de carbono 5%
p/v de glucosa. Los indculos anteriores se dejan
crecer durante 2.5 dias en un bafio agitado a una
temperatura de 30 °C.

- El dia que se inicia cada corrida en los fer-
mentadores, se procede a preparar el medio
de cultivo con las proporciones indicadas en
el cuadro 1. Se esterilizan los fermentadores,
cargados con 700 mL de medio de cultivo en
un autoclave que se mantiene a 121 °C du-
rante 15 minutos.

- Seespera que el medio de cultivo se enfrie a
la temperatura de trabajo deseada, y se pro-
cede a inocular los fermentadores bajo con-
diciones asépticas, con los cultivos conteni-
dos en los erlenmeyers previamente prepa-
rados. El inéculo siempre fue de 10% res-
pecto al volumen del medio de cultivo.

- Se realiza el montaje del sistema de fer-
mentacién.

- Se inicia la corrida encendiendo el agitador
magnético y la bomba de aire. El flujo de ai-
re se regula a 1 L/min mediante un rotime-
tro y se le hace pasar a través de un filtro
para evitar la contaminacién. Se procede a
ajustar el termostato para mantener la tem-
peratura de trabajo en el valor deseado.

- El proceso de fermentacién continda duran-
te un periodo de 6 dias, al final de los cuales
se toma una muestra de 20 mL para su ani-
lisis posterior.

23 Anilisis

Aziicares totales: La concentracion de azi-
cares totales se obtuvo mediante andlisis con
HPLC, previamente calibrado con una solucion de
0.48% de sacarosa, 0.28% de glucosa y 0.28% de
fructuosa. Se realizé una dilucién 1:10 de las
muestras.

Acido Giberélico: La determinacién de éci-
do giberélico se realiza tomando 8 mL de medio
- de cultivo filtrado y se centrifuga para eliminar el
micelio presente en la muestra. Se afiade poste-
iormente (0.5 mL de acetato de zinc en solucién

(21.8% plv), y se agita por 3 minutos, después se
agrega 0.5 mL de solucién de ferrocianuro de po-
tasio (0.69% p/v), y se centrifuga esta mezcla a
4000 rpm durante 15 minutos.

De la muestra centrifugada se toman 2 mL y
se transfieren a un matraz de 50 mL. Se agrega 4
mL de alcohol absoluto y 44 mL de HCI al 9%. Se
utiliza como blanco 4 mL de alcohol absoluto y se
completa a 50 mL con HCI al 9%. Los matraces se
incuban a temperatura ambiente durante 75 minu-
tos, luego se lee la absorbancia a 254 nm. [10]

3. RESULTADOS

Se utilizé un diseno factorial 2° a dos nive-
les. Las variables y los niveles inferior y superior
se indican en el cuadro 2. El disefio que involucra
ocho corridas, se hizo en dos bloques al azar. En
el primer bloque se hicieron las corridas 1, 2, 5 y
6, mientras que en segundo blogue se contempla-
ron las corridas 3, 4, 7 y 8. Se control6 el procedi-
miento y andlisis de las muestras de ambos blo-
ques se controlé para que fueran iguales, con la fi-
nalidad de minimizar el riesgo de que se presenta-
ran diferencias entre bloques, lo que afectaria a la
variable B (concentracién de azicares totales).
Las corridas 1, 6 y 8 se repitieron para determinar
la desviacién estdndar del disefio, ademds, estas
repeticiones contribuyeron a corroborar los valo-
res obtenidos para la variable respuesta.

En el cuadro 3, se muestran los efectos prin-
cipales y las interacciones de las variables conside-
radas: A, B y C sobre la variable de respuesta (con-
centracion de -cido giberélico). Estos efectos e inte-
racciones son calculados por aplicacion del algorit-
mo de Yates [3]. La desviacién estdndar de la va-
riable de respuesta es de 51.8 mg/L. Mediante la T-
student y considerando un nivel de significancia de
95%, se encuentra que las variables A, B y C, mos-
tradas en el cuadro 3, son significativas estadistica-
mente dentro de los niveles estudiados. Ninguna de
las interacciones resulté ser significativa.

Puesto que los efectos principales son posi-
tivos, ésto significa que al pasar las variables A, B
y C de su nivel inferior al superior, se produce una
mayor concentracion de dcido giberélico. Enton-
ces es conveniente usar una temperatura de 33 °C
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Cuadro 2. Produccién de 4cido giberélico en el primer disefio experimental

A) NIVELES UTILIZADOS INFERIOR SUPERIOR
) (+)
Temperatura: A, °C 28 33
Concentracién de B, % (p/v) 3 6
aziicares totales
en el sustrato:
Tipo de sustrato C melaza glucosa
B) RESULTADOS
EXPERIMENTALES
CONDICIONES CONCENTRACION
ACIDO GIBERELICO
Caas
CORRIDA A B C (mg/L)
SECUENCIA
1 1 - - - 80.1
2 1 + - - 255.4
3 2 - + - 3189
4 2 + + - 675.0
5 1 - - + 3189
6 1 + - + 750.8
7 2 - + + 615.6
8 2 + + + 690.5
1+ 3 - - - 75.1
6+ 3 + - + 898.0
8+ 3 + + + 793.0
C) RESULTADOS ESTADISTICOS CONCENTRACION DE ACIDO GIBERLICO
Coaz
(mg/L)
Promedio; (P) 463.2
Desviacién estindar de la variable de respuesta, ( SY) 72.3
Desviacién estandar de los efectos e interacciones; (Se ) 51.1
Intervalo de significancia para un 95% de confianza [-162.5,162.5]

+ Estas corridas corresponden a las repeticiones realizadas para determinar la variabilidad de los experimentos.

Cuadro 3. Efectos de las variables y sus interacciones en el primer disefio experimental

Tipo de efecto o interaccién Concentracién de 4cido giberélico

Coaz
(mg/L)

A 259.5

B 223.7

AB -44.1

C 261.6

AC -6.2

BC -105.2

ABC -134.5
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en lugar de 28 °C, una concentracién de 6% y glu-
cosa en lugar de melaza.

En un segundo disefio, se considerd analizar
el tipo de sustrato (sacarosa y glucosa) y su concen-
tracion (5 y 8%); la temperatura se fij6 en 33 °C.

En el cuadro 4, se presenta el segundo dise-
fio (22), con sus niveles correspondientes. La va-
riable de respuesta siempre es la concentracién de
4cido giberélico.

En el cuadro 5, se presentan los efectos e in-
teracciones generadas por las variables de sustrato
(A) y concentracién (B). Para el andlisis estadisti-
- co se considerd la desviacién estdndar obtenida en
| el primer disefio.

El estudio estadistico mostré que sélo la va-
riable B es significativa, es decir que al pasar del ni-
vel de 5% a 8% en la concentracion, se produce una
mayor concentracién de dcido giberélico. El tipo de
sustrato resulté no ser significativo, es decir, no hay
diferencia entre usar sacarosa y glucosa, resultado
congruente con lo obtenido por otros investigadores.

Haber encontrado que es mejor el nivel supe-
rior de la concentracién, podria inducir a utilizar atin
mayores concentraciones, sin embargo, debe tenerse
cuidado ya que ésto puede tener un efecto de inhibi-
cion, ésta es una de las razones por las que se utilizé
la concentracién del dcido giberélico como variable
de respuesta en lugar de rendimiento.

Cuadro 4. Produccién de 4cido giberélico en el segundi disefio experimental

0A) NIVELES UTILIZADOS INFERIOR SUPERIOR
(-) (+)
- Tipo de sustrato: A sacarosa glucosa
. Concentracién de aziicares B; % (p/v) 5 8
. B)RESULTADOS EXPERIMENTALES
Condiciones Concentracién
Acido giberélico
Coas
Corrida Secuencia A B (mg/L)
1 1 - - 364.3
2 1 + - 415.0
3 1 - + 509.6
4 1 + + 526.6

Cuadro 5. Efectos de las variables y sus interacciones en el segundo disefio experimental

Tipo de efecto o interaccién Concentracion de 4cido giberélico

Caas

(mg/L)
A 33.8
B 128.4

AB -16.8
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a)

b)

)

1y

2)

3)

4)

INGENIERIA

CONCLUSIONES

Fijar inicialmente el pH en 4.5 y dejarlo li-
bre posteriormente, no afecta el proceso de
produccién de 4cido giberélico ya que éste
se mantiene dentro del dmbito Gptimo de
crecimiento del microorganismo recomen-
dado por la literatura.

Bajo las condiciones estudiadas en este tra-
bajo, se encontré que se logra una mayor
produccién de dcido giberélico cuando se
utiliza glucosa; la melaza reduce la produc-
cién del 4cido.

Una concentracion de 8% de azicares tota-
les, dié una mejor produccién que utilizando
una concentracion de 5%.
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