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RESUMEN

La produccion de &cido giberélico (AG), un metabolito secundario obtenido por fermentacion con el
hongo Gibberella fujikuroi y de gran importancia en el sector agricola en donde es aplicado como
fitohormona, puede llevarse a cabo en sistemas de células inmovilizadas por adhesién, o por atrapamiento
en soportes porosos de diversa naturaleza. Se estudio la inmovilizad&ibbéeella fujikuroien silica

gel, carbén activado y vidrio sinterizado. Los biocatalizadores obtenidos se emplearon en fermentacio-
nes sumergidas que se desarrollaron en un tiempo total de 10 dias, que incluia la preparacion de los
in6culos, obteniendo rendimientos de hasta 0.055 mg &cido giberélico/g medio nutritivo. El crecimiento
del micelio sobre los soportes inertes se verificO mediante microscopia electrénica de barrido (SEM).
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ABSTRACT

Gibberellic acid (GA), a secondary metabolite obtained by fermentation with the f@igbsrella
fujikuroi, has great importance in agricultural it is applied as phytohormone. It is produced in systems
were cells are immobilized by adhesion, or by being caught on diverse porous supports. The immobilization
of Gibberella fujikuroiwas studied on: silica gel, activated charcoal and sinterized glass. The biocatalysts
obtained were used in submerged fermentations, which were carried out for periods of 10 days, including
the preparation of the inoculants. Yields of up to 0.055 mg of gibberellic acid / g of medium were
obtained. The growth of the mycelia on inert supports was verified by scanning electronic microscopy
(SEM).

Key words: fermentation,Gibberella fujikuroj gibberellic acid.

INTRODUCCION (celulasas, xilanasas, invertasas, pectina-
sas), acidos organicos, antibioticos, hormo-

Uno de los campos de la biotecnologia quenas, fructooligosacaridos, etc. (Durand,

ha logrado una mayor evolucion en el Ulti- 2003; Pandey, 2003; Viniegra-Gonzaletz

mo siglo, es la produccion de metabolitos z|., 2003; Pangiotoet al, 2003; Chieret

secundarios; hoy en dia se produce una|., 2001).

gran cantidad de estas sustancias, las cua-

les son de alto valor agregado, y cuya ma+| 4cido giberélico (AG) es una fitohormona

yoria provienen de hongos. Dentro de éstagiel grupo de las giberelinas, que se produce

cabe mencionar: diversos tipos de enzimasndustrialmente por fermentacién sumergi-
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da, empleando el ascomice®ibberella resistencia difusiva importante, tal y como
fujukuroi. Se han usado distintas técnicassucede en la catélisis heterogénea (Kerel
de fermentacion a nivel de laboratorio, des-al., 1985), y se obtienen como ventajas
de los trabajos en fermentaciones sumergientre otras: la posibilidad de manejar velo-
das (Borrowet al, 1964), pasando por las cidades de agitacion mayores, lo cual se
investigaciones con células inmovilizadastraduce en mayores regimenes de flujo y
(Jones y Pharis, 1987), hasta llegar a los enmejor transferencia de masa y de calor; se
sayos con sistemas de inmovilizacion basagarantiza que las células crezcan dentro del
dos en fibras poliméricas y diversos sistemasoporte o adheridas al mismo, con lo cual
de fermentacion en fase sdlida. (lat,al, se evita que se incremente dramaticamente
1995; Gelmiet al, 2000; Gelmkt al, 2002). la viscosidad del medio y se adquiere la
posibilidad de reutilizar el biocatalizador
Entre las aplicaciones de esta fitohormonaen otras fermentaciones.
se encuentran la contribucion que ésta pue-
de realizar sobre los procesos de maltead&n la produccion de metabolitos secunda-
de la cebada, el estimulo que tiene sobre elios, es necesario promover el crecimiento
crecimiento de algunas aves, su actividadcelular hasta un punto en el cual el meta-
como promotor del desarrollo de los raci- bolismo de la célula cambie por algin mo-
mos de uva, su labor en los procesos déivo, bien sea inducido o no. El principal
autofecundacion de ciertos frutos, el aumendinconveniente en los sistemas de células
to que genera en las distancias internodaleinmovilizadas en matrices porosas es la
de algunas plantas, su actividad comocapacidad del biocatalizador para inter-
desencadenante de la floracién en otras, saambiar gases con el medio, especialmente
oposicion al efecto inhibidor de la oscuri- oxigeno, ya que el crecimiento es un pro-
dad en el desarrollo de algunos tejidos ve<ceso preferencialmente aerobio. Es por esta
getales, la reduccion en los periodos deazén que en el momento de la inmoviliza-
latencia de semillas, sus efectos en el crecieidon es importante tener en cuenta la for-
miento y metabolismo de algunos micro- maciéon de una “biopelicula” en la
organismos, su influencia en el crecimientosuperficie exterior del soporte (Karet al,
de algas y los efectos farmacoldgicos quel985), que es una pelicula del microorga-
presenta sobre algunos animales, entr@ismo que se sitla alrededor de un &rea que
otras. (Otalvaro, 2005). se considera como la distancia critica de la
biopelicula y se estima que en la mayoria
En la fermentacion sumergida, al trabajarde los casos puede ser de 50 a 100 mm
con un sustrato liquido, uno de los princi- (Atkinson y Fowler, 1974).
pales inconvenientes es el incremento de
la viscosidad del medio de fermentacién, Trabajos anteriores realizados empleando
debido a la generacion de biomasa, lo cualG. Fujikuroi soportada sobre diferentes ma-
dificulta los fenémenos de transferencia. Entrices han reportado diferentes datos de pro-
este caso la agitacion juega un papel funductividad de AG, es asi como para el uso de
damental para la solucién de este proble-amberlita como soporte para la preparacion
ma; sin embargo, la baja resistenciade un catalizador y el posterior uso de éste
mecanica de las estructuras miceliares resdentro de una columna de vidrio empacada
tringe el uso de velocidades de agitaciénse tiene un dato de produccion de AG de
elevadas. 0.730 mg/g de soporte inerte (Gelatial.,
2000), mientras que para el uso de fibras
Es por esto, que si se logra inmovilizar laspoliméricas como soporte la produccion de
células en soportes inertes, se introduce unaG es de 210 mg/ml de medio ( Lu Z. -ef.
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al., 1995) y finalmente, cuando se emplea-tenido con solucién salina estéril y se lle-
ron cultivos de células inmovilizadas en v6 a fermentadores de 250 mL con 150 mL
biorreactores fluidizados se alcanzé un va-de medio nutritivo fresco. (Let al, 1995;
lor méximo para la produccion de AG co- Gelmi et al, 2000; Escamillat al, 2000).
rrespondiente a 3.90 mg/ml.

Preparacién de las placas de vidrio de ta-
En el presente trabajo, se obtuvieronmapo de poro controlado: se prepararon
biocatalizadores, utilizando como sopor- giferentes mezclas de vidrio convencional
tes matrices porosas inertes, es decir, QU@yglido y NaCl en moldes metalicos de 30
no pueden ser degradadas por el microormm de diametro, utilizando como agente
ganismo, y que no reaccionan con el meesmoldante CaCQLa mezcla se hizo de
dio nutritivo con el cual son impregnadas, 3] manera que las particulas de NaCl fue-
para promover el crecimiento del hongo. gep siempre de menor tamafio que las de
vidrio. Después de esto se elevd la tempe-
| ratura de las mezclas hasta 750°C durante
MATERIALES Y METODOS un espacio de 5 min, de tal forma que las

Soportes porosos preformados: carbon acparticulas de vidrio alcanzaran la tempera-

. . ; ! tura de sinterizacion, y uniéndose unas a
tivado granulado, silica gel, piedra pémez : .

. Y otras sin fundirse. Una vez desmoldadas las
granulada, estireno-divinilbenceno entre-

cruzado, resina de intercambio iénico placas, se mantuvieron sumergidas en agua

LEVATIT K 2431 de BAYER y placas de durante 24 h con el fin de disolver los cris-
o ~ tales de sal presentes y promover la forma-
vidrio de tamafio de poro controlado.

cion de las estructuras porosas requeridas

- . .. __para la inmovilizacion del micelio.
Soportes porosos: acido pohgalacturonlcop

(pectina) y alcohol polivinilico (PVA) de

elevado peso molecular (50000-100000). Preparacion del soporte de pectina: se si-
guié el método de inmovilizacién referen-

Microorganismo: cepa deSibberella Ciado en literatura (Escamiliet al, 2000),

fujikuroi ATCC 12616, subcultivada perio- Para ello se prepar6 una solucién acuosa

dicamente y mantenida en agar papa - dexde peCtina al 8% y se mezclé con un volu-
trosa (PDA) a 4°C. men igual de una suspensién micelial del

hongo. La mezcla homogeneizada se go-

Preparacion del inéculo y propagacion delt€0 en una solucién estéril al 3,5% Cafl
hongo: para la preparacion de indculos Séo; pellets ot.)t,enldos se almacenaron en la
tomaron 10 mL de una suspensién delMisma solucion.

micelio y se mezclaron con 5 g del soporte

y 50 mL de medio nutritivo compuesto por: Preparaciéon del soporte de PVA: el método
glucosa anhidra (80 g/L), NBI (3 g/L), de inmovilizacién se encuentra propuesto
MgSO, (1.5 g/L), KHPO, (3 g/L) y 10 mL/  en la referencia Arig@t al, 1987. En él,

L de una solucién de sales que contieneuna soluciéon acuosa de 2 a 4% de PVA se
cada 100 mL: ZnSQE7H,O (0.007 g), mezclo con 10 mL de una suspension
CuSQ-5H,0 (0.007 g), MgS@7H,0 (0.007  micelial de hongo. Dicha solucion se go-
g), FeSQ7H,0 (0.007 g), HCL concentra- teo sobre parafina liquida o aceite mineral
do (16.9 mL), HO (83.1 mL). Esta mezcla blanco, y las esferas formadas se separaron
se incub6 en erlenmeyers de 250 mL a 28°¢ congelaron a -21°C, después de lo cual se
y 100 rpm durante 48 horas, tiempo des-descongelaron y se repiti6 el proceso de
pués del cual se lavo el biocatalizador ob-congelamiento cuantas veces fuera nece-
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sario, 0 hasta que se detectara un descens®ESULTADOS Y ANALISIS DE
drastico en la actividad celular. RESULTADOS

Determinacion de la cantidad de acidoSeleccion de los soportes para la fermen-
giberélico producido por cromatografia li- tacion de acido giberélico: se h!(ltleron
quida HPLC: para la separacion del écidoprgebas cualitativas de inmovilizacion, fa-
giberélico se utilizé una columna RP8- cilitando el contacto de 5 g del soporte
LiChrosorb, empleando como fase mévil €ON 7 mL de suspension micelial del hon-
una solucién metandlica al 30% enP®, 90 La_s, muestras se incubaron a 28°C, con
0.01M con un flujo de 1 mL/min y em- agitacion manual cada 24 horas, durante
pleando un detector UV a 206 nm. g 8 dias, al cabo de los cuales se estimo el
cuantificacién del acido se hizo mediante Crecimiento superficial del micelio en la
comparacion con una curva de calibracionSuperficie del soporte, asi como su capaci-
obtenida para un patron de acido giberélicodad de adhesion al mismo, los resultados
al 90% de Sigma-Aldrich. (Otalvaro, 2005). obtenidos se resumen en la tabla 1:

Microscopia de barrido electrénico (SEM): S€ seleccion(z una amplia gama de sopor-
para la toma de las micrografias se utilizt€S tanto organicos como inorganicos, si-
un equipo de SEM FEI-QUANTA 200, con guiendo los procedimientos reportados para
un detector LDF, un tamafio de haz de elecl@ inmovilizacion en algunos de ellos e

trones de 4.7, un voltaje de 25 kV y unaimplementando otros nuevos como en el

sefial de electrones secundarios. caso del vidrio sinterizado.
Tabla 1
Ensayos preliminares para la seleccién del soporte
Soporte Diametro de Pesodel &lumende
particula (mm) | soporte | indculo (mL) Observaciones
(9

Silica gel 2380 -2794 | 5.43 7.0 Buen crecimiento con alta estabilj-
dad del soporte.

Estireno/divinilbenceno < 1191 3.91 5.0 Crecimiento medio, soporte con
comportamiento ligeramente hidrg-

. | fébico.

Piedra pémez 1998 -2794 | 5.24 7.0
Fuerte inhibicién del crecimiento,

Levatit K 2431 <1191 349 50 buena estabilidad del soporte.

Buen crecimiento con alta estabilj-
dad del soporte, pero con dificulta-

Carbén activado 1678-2380 508 70 des para la desactivacion de la resipa.
Crecimiento medio-bajo con alta es-

Polivinil alcohol (PVA) | 3000 — _ | tebilidad del soporte.

Baja estabilidad del soporte, las gs-
feras se desintegran antes del primer

Poligalacturonato de C4 3000 — — congelamiento.

(pectina) Baja estabilidad del soporte, se fgr-
man esferas con poca resistencia me-
canica, las cuales se desintegran ¢on
la agitacion.
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Se encontraron inconvenientes en la pretura encontradas para la fermentacion so-
paracion de los soportes porosos de polibre cascarilla de arroz y bagazo de yuca
galacturonato (pectina) y PVA. El principal (Otalvaro, 2005). La produccién de acido
problema hallado en ambos casos fue giberélico se evalu6 mediante cromatogra-
la baja resistencia mecanica lograda en lodia liquida, después de filtrar una muestra a
dos soportes en el momento del entrecrutravés de una membrana de 0.45 mm. El
zamiento y formacién del pellet. Para sol-crecimiento del micelio y su inmoviliza-
ventar este inconveniente se intentécion sobre el soporte se verific6 por medio
aumentar la concentracion de PVA en la so-de las micrografias tomadas en SEM. En la
lucion, pasando a concentraciones entre efigura 1, se pueden observar las diferentes
5 - 10%; sin embargo, los resultados no fue-estructuras de los soportes de silica gel y
ron satisfactorios ya que el alcohol polivi- vidrio sinterizado.
nilico es insoluble en agua. Es probable
que la obtencién de un buen soporte deEn la figura 2 se pueden apreciar las estruc-
PVA se logre con un polimero de menorturas miceliares adheridas a la superficie
peso molecular, pero mayor solubilidad entanto del vidrio como de la silica gel. El
agua. En el caso de la pectina se opté potamario del micelio es bastante menor que
remplazar el entrecruzante por una soluciorel de las estructuras porosas de ambos so-
de la misma concentracion ZngZH,0,  portes y sin embargo hay una buena adhe-
reportada como satisfactoria en una inmo-sién a las paredes. Al parecer se forman
vilizacion de levadura (Morad, 1992), asi estructuras similares a una telarafia y el cre-
como soluciones de agente entrecruzanteimiento se extiende a lo largo de toda la
de diferente concentracion, pero, en estosuperficie, siendo algo mayor en unos pun-
casos tampoco se obtuvo un resultado acefos que en otros.
table.

Es de esperar que el crecimiento fuese en
Para los soportes preformados el resultaddorma de biopelicula, teniendo en cuenta
fue diferente. Con la excepcién de la pie-que durante esta fase se proporcioné una
dra pémez, en todos los soportes se logr@agitacion constante, pero en ningdn mo-
un crecimiento superficial aceptable, sien-mento se suministré suficiente oxigeno
do particularmente satisfactorio en los ca-como para que la célula lograse crecer mas
sos de la silica gel y las placas de vidrio deprofundamente dentro del soporte.
tamafio de poro controlado. Teniendo en
cuenta la dificultad encontrada para laCromatografia liquida HPLC: los resulta-
desactivacion de la resina de intercambiodos obtenidos en los diferentes ensayos se
Levatit K 2431 y la aparente baja polari- consighan en la tabla 2. En donde queda
dad de la matriz de estireno -divinilbence-claro que la mayor produccidon de acido
no y por ende su caracter ligeramentegiberélico se alcanzé con vidrio sinterizado
hidrofébico, se seleccionaron el vidrio, la y que ésta se mantenia constante sin im-
silica gel y el carbén activado para los en-portar si la temperatura era 28 6 30°C, mien-
sayos de fermentacion y produccidn deltras que con el carb6n activado se alcanzé
acido giberélico. una mayor produccion de AG trabajando a

30°C. En la figura 3, se presenta el croma-
Fermentacién con los soportes seleccionatograma correspondiente al ensayo reali-
dos: los biocatalizadores obtenidos se prozado con silica gel a 28°C, en donde se
baron en fermentaciones sumergidas, bajpuede observar la presencia del acido
las mejores condiciones de pH y tempera-giberélico representada por un pico con un
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Figura 1
Estructuras porosas de los soportes de: silica gel (a) y (b) y vidrio sinterizado (c)

Figura 2
Micelio inmovilizado sobre las estructuras porosas de: silica gel (a) y vidrio
sinterizado (b) y (c)
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tiempo de retencion de 15.2 minutos (esteunos rendimientos de 0.435 mg/g de
tiempo de retencién se ratific6 pasando unasustrato base seca y 1.082 mg/g de sustrato
muestra del patron Sigma-Aldrich al 90%). base seca, respectivamente.
Ademas, se observan otros picos importan-
tes con tiempos de retencion en el intervadlas diferencias en cuanto a los rendimien-
lo entre 3 y 6 minutos, éstos correspondertos, comparados con los obtenidos en este
a residuos del medio de cultivo, como setrabajo, y teniendo en cuenta que se em-
verific6 pasando una muestra de éste por Ipleé un medio nutritivo similar y las mis-
columna cromatogréafica. mas condiciones de pH y temperatura, se
esperaban debido principalmente a que tal
Aunque en este caso coincide que el may como esta reportado en la literatura (Pérez
yor crecimiento de micelio a ambas tem-et al, 1996) existe una descomposicién del
peraturas fue sobre el vidrio sinterizado, yacido giberélico que promueve la formacion
que sobre éste se alcanzé la mayor prode acido giberelénico, asi como productos
duccién de acido giberélico, esto no ne-intermedios de esta descomposicién, como
cesariamente tiene que ocurrir, estaacido iso-giberélico un isémero del anterior.
reportado en la literatura (Agosét al., Descomposicién que se da en medios acuo-
2000) que un crecimiento alto de micelio sos, ligeramente acidos. Es por ello que se
no sea indicativo de una mayor produc-considera posible que parte del acido pro-
cion del metabolito esperado. En los ex-ducido en la fermentacion sumergida con
perimentos antes mencionados (Otalvarojas células inmovilizadas se degradara en
2005), en donde se llevo a cabo una fer-otras sustancias de menor interés antes de
mentacion en fase sdlida sobre cascarillaser analizado por cromatografia. Por esta
de arroz y bagazo de yuca, se obtuvierorrazén es importante probar otros sistemas

R 1 ]
-
- |
E
B 160 iy .
| a
[ LADD
. LE00
-
. L1030 b
'3
= ' k-
D.a0ss -
|
4
[T I !
- =
-
@, S D - = =
- - :
¥ ] B
p— v 8= § g 3 i B
1 = w N = -
:.i_' = = o -
I ¥ b * =
- i i T F YL X, I 'f v
5., £ L0 .30 18.00
i Tad
Figura 3

Cromatograma correspondiente al ensayo realizado con silica gel a 28°C
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de biorreaccién en donde se empleen lod.a posibilidad de formar placas de vidrio
catalizadores desarrollados, sistemas ewinterizado, plantea la alternativa de dise-
donde se pueda realizar una extraccion pafar sistemas de flujo similares a los de los
ralela del acido producido. Los resultadosintercambiadores de calor de placas, que
obtenidos de la concentracion de acidohan demostrado ser una de las unidades més
giberélico para cada fermentacién se pre-ficientes para la transferencia de calor dada
sentan en la tabla 2. su configuracion, puesto que permiten po-

ner en contacto cantidades significativas
Aln cuando los resultados en la produc-de fluidos con grandes areas efectivas de
cion de acido giberélico mediante los mé-trabajo. Las placas pueden ser fabricadas
todos de inmovilizacion utilizados no de acuerdo al tamafio, forma y espesor re-
fueron concluyentes, el hecho de poder uti-queridos, mediante la construccién de un
lizar materiales porosos para soportar lagnolde adecuado. Si bien es cierto que no
células puede llegar a serlo. Las matriceshay referencias de un trabajo similar a es-
porosas formadam situ, como es el caso cala industrial, algunos autores reportan
de la pectina y el alcohol polivinilico, per- métodos para mejorar la estabilidad de las
miten la conformacion de lechos empaca-placas y sugieren alternativas para desarro-
dos o fluidizados para la produccion dellar soportes similares con materiales
innumerables metabolitos, tanto primariosceramicos que pudiesen ser incluso mucho
como secundarios (Karel, 1985). Ademasmas econémicos que el vidrio sinterizado.
es importante considerar que las matricefWiseman, 1985).
porosas preformadas confieren mayor esta-
bilidad al sistema en tanto su resistenciaCONCLUSIONES
mecanica es mayor. (Wiseman, 1985).

Es posible llevar a cabo la inmovilizacion
Adicionalmente, el desarrollo de soportesdel hongoGibberella fujikuroisobre car-
de tamafio de poro controlado hace extenPdn activado y vidrio sinterizado, para pos-
sivo el uso de biorreactores con célulasteriormente usar el biocatalizador formado

inmovilizadas a diferentes tipos de tecno-€n la produccion de AG por fermentacion
logias. (Wiseman, 1985). sumergida, alcanzando un rendimiento

Tabla 2
Concentracion de acido giberélico para cada fermentaciéon segun HPLC

Ensayo| pH T (°C) Soporte Concentracion de AG
(mg/g medio)
1 4.5 28.0 Silica gel 0.020
2 4.5 28.0 Carbén activado 0.015
3 4.5 28.0 \drio sinterizado 0.040
4 4.5 30.0 Silica gel 0.045
5 4.5 30.0 Carbén activado 0.055
6 4.5 30.0 \rdrio sinterizado 0.040
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