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RESUMEN 
I 

El ácido jas-nónico (AT) es un regulador del crecimiento vegetal exógeno - que produce una 

amplio espectro de respuestas fisiológicas en l a s  plantas, y debido a sus aplicaciones en la 

agricultura,  dicho replador es considerado hoy día, como otro de los productos  que puede 

repor,:. beneficios  en la obtención de alimentos. 

La producción de AJ se ha conducido principalmente por vía microbiana, pero ha sido poco 

estudiada, de ahi que el propósito fimdamental de este trabajo hera de estudiar los Mores 

que influyen en la producción de este regulador tanto por cultivo liquido como por 

fermentación  en  medio sólido, utilizando como modelo cepas silvestres de Botryudphda 

rtwobromae. 

La primer: estrategia a seguir, fue la selección de  cepas en cultivo líquido a nivel de 

matraces, con buena  capacidad y productividad  para  producir e! N. Se  encontraron  dos 

cepas con estas propiedades (spas:  1 y 2434). 

Una vez seleccionadas l a s  cepas para la realización  de los estudjos de producción del AJ, se 

, procedió a estudiar el  perfil de formación del AJ en  presencia de diferentes relaciones 

carbono:nitrógeno (Cm).  L a  producción específica de AJ se estimuló preferentemente a la 

</N de 17 alcanzándose una producción específica máxima de 1 0 9  mg AJlg de biomasa, 

nientras  que para  la rCh' 35 y 70 se ald UM producción  especifica máxima de 73.7 y 

53.5 mg AJlg biornasa, respectivamente. 

Se estudió  el efecto del tipo de inoculo: por esporas y micelio en la producción del N. La 

productividad fue superior para la inoculación con micelio en 1.7 veces respecto a la 

productividad cuando se empleo esporas, pues se redujo  en la  primer caso el tiempo al cual 

se alcanza la fase estacionaria, que es donde se produce la acumulación del metablit;. El 

tiempo de producción máxima del AJ en la variante inoculada con micelio se redujo en uñ-os , 

ocho dias aproximadamente respecto a la vm'ante inoculada con  esporas. 

Con el fin de estudiar el efecto estimulatorio del extracto de  levadura sobre la sinte& del 

N, se determinó el  perfil de producción del  metabolito en presencia del extracto  de 

levadura. En este caso, también se mejoró la productividad d d  AJ en 1.3 veces respecto de] 

medio control sin l a  adición de ésta fuente, posiblemente por el aporte de vitaminas y 

. 

* 

* 
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cofactores que  favorecen el metabolismo para la producción  del metabolito. El tiempo de 

producción maxima del Al se redujo en dos días aproximadamente cuando-se adicionó ésta 

fuente. 

Se investigó el efecto de dos parámetros ambientales en la producción del AJ por cultivo 

líquido: la temperatura y la agitación. De l a s  temperaturas ensayadas (25, 27, 30, 32 y 35" 

C) la  mejor  temperatura  para la producción del metabolito fue de 30" C para los dos cepas 

seleccionadas;  mientras que la agitación las velocidades ensayadas (SO, I O 0  y 150 rpm) 

provocaron un efecto negativo en la síntesis del metabolito ya que se redujo apreciablemente 

la producción  del N, posiblemente por la síntesis simultánea de un polisacirrido extracelular 

. según se reporta en la literatura. 

Se estudió el efecto de la fuente de carbono y de nitrbgeoo empleadas en el medio de 

cultivo. L o s  mejores sustratos  respecto  del control (sacarosa) fueron: la fructosa y la 
glucosa, mientras que para la fbenie de nitrógeno ninguna de l a s  ensayadas h e  mejor al 

control (nitrato de sodio). 

Se investigó el efecto de la adición de un precusor de la síntesis del AJ como el aceite de 

soya, füente  de  ácido a-linolénico. L a s  dosis empleadas de 0.5 y 1 ml de un aceite comercial 

a 25 ml de medio y l a s  condiciones ensayadas no provocaron un efecto positivo en cuanto al 

inicio de  la  produccion y l a  producción del N, posiblemente por la descomposición del 

ácido a-linolénico durante la esterilización del mismo. 

Por otro lado, los estudios de producción del AJ p o r  FMS comemuon  por realizar las 

cinéticas de esporulación de l a s  cepas seleccionadas con vistas a dete%nar el tiempo 

óptimo  para la preparación  del inóculo. La cepa I presentó una esponrlación máxima entre 

los 45 y 48 horas de fermentación con un titulo  de 2.25~10' esp/mI, mientras que para la 

cepa 2434 la esporulación  máxima es escasa, pues se al& de  titulo  de 6 . 5 0 ~ 1 0 ~  esp/ml a,  

las  cien horas de fermentación. 

Se estudió la influencia de la temperatura, el medio de cultivo y el pH inicial en la velcxidad 

- . radial- de crecimiento y la densidad de crecimiento de la cepa 1 .  La velocidad r a d i a )  de 

crecimiento se vio afectada por la composición del  medio de cultivo, mientras que la 

temperatura  no afectó de manera  significativa esta variable.  En  el caso de la densidad de 

crecimiento, el  medio compuesto p o r  extracto de m a l t a  agar y a una temperatura se obtuvo 

I .  

- 

. 
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la mayor densidad  de  crecimiento  con respecto a las demis condiciones  ensayadas.  Mientras, 

que el pH inicial  del  medio no  influye  significativamente en estas variables. 

Finalmente, se estudió el efecto del aumento de la concentracib ('.e los nutrientes  del medio 

de cultivo, la fuente de nitrógeno y la rC/N en  la producción de AJ por FMS. Se demo&ó 

que  es n&o el uso de medios más concentrados para obtener este metabolito por FMS, 
respecto de los medios empleados en cultivo líquido. Al utilizar un medio con 2.5 v& la 

concentración  de  nitrógeno, 1 O veces la de fósforo y para l a s  sales el triple de concentración 

respecto  del  medio reportado en  la literatura para la producción de AJ en  cultivo liquido, se 

produjo una concentración de 20 mg AJlg materia seca, mientras que en el medio reportado 

por la literatura  la  producción  del metabolito h e  nula. 

Al igual que en el d t i v o  líquido,  la fúente de nitrógeno tambiCn influye apreciablemente en 

la  producción de AI por FMS, pues la síntesis del  metabolito fue af'ectada por el pH que se 

generó en el medio, producto de la hidrólisis  de l a s  sales  utilizadas. La síntesis  del 

metabolito  no ocumó cuando se empleó sulfato de amonio, pues se alcanzó un pH de 3, 

mientras que para el control (nitrato de d i o ) ,  el  pH se mantuvo por encima de 9 durante el 

desarrollo de la  fermentación, obteniéndose una producción  de AJ de 18 mg de AJ/g materia 

- 

seca. 

También la rC/N es otro factor nutricional que influye  marcadamente en la producción de AJ 

tanto  por coltivo  liquido como por FMS, pues únicamente se produjo éste metabohto en la 

variante control de K M  17 hasta UM concentración de 18.4 mg AJ/g materia seca, mientras 

que para las rC/N 35 y 70 no se detectó la  presencia  del mismo, posiblemente porque se 

acortó la fase  estacionaria  en estas variantes, al contar con una  menor  concentración de 

nitrógeno en el medio, respecto al control. 

* -  
Palabras daves: icido jasmónico, producción, Botrydipplodia iheobromae, selección  de 

cepas,  cultivo  liquido,  fermentación  en  medio  sólido,  factores  ambientales y nutricionales. ' 
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L o s  reguladores  del crecimiento vegetal (RCV) juegan un papel muy importante en el - 

crecimiento de l a s  plantas y en la agricultura de hoy en día,  debido a que estas sustancias 

pueden producir efectos beneficiosos al hombre (Larqué-Saavedra y Reyes, 1988; Gross y 

Parthier, 1994). Actualmente se mnmn alrededor de 400 RCV; de &os 300  s o n  de origen 

microbiano, el resto se obtiene por  vía química o son producidos por l a s  plantas (Gross y 

Parthier, 1994). 

La contaminación  de los d o s  y l a s  aguas por el incumcto uso de pesticidas y abonos 
minerales y la agricultura intensiva  que dificulta d desarrollo natural de los ciclos 

biogeoquímicos y la migración de  nutrientes, son factores que han conllevado a la pr0greSi.a 

erosión  de los suelos,  la  disminución  de su productividad, y a la creación de nuevos 

principios en cuanto al uso del  suelo como lecurso renovable: la agricultura sostenible 

(Alain, 1994; Yuniong y S& 1994). 

La producción  de RCV por vía microbiana es una de las alternativas  compatible c o n  los 

principios  de la a g ” a  sostenible,  debido a su rnemr  impacto en el medio  ambiente y a 

que son menos agresivos en comparación c o n  los plaguicidas y fertilizantes  minerales 

convencionales (Nieto y Frankenberger, 1990). 

La introducción creciente  de productos procedentes de la biotmologia a la agricultura 

permitirá la obtención de mayores rendimieutos  de Las cosechas, desarrollar cultivos más 

productivos e incrementar la caiidad  de los mismos. Todo esto es de mucha importancia 

para los países en vias de desarroIlo (Klibansky y Gonzála, 1995). 

EI ácido jasmónico (AJ) y sus derivados  son los representantes  de los RCV exógenos 

denominados jasrnonatos 8 los c u d s  inicialmente se le atribuyeron l a s  propiedades de 

promover la senesceficia de las hojas y la  inhibición  del  crecimiento  de l a s  plantas. 

I .  

.- 

i 

A partir de la década  de los 80’s estos compuestos comenzaron a ser  estudiados 

intensamente  por 10s fisiólogos vegetales,  encontrándose otros efectos no menos 

importantes como son: la estimulación  de la formación de tubérculos en papa y ñame (Koda 

ix 



i 

y Kihta  1991; Koda 1992). el  incremento  de tos rendimientos agncolas en fresa,  soya y 

caña de azúcar (Cobas, 1985; Sembdner y Gross, 1986, Dathe y col.,1990, Lúpez, 1994). la 

estimu!erion en la maduración  de los h t o s  en jitomate y manzanas  (Saniewski y col., 

1987a).  entre otros. 

Debido a los usos  diversos  de los jasmonaros y además  de  que  el d e r  metilico del AJ es un 

in~.cdiente de l a s  esencias del  jazmín  (empleadas  en  perfumeria), se han desarrollado 

muchos estudios  de  producción  del A J ,  a través de  dos alternativas: la vía por sintesis 

química y la vía  microbiana. 

La vía por síntesis química  requiere  de la obtención de los prod~cto~  de  partida y de  la 

consecución  de varios pasos  de  reacción y por ende de la o p t i ó n  de estos. 

El uso  de  microorganismos para la  producción del AJ demostró ser promisono, pues los 

estudio, realizados en cultivo  liquido  revelaron  que  algunos  hongos, como por ejemplo, 

Botrpdpida  theobromae es capaz de  producir este tipo de sustancia como re~~ltado de 

su metabolismo secundario  con rendimientos satisfactorios. Por lo tanto, para mrttriiuir a 

los procedimientos  de producción de este  metabolito  mediante esta vía, resulta  interesante 

desarrollar estudios  de  las  condiciones  ambientales y nutricionales en que se favorece la 

producción  del A J ,  para así obtener UM mayor producción y mejorar el proceso. 

A pesar de los esherzos realizados por la  comunidad  científica en esta temática se cuenta 

m poca información en la producción de Al mediante  el  cultivo liquido, mientras  que la 

femtación en estado  sblido (FMS) no ha sido  empleada  para este prop6sito. 

El presente trabajo, comienza  con UM revisión bibliográfica sobre el AJ acerca de sus 

características, biosintesis y su actividad bilógica. Se incluyen las características  de B. 
theobromac, ías condiciones de operación y medios  de  cultivos  reportados  #para la 

producción  del AJ en  cultivo  liquido, así  como el  tema de  producción  de  metabolitos 

secundanos por FMS. En la parte  experimental  del trabajo, primeramente se realizi, una 

selección  de cepas de R. theohromae aisladas de íüentes  naturales, de donde se 

seleccionaron dos de  ellas  para estudiar algunos  factores  ambientales y nutricionales tales 

@om0 el  tipo  de inkulo, la agitación, la temperatura, la adición de extracto de levadura y 

aceite de soya al medio de cultivo, la relación  carb0no:nitrógeno (S/N) y la  füente  de 

X 



carbono y nitróg,eno sobre la produccion de  este metabolito en cultivo líquido a nivel de 

matraces.  Se  estudio también la esporulación de las cepas seleccionadas, y la fisiología de 

una de las cepas en filr?ón de la temperatura, la composición del medio de cultivo y d pH 

inicial del medio Finalmente, se investigo el efecto de otros factores nutricionales como el 

incremento de lh concentración de los nutrientes  del medio, la fbente de nitrógeno y h KM 

sobre la produccih del AJ por FMS en columnas de vidrio y bagazo de caña como soporte 

inerte. 
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Revisibn bibliopdjca 

1. REVISIOIV BIBLIOGRAFICA 

1.1 .&do jasm6aico 

En el presente  capitulo se d e m i b e  ei Al en cuanto  a su estructura, propiedades fisicas y químicas, 

l a s  diferentes formas en que se puede obtener, asi como  la m a  biosintética para la produccicin de 

esfe metabolito en los microorganismos y las plantas. Findmente, se presentan los efectos 

fisiológicos que causa la aplicación  de este RCV sobre las plantas. 

El AJ y sus derivados pertenecen a los RCV denominados  jasmonatos,  siendo los más 

representativos el ácido (-)-jasmónico ((-)-M) y el ácido  (+)-7-isojasmónico ((+)-7-isoAJ) los I 

cuales se encuentran  ampliamente distribuidos em Ias plantas (Salisbury y Ross, 1992). En la figura 

2. I se presentan la formas iso&cas del M. 

El éster metlico del AJ ("Me) es uno de los componentes odorificos principales  de los aceites 

esenciales de las flores  de Jaminurn grandrflorum L (Demole y col., 1962) y Rosmarims 

oflcinafis L (Crabalona, I %7), por lo cual este  compuesto es reconocido corno un importante 

ingredienre en la industria  de  perfbmes y aromas (Koda, 1992; Hamberg y Gardner, 1992). 

El AJ se aislo inicialmente a partir de  sobrenadantes  de  cultivos  del hongo L a s i d p I d a  

theohrutme y h e  identificado como inhibidor del crecimiento  de  planras superiores. (Aldridge y 

c o l . ,  1971). 

A partir de Ia d h d a  de los 80's d AJ y su éser metilico  atrajeron  la atención de los fisiólogos t 

vegetales al detectarse la presencia  de estos compuestos en  diferentes partes de las plantas y ser 

identificados curno promotores  de  la senescencia e  inhibidores  del crecimjenro de las plantas 

(Sembdner y Gross, 1986). - 

< 

I 

i . 
I .  

- 
< 

T 

. 1.1.1 Estructura química, propiedades fisicas y químicas 

La estrunura química de los jasmonatos está caracterizada por la presencia  de un anillo . 

ciclopatano variablemente sustituido en las  posiciones C-3, C-6 y C-7 (figura 1.1). Debido a la 
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presencid de  dos carbonos ópticamente activos en  las posiciones C-3 y C-7 ha sido posible 

conocer sus diastereisómeros y sus formas enantiomeras 

4 A 

Figura 1.1. Forma's isoméricas del k i d 0  jasmónico. Fuente: Sembdner y Parrhier ( I  993). 

Los isómeros 3S,7R y 3R7S tienen  conformación cis con respecto a la cadena  lateral  según el 

plano  del anillo ciclopentano, mientras que  el 3S,7S y el 3R7R tiene  conformación f r m s .  

Los idmeros : i s  se isomerizan  fácilmente  a  la forma tram, presumiblemente a través de un 

intermediario enol (Koda, 1992). Este tipo de reacción se estimula  bajo condiciones ácidas o 

básicas y altas a temperaturas (Vick y col. ,  1979). 

Los jasmonatos c o n  mayor  actividad  biológica son el (+)-7-isoN y su  metil éster (Herman, 1987), 

aunque estos son también  rápidamente isomerizados (Miersch, 1986). Los enlaces más 

importantes que rigen su alta  actividad se encuentran en  el enlace C-3 y C17 del ani110 del 

ciclopentano, y además en  el grupo cetonico e hidróxido en ef carbono C-6. Algunos conjugados 

de  aminoacidos  son activos como los jasmonatos no conjugados (Herman, 1987). m 

La fórmula empírica y nombre químico  del AJ son: CIZHIRO~ y ácido cis-2-pent-2'-enil-3-oxo- 

ciclopentenilacético, respectivamente. Es un aceite amarillo viscoso,  soluble  en cloroformo, 

acetato de etilo, acetona y éter; y poco soluble en spa, su punto de ebullición es de 1250 

C/O.OOI mm Hg (Lbpez, 1994). 

5 

- 
.. 
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1.1.2 Producción del ácido jasmónico 

A partir de la década de los 70's se comenzaron los estudios para la producción del AJ y sus 

derivados. Hasta el  momento se nan utilizado dos vías  alternativas  para su producción: la  via 

química y la microbiana. A p e s a r  de  que existen pocos reportes en la literatura, se ha podido 

apreciar importantes esherzos por desarrollar esta tematica. 

A. Vía química 

Kitahara y col. (1  987) reportaron UM vía de síntesis para la obtención de (*)-metiljasmonato y el 

(*)-metilcurcubato, a partir del 2-alilciclohexano-l,3diona y mediante un proceso de 

hidroboración-oxidación  del anillo, seguidos de 7 y 8 pasos de reacción para el primero y 

segundo, respectivamente. Los .;reductos obtenidos mostraron inhibición  del crecimiento en 

s e m i l l a s  de arroz y lechuga, así como una estirnulación de la senescencia  en hojas de avena, 

comportamientos caragteristicos de los jasmonatos naturales. 

En 1991, Kitahara y col. reportaron la posibilidad de incrementar el rendimiento total para la 

síntesis del metilepijasmonato hasta en un 20 %, luego de 12 pasos de reacción, debido a que 

lograron una  mayor  estereoselectividad de la reacción de hidroboración-oxidación a partir de fa 3- 

hidroximetilciclopentanona y contar con métodos adecuados de síntesis de los productos  de 

partida. También  mediante este procedimiento se garantiza la producción de  otros derivados del 

M. A pesar de las  mejoras introducidas por estos  autores a la  via  química de producción dei AJ se 

requiere de la optimización 

proceso. 

B. Via microbiana 

El primer reporte sobre la 

de varios pasos de reacción para  incrementar  el rendimiento total del" 

. 
sintesis por via mjcrobiana se debio Broadbent (1968). Este autor 

i 

t 

preparó AJ a partir del crecimiento de Lasidiplodiu fheobromae en un medio conteniendo 

glucosa,  glicerol o una mezcla de éstos como hente de d o n o ,  un nitrato de un metal alcalho o 

una sal de  amonio, un aminoácido, licor de maíz, peptona, extracto de levadura o una  mezcla de  . 
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ellos. El AJ h e  aislado fitrando la biomasa y el sobrenadante fue acidificado y el AJ h e  extraido 

con sokmes orgánicos en el sobrenadante 

Aldndge y c o l .  ( I97 1)  reportaron la producción de 500 mgA de N por Lusiudplada theobrmae 

(sincnimo. Botryodiplda iheohromae ), en cultivo superficial al cabo de 13 días en vasijas  de 

m á m i c a s  con I L de medio Czapek, y observaron adexnás que los sobrenadantes  de estos 

cultivos inhiiían el crecimiento  de plantas superiores,  demostrándose  que el componcte activo 

era el M. 

Mierscb y col .  (1987) aislaron  de &entes naturales cepas de B. theobrmae y encontraron una 

cepa cor] buena capacidad  para  producir N. La cepa seleccionada se desarrolló en cultivo líquido 

en un medio a base de sacarosa, harina de soya, licor de maiz y solucibn de sales, durante 7 días a 

30" C. En estas condiciones la cepa produjo 800 mfl de AJ. 

Cross y Webster (1970) aislaron en Gibberellofujikuroi el conjugado i s o I e u c í n i c o  del M, pero no 

el ácido &re. Sin embargo, estudios  posteriores I Aizados por Miersch y col. (I  992) en mutantes 

de G. jupkuroi productoras de ácido g i i d i c o ,  demostraron la presencia  también  del  &do  libre 

en los sobrenadantes de los cultivos en proporciones muy bajas en comparacibn con l a s  obtenidas 

cdn B. rhpobromae. 

Estudios recientes (Miersch y c o l . ,  1993) con 46 especies de hongos, p e r t e n e c i e n t e s  a 23 géneros 

diferemes (Agrcxybe, Aspergdfus, Coflybia, Coprinus,  Cunninghamella, Daedalea, Fomes, 

Fusarium, Gleeoopwus, Hornwonis, Marmius,  Mucor, Mjcerta, Pmcilomyces, Pkllirnrs, 

Penicilliwt, Pleurotus, Polyponrs, Rhxtonia,  Strophuria, Talcaomyces, jrrameies, - 
Trickxhna) crecidos en condiciones semejantes a B. rheobromae, mostraron que los géneros 

Collibyx Coprims y Mjcetm son los más destacados para  la  producción de N (Collibya 

confluem produjo 2 1 O m@, mientras que Coprims afhlinus 25 m@ y Mjcem tinrimbujurn 5 

rngll de N). - 

. - ' .1. f 

De  todo lo anterior  se  desprende que la producción de N por via microbiana resulta muy 

prometedora, pues se han reportado estudios  sobre la selección de cepas, condiciones y medios de 

t 

! 

cuhivos c o n  resultados satisfactorios, los cuales podrán ser mejorados en la medida que se 

estudien las factores  que  controlan la producción de este metabolito. 
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1.1.3 Biosíntesis del ácido jasmónico 

Se ha comprobado que la producción de AJ por los microorganismos y las  plantas ocurre a través 

del  metabolismo del ácido a-linolenico (Vick y Zimmerman, 198” 1986, 1987). el cual es un 

ácido gram insaturado  de 18 atomos de carbonos con tres dobles enlaces en l a s  posiciones C-9, 

C-12yC-15 (figura 1.2). 

Acido a-linol6nico 

‘I 

\ f l X c o o H  - m/ 
O 

Acido (+)-7-isojasm6nico 

Figura 1.2. Biosintesis del  ácido  (+)-7-isojasmónico a partir del ácid0 a-linolénjco 

La biosintesis de los ácidos grasos insaturados tiene lugar siguiendo una secuencia que 

comprende:  la biosmtesis de ácidos g a s o s  saturados, la elongación de la cadena de ácidos grasos 

y finahnente  la formación de dobles  enlaces en la cadena de los ácidos grasos. Para el caso del 

ácido a-holénico la secuencia comienza c o n  la formación del ácido palmitico (kid0 paso 

saturado de 16 átomos de carbono), continua con la elongación del  ácido  palmítico para dar el 

ácido esieárico (ácido graso de 18 átomos de carbono) y por último se forman  los dobles enlaces 

de la cadena carbonada (Walker y Woodbine, 1976). A continuación se describen  cada una deTas 

etapas comprendidas en la secuencia para la biosintesis de los ácidos g a s o s  insaturados. - 

. - 
v .  

A. Biosíntesis de ácidos grasos saturados c 

- 
Los ácidos grasos son componentes esenciales para la vida celular, puestodos los organismos 

necesitan  de ellos para su  metabolismo y l a  formación de sus membranas, ya que constituyen 

formas de reservas y son componentes  vitales  de  las  membranas celulares (Robinson, 1691).  La 

biosintesis ocurre por la  condensación de unidades de dos átomos de carbono, derivadas  del acido 

acktico, donde  el precursor primordial es la acetil-COA.  Además se necesita la presencia de iones 
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bicarbonato, un intermediario  (la malonil-COA) , citrato o isocitrato y de NADPH (Wakil, 1960). 

La biosintesis tiene lugar en el citosol, con los ácidos grasos en crecimiento esterificados a una 

proteína portadora de acilo (ACP) (Voet y Voet, 1990).  

La reacción de condensación está acoplada a la hidrólisis de ATP, la cual permite completar la 

reacción  de sintesis. Este proceso se lleva a cabo en dos etapas: en  la primera  Ocurre la 

carboxilación de la  acetil-COA, dependiente del  ATP, por la  acetil-COA carboxilas para formar 

malonil-COA, seguida de la descarboxilación exoténnica del grupo malonilo en la reacción de 

condensacion  catalizada por la ácido graso sintasa (Ganguly, 1960). 

La acetil-COA carboxilasa está enlazado covalentemente a un grupo prostktico  de biotina, y es 

activado por la presencia de iones citrato o isocitrato (Wakil y Gibson, 1966). 

En la figura 1.3 se presenta la primera etapa  de la síntesis de ácidos g r a s o s  saturados. Cabe 

destacar  que en esta etapa, interviene la acetil-CoA carboxilasa (enzima alostérico) y es la etapa 

reguladora primaria o limxtante de la velocidaj  de sintesis de los ácidos grasos, pues esta enzima 

se encuentra en dos formas UM inactiva como modmero y otra activa como polimero. El 

monómero inactivo  presenta un centro  de unión c o n  la  biotina, otro para  el  acetil-COA y otro para 

el citrato;  pero  el citrato desplaza el equilibrio entre el  monómero  inactivo y el polímero activo en 

favor  de este  riltimo  (Rasmussen y Klein, 1968; Goodridge, 1973). 

O 
I 1  

E-botina 
&otronCenzim 

-O2 - CH, - C -- SCaA + E-biotrna 
- LLabnieCoA 

CH3 - c - SCoA 
) +  P, N ,/ AcetiCCoA - . 

i 

- .  

E-kotina-CO, 
Carboxibiotloniknzina 

I .  

- c- w 

Figura i.3. Primera etapa de la síntesis de ácidos grasos saturados donde interviene el acetil-COA 
carboxilasa (E) y ocurren una activación  del COZ (A) y una carboxilación (B) para dar la  malonil- 
COA. Fuente:  Voet y Voet ( 1  990). 

I 
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En la figura 1.4 se presenta la segunda etapz de la biosíntesis de los ácidos grasos saturados. La 

misma ocurre p o r  una secuencia de seis pasos sucesivos catalizadas por siete enzimas del 

complejo ácido graso sintentasa. La  séptima prorci.-a del sistema es la ACP, la cual no posee 

acticidad  catalitica y e sá  unida covalenternente a la cadena de ácido graso-en crecimiento (Walker 

y Woodbine, 1976). 

co,  o 
I .  

C M y -  C "COA + H-SACP 

Malonil-CoA 

H - s c O A  Acetrl-COA-ACP  transacilasa 
' I .  

Ib 1 Malonil-COA-ACP 
v 

O H - S C ~ A  a' i transacilasa + 

O 
I :  1 , p-Cetoacil-ACP  sintasa 

(enzima  condensante) 
C H , " C - S - E  

- 
CO, H-S-E 

o + o  I -  
' I  ' !  

cn, -- c -- C H ~ -  c- SACP 

HI. NADPH --\ 
j Acetoacetil-ACP 

I j  
-.. 

NADP' 4/ I p-Cetoacil-ACP  reductasa 
OH '1 O 

I 
CH,- C - CH, ~ C - SACP 

j D-B-Hidroxlbutiril-ACP 
5 '  

H@ * ,'' P-Hidroxiacil-ACP  hidrasa 
' 1 0  

CH,-Cn -~ 1 1  
- CH - C - SACP 

H~ hlADpH __ a$-trans-Butenoil-ACP -. 1 

NADP'  +-6J Enol1 A C P  reductasa 
* o  

I I  
CH, - CH, -- CH, - C - SACP 

; Butiril-ACP 

, Reacoones 2-6 se  reciclan seis 

' O  

, veces rnbs 

i I  

I 

cH3" C H I  -(CHJ,, "c - SACP 

I Palmitoil-ACP 

' o  

. -  

H P  ", 
Palrnotoil  tioesterasa 

CH,- C H a  - (CHJ,, --c -~ O- + H-SACP 

Palrnltato 

Figura 1.4. Segunda  etapa de la  biosintesi; de ácidos grasos saturados. Al formarse palmjtato, se . 

repite la ruta siete ciclos, en cada uno de ellos se alarga en C2 y continúa con una etapa find de 
hidrolisis y donde ACP es la proteína portadora de acilo. Fuente. Voet y Voet ( 1  990). 
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La reacción  global  de  la síntesis  es la siguiente  (Wakil y Gibson, 1960): 

AW”CO.A + 7 M a l O f i l - C O A  + 14N.ADPH + 14H’ -+ CH2-(CH-)Ir-COOH + 7CO:t YCO.4 + I-INADP’ + 6H:O 
(&ido palmitico) 

De l a s  ocho unidades de acetilo que se requieren, solo una de éstas. es aportada p o r  el acetil- 

co.4 l a s  siete restantes l a s  aporta el malonil-Co.4, que a se vez es formado por una reacción de 

carboxilación entre el  acetil-COA y los ions  HC03‘. Un resto de acetilo y siete de malonilo 

experimentan pasos sucesivos de condensación  con  liberación  de siete m o l d a s  de  bióxido de 

carbono,  para formar el ácido palmítico. El poder reductor proviene del NADPH. La m o l h l a  de 

a d - C o A  requerida para el proceso sirve de iniciador, los dos átomos de  carbono  de su grupo 

acetilo se convierten en los átomos terminales de los carbonos terminales del ácido palmitico 

formado. El crecimiento de la cadena comienza en  el grupo carboxilo  del acetil-COA y continua 

p o r  la adición sucesiva de restos de acetilo al extremo carboxilo de la cadena de crecimiento. 

Cada resto de acetilo  sucesivo procede de dos de los tres átomos de carbono de  un resto 

rnalónico que penetra al sistema en forma de ma!mil-CoA, el tercer carbono  no esterificado se 

pierde en forma de bióxido de carbono (WaIker y Woodbine, 1976) 

B. Elongación de la cadena de ácidos grasos 

El ácid0 palm’tico es el precursor de los ácidos grasos de cadena más elongada, ya sean saturados 

o insaturados,  mediante la intervención de elongasas y desaturasas. Los elongasas se hallan 

presentes tanto en la mitocondria  como en el retículo endoplasmático, pero los mecanismos de 

elongación en ambos sitios son  diferentes  (Voet y Voet, 1990) .  La  elongación  en las mitocondrias 

se produce  por  adición  sucesiva y reducción de unidades de acetilo en una  inversión de la 

oxidación  del ácido graso, y finalmente  una reducción en la que interviene e l  NADPH-como 

coenzima redox  terminal  (Walker y Woodbine, 1976). La *elongation en el retículo 

endoplasmático ocurre por la condensación sucesiva de la  malonil-COA  con la acil-COA. Estas 

.reacciones  van  seguidas cada una por reducciones asociadas al NADPH, semejantes a las 

catalizadas por el ácido graso sintetasa, la linica diferencia consiste en que el ácido graso resulta 

- 
- 

alarsacio en forma  de su derivado COA en lugar de su ACP (Voet y Voet, 1990). 
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C. Biosíntesis de 6cidos grasos insaturados 

i 
P 

La ácidos yams insaturados se producen p o r  la acción  de  desaturasas  terminales (Erwin y c o l . ,  

1964). estos enzimas contienen heno en :Y ,structura y catalizan la  siguiente  reaccion: 

H H  O - 
CH, - (CH,), ---C - C - (CH,), “c - SCOA + NADH + H’ + 02 

H H  

t 
O 

I 1  
CH, -(CH,X, “c =C -(CH,), “c -SCoA + NAD’ + 2 ~ ~ 0  

I I  
H H  

Donde x es cinco p o r  los menos, y (CH2X, puede contener uno o más enlaces. La porción (CH& 
del sustrato está saturada. Los enlaces dokl1:s se insertan  entre los dobles enlaces existentes en la 

porción (CH2X, del  sustrato y el grupo COA de tal modo  que  en  el  nuevo enlace se hallan tres 

átomos de &no más próximos al grupo COA que  el  doble  enlace  siguiente  (no está conjugado 

a d q u i e r  dace existente). En esta compleja  reacción la transferencia ehtrÓnica implica una 

d m  transportadora de electrones del microsoma,  que porta eíectrones desde d NADPH (o 

NADH) al citocromo b5 microsómico por medio del citocromo b5 reductasa (flavoproteína). Para 

activar el acil-COA y el oxigeno se requiere.de una pmteina denominada factor cianuro-sensible. 

En los rnicroorganismos el citocromo b5 no  participa, sino que está sustituido p o r  UM proteína 

ferrosulfürada (Voet y Voet, 1990). 

Los ácidos g r a m s  polinsaturados  son producidos por UM amplia  gama  de  hongos y &lulas 

eucariotas. Los hongos y las algas verdes-azules  sintetizan  fundamentalmente ticido linolénico en 

forma de a-holhico, y en algunos casos-el  ácido y-linolénico (Shaw, 1966; Levin y c o l . ,  1964). 

- 

c .  

- 
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D. Bioconversión del ácido a-linolénico en ácido  jasmónico 

Se ha confirmado que la biosintesis del AJ ocurre a partir de la bioconversión del ácido a- 

linolénico y p o r  la acción de cuatro enzim: lipoxigti,&  hidroperóxido  deshidratasa, ó+do 

aleno  ciclasa y reductasa ( Z i m m e m  y Feng,  1978; Vick y Zimmerrnan,  1984, 1986, 1987; 

Hamberg, 1988). En la figura 1 .S se presenta la ruta biosintética del AJ. La reacción inicial en la 

síntesis dd AJ es catalizada por la enzima  lipoxigenasa, la cual es muy común en los tejidos en l a s  

plantas. 

La enzima lipoxigenasa c a r a l i z a  la  incorporación de oxigeno molecular en ácidos grasos 

poli&rados  para formar un sistema cis,czs-l,4-pentadieno. Para el caso del a-ácido linolénico 

la  enzima cataliza la incorporación de oxígeno en l a s  posiciones  C-9 y C-13, y para  la  formación 

del N, esta reacción Ocurre únicamente en la posición C-13, produciendo el ácido  13- 

hidroperdnolénic, que es  transformado  rápidamente d un derivado  óxido aleno denominado 

ácido l2,l3-e~~xilinolénico por la acción del hidroperóxido  deshidratasa. 

El ácido 12, 13-epoxilinoléN'co sufre una ciclización  por la óxido  aleno  ciclasa, al ácido 12-oxo- 

fitodienoico, que satura su doble enlace por la enzima reductasa produciendo el ácido I O , ]  1- 

dihidro-12-oxofitodiénoico. 

Finalmente, 6 carbonos del ácido 10,l I -dihidro-l2-oxofitodienoico son  eliminados  del  enlace 

carboxilo p o r  UM B-oxidación  en 3 etapas sucesivas  para dar el (+)-7-isoAJ, el cual rápidamente 

se isomeriza a (-)-N, resultando un equilibrio  molar  de  alrededor  de 9:1 ((->AJ:(+)-7-isoAJ). 

Esta ruta metabólica se ha demostrado que ocurre en los frutos inmaduros,  cotiledones de 

semillas  germinadas y hojas de  plantas superiores. En B. fheobromae sólo se encontró el (+)-7- 

isokl como único producto biosintéttico  nativo,  mientras que en los h t o s  de Vicia faba la 

relación molar AJ:(+)-7-isoAJ es de 2 1  (Sembdner y Parthier, 1993). I .  

- 
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1.1.4 Actividad biol6giu de l o s  jasmonatos 

i 

La actividad biológica de los RCV está determinada por  el efmo fisiologico que provocan en las 

plantas, ya sea inhibición o estimulación de alguna fimción. La aphc-xión exógena de los 

jasmonatos ejerce varios efectos, inhibiendo o promoviendo cambios morfbl6gicos y fisiológicos, 

como son: la inducción  de la síntesis de proteínas, la síntesis  de sus&ncias de defensa, la 

estimulación de la formación de tubérculos, la inhiibicih del crecirricnto y la estimulaaón de la 

senescencia, entre otras. También se ha podido apreciar efectos estimulatorios en otros procesos, 

como en la biosíntesis del etileoo, la maduración de iiutos, la send de las hojas y la 

- disrupción de microtúbulos, y dedos inhibitorios en el crecimiento longitudinal de las semillas, 

raíces, hongos micorrizjcos, en la biosintesis de  carotenoides, en la abertura de3 pulvinilo, entre 

Otras. 

Corno se aprecia, los jasnonatos producen una gama amplia de respu,UAas fisiol6gicas en l a s  
plantas, lo cual le confiere una gran versatilidad a este grupo y la posibilidad utilizarlos  para 

diversus fines en la agriaritura En términos generales se puede decir que los cambios 

morfológicos y fisiológicos que mis se han estudiado  son el de  fitohormona, la inducción  de la 

síntesis de proteínas y s u s t a n c i a s  de defensa en las plantas y la estimuladbn de la formación de 
tubérculos. A continuación se describen estos factores. 

A. Fitohomonas 

Las fitohormonas son compuestos  producidos por las plwtas y en bajas concentraciones influyen 

sobre los procesos fisiologicos de éstas @avies, 1987). En este sentido los jasmonatos se pueden 

considerar cOmo fitohormonas, ' p u e s  estos compuestos son producidOs F r  las plants (se han 

encontrado en I50 familias y 206 esp&es  de pfantas, incluyendo hongos, mUsgos y helechos) 

(Salisbury y Ross, 3892); .tambitin se hi podido  demostrar que estos compuestos i n h i b e n  el 

crecimiento de ciertas partes de l a s  plantas (Sembdner y Gross, 1986; Yamane y col . ,  1980; Dathe 

y col . ,  198 I ;  Koda, 1992; Hamber y Gardner, 1993) y promueven la senescencia de l i s  hojas . 

. 

c - 

(Ueda y Kato, 1980; López y c o l , ,  1985; Hamberg y Gardner, 1992; Porn y col., 1993). Se ha 
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observado además que el AJ provoca efectos fisiológicos sobre l a s  plantas similares a los  del 

átido a b s i c i c o  (ABA) (Yamane y col., 1981a; U& y c o l . ,  1991). 
- 

La induccbr, de la senescencia  de l a s  hojas por los jasmonatos en plantas se caracteriza por la 
degrdacih de la clorofiia, acompaaada  de otros efectos tales corno el incremento de la 

respiración celular, actividad proteasa y peroxidasa, reducción de la actividad fotosiatética, etc, 

(Park., 1 9 9 0 ;  Koda, I 992;). 

Durante el curso de  investigaciones con giberehas en das irmaduras de Pheseoius vulgaris, 

Yamam y col .  (1980) encontraron en ias semillas estudiadas la presencia de compuestos 

inhibidores que retardaban el crecimiento en los ensayos con plántulas de moz. Estos inhibidores 

heron aislados e identificados como el ABA y el M. . 
Ueda y Kat0 (1 980) encontraron que un extracto de d o s  de ajenjo (Arlhemisia absinthjwn L) 

contenia un compuesto que estimulaba la s e n d a  de los segmentos ea hojas de avena y h e  

identificado como el "Me. También se reportan la presencia  de ABA y el AJ como promotores 

de la senescencia de l a s  hojas de avena (Ciepra achcea).  

EI efecto del N-Me en segmentos de cebada, demuestra  que este compuesto es UD potente 

promotor de la senescencia, no solamente  en  la oscuridad sino también en presencia  de h. Se ha 

comprobado que una solución  de 45 pM de N-Me elimina completamente la acción de la luz y su 

efecto es mayor que  el  del ABA (Ueda y Kato, 1981). Trippi y Thimmao (1983) encontraron que 

este compuesto es de 2 a 4 veces mis potente  que el ABA en cuanto a la promoción de la 

senescencia. 

Se ha encontrado (Lbpez y col., 1985) que el AJ y el N-Me inhiben el crecimiento de l o s  d o s  

de soya inducido por quinetina y u r e a .  En este caso, d AJ es más efectivo, produciendo una . 
inhi i ic ih  en un 50 a 60 % del crecimiento  de los mismos. * .  

- 
.. . - - 

... . .- %-+ 

- - . B.'InducciÓn de síntesis de proteinas 

Se ha reportado que el AI y AJ-Me s o n  capaces  de inducir la síntesis de algunas proteinas en l a s  
plantas. Anderson (1988) encontró  que  concentraciones de AJ de 2x1 O4-3x1O" M incrmerrtan el 

nivel de polipéptidos  en calJos de soya. Estudios posteriores  de Anderson y c o l .  (1 989) en hojas 
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de  soya señalan que la aplicación  de .4J incrementó la concentracion de los péptidos  de 30 kDa y 

28 kDa. A m b o s  peptidos heron identificados como proteínas  de  almacenamiento  vegetativo 

(PAW d incremento  observadc -.suha característico del A l ,  pues otras  fitohormonas corno el 

ABA, á d o  giberelico,  benciladenina no alteran  la  concentración  de PAV (Staswick y d . ,  1 9 9 1 ) .  

Estudios  desarrollados  por Mason y Mullet (1 990), en los cuales  adicionaron 5x I O6 M de AJ-Me 

en plantas  de soya permitier.) : observar el  incremento de la concentración de PAV, especialmente 

en l a s  raices maduras y en los tejidos del tallo. También se observaron  estos  efectos en plantas  de 

soya que presentaban heridas. 

Weidhase y col., (1987) trataron hojas de  avena c o n  AJ y AT-Me en soluciones  acuosas  de 

4 . 5 ~ 1 0 - ~  M durante 4 días y observaron  la  formación  de  proteínas  que no se presentaban ai tratar 

las hojas de avena  con agua destilada. A estos compuestos se l e s  denominó proteinas inducidas 

por jasmonatos (PU). Trabajos  ivxsteriores  permitieron  demostrar  que l a s  PIJ se encontraron  en 

todas las plantas  estudiadas  (Sembdner y Parthier, 1993), sin embargo, l a s  funciones  de estas 

proteínas han sido poco estudiadas, a excepción de l a s  proteínas  de  almacenamiento y l a s  de 

defensa. 

C Induction de defensa química 

Se c o n o c e  que la activación  de  genes en las plantas p o r  el  ataque  de  patógenos o por 

heridas mecánicas  provoca la síntesis  de  sustancias de defensa como el  inhibidor  de  proteasas  en 

las zonas dañadas  (Cohen y c o l . ,  1993; Xu y c o l . ,  1993). Farmer y Ryan (1990) reportan la 

acwnula&n del inhibidor  de proteasas por la aplicación de  "Me  en plantas  de  tomate. La 
alfalfa y el tabaco responden  positivamente a la exposición del N-Me para acumular sus 

respectivm inhibidores  de la tripsina en l a s  hojas. Yamagishi y c o l .  ( 1  993) sefialan que la adicion 

de N a tubérculos de papa  estimulan la formación  del  inhibidor de la proteasas.  Recientemente se 

ha demostrado F e  los p r e d r e s  biosintéticos dd M, como el  acido  or-Iinolénico,  también 

inducen al inhibidor de las proteasas en hojas de tomate de forma similar  al N y N-Me. Se ha 

observado  además que la exposición  de  cultivos  de  células a preparados de la pared  de  levadura 

- 

. .  

4 
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incrementó la velocidad de formación  de ,U y N-Me y estimuló  la  síntesis  de otros metabolites 

secundarios (Kauss y c o l . ,  1992). 

Los jasmonatos  también  pueden jugar un pape! ikecto de defensa  de l a s  plantas, por  ejemplo se 

ha demostrado  que la aplicación  de Al en plantas  de arroz inhibe la germinación  de  esporas  de 

pUrcurCma oryxe, hongo que  provoca la enfermedad  conocida  como  tizón  del arroz (Hamberg y 

Gardner, 1992). 

D. Formación de tubérculos 

Se ha reportado que los jasmonatos inducen la formación de tubérculos en plantas de m e ,  

Discwm spp (Koda y Kikuta, 1991), g i r a s o l  tuberoso, Helianfhus hrberosus (Koda y col., 1 9 9 4 )  

y papa (Koda, 1992). Koda y c o l .  (1994) seíi~hn que la sustancia inductora  de tubérdos en 

hojas de papa es el S-D-glucósido  del icido tuberónjco. También se reporta  que  el AJ es efectivo 

para u~c$lcir tubérculos en papa, pero que se necesita una mayor concentración  comparado con el 

glucósido  del ácido  tuberónico  (Pelayo y Mingo, 1991). Igualmente el AJ-Me es inductor  de 

tubérculos. Los estudios  de la actividad  inductora  de  tubérculos  revelan  que e! AJ puede reguiar 

la diferenciación  de tejidos.  La  tuberización Ocurre por la expansión  lateral  de  la  porción  subapical 

del estdón y los procesos pueden ser cdntrolados por la orientación  de los tnicrotúbulos. La 

aparicib de los microtúbulos podría estar involucra&  en  la  expansión  radial  de la célula 

provocando el efecto de  formación de tubérculo en papa (Abe y c o l . ,  1990). En este  sentido, la 

aplicación  de AJ a  meristemos  de  papa  incrementa el número que se desarrolla en los brotes y 

facilita la eliminación  de virus debido  posiblemente p o r  el desarrollo  de los meristemos (Ravnikar 

y Gogak 1990). . - 
I .  

- 
E. Otros efectos - 

- La-inhibición  del crecimiento  longitudinal en s e m i l l a s  monocotiledóneas y dicotiledóneas p o r  los 

jasmonatos resultan  menos  sensible  que en el caso del Al34 pero  resultan más eficientes en la . 

promocibn de la senescencia  (Yamane y col., 1980; Dathe y col., 1981). 
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Se ha comprobado el efecto estimulante  del N-Me en  la  formación  del  etileno (Saniewski y col. 

1987a, 198%) y en la maduracion de frutos como jitomate y manzana (Smiewski y col., 1987a; 

Sanz y col . ,  1993). Se plantea que esto es debido al incremento :-: la actividad de su ácido 1- 

aminocickgropano carboxílico sintetasa o oxidasa, dependiendo de l a s  especiesbe plantas y la 

etapa  de su desarrollo (Saniewski y c o l . ;  1987a). 

El Al y el ABA en concentraciones de IO-5 M inhiben la h p t u r a  del pulvinulo en Mimosa 

p d I a  inducida tanto por la luz como por el ácido 3-indol acético, s i d o  mayor la actividad del 

AJ (Tsuruni y 1985). Cuando ambos se aplican al medio de cultivo básico, inhiben la 

formación de yemas generativas de tallos florales y de internudos de plantas de tabaco, siendo el 

Al más activo. 

En g e w d  el Al es altamente activo en concentraciones del orden de I O a 10 M, siendo 

también posible la  inhibición de la formación de yemas florales ;’ d crecimiento de hongos 

m i c o r r i d c o s  a  una concentración de 10’’ M (Barendse y col., 1985; Gogola, 1991). 

-6 4 

La aplicación de altas concentraciones de AJ-Me  en frutos de tomate estimula la biosíntesis de p- 
wotenos, la actividad  polifenol  oxidasa y en menor  medida la  actividad  peroxidasa  (Hamberg y 

Gardner, 1992). Pérez y col., (1993) también reportan UM estimulación de la sintesis de p- 
carotenos y la degradación de clorofila por la aplicación de AT-Me en fase vapor (8 ppm) en 

manzanas. 

El AJ, el ácido a-linolénico y especialmente el AJ-Me s o n  muy efectivos en inducir d efecto de 

enroUamiento en tijeras en BtyonIu (Falkestein y col . ,  I99 1 ; Weiler y c o l . ,  1993). 

Se ha comprobado que a una concentración de 20 mg/l (aproximadamente 10 M) el M produce 

un efecto  inhibitorio en  la genninación del polen en plantas de  té (Camellia seninsish), sin_ 

embargo,  el  AJ-Me  no  muestra este mismo efecto (Yamane y c o l . ,  1982; Sembdner y.GToss, 

1986). 

-4 

- 
- 

- La inhibición de la genninación de las semillas p o r  el AJ se ha descrito en Ag7oferm. Avena y 

i-uctuca en un rango de concentración de IO4 y 10” M (Yamane y col., 1981 b; Sembdner y . 

Gross, 1986). También se ha observado un efecto estimulante en la genninación de semillas de 

Acw fafaricurn (Berestetzky y c o l . ,  1 9 9 1 )  y Spirodeh (Appenroth y c o l . ,  1 9 9 1 )  en 
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concentraciones del orden de lo4 y 1 O" M. Se ha podido  demostrar  que  concentraciones  entre 

1 O" y IO" M estimulan la división celular y la formación de callos en  plantas de papa in vitro, 

mientras  que concentraciones 10-5 M o superiores  a esta, pueden causar ?frc tos contrarios y la 

compactación  en el tallo y l a s  raíces  (Sembdner y Gross, 1986; Ravnikar y col., 1992). Estos 

ejemplos  demuestran  que los jasmonatos pueden inhibir o estimular los procesos fisiológicos en 

l a s  plantas,  pues  en  dependencia de l a s  concentraciones empleadas. así 5 -  mlanifestará su efecto en 

las mismas, esto implica  que serán necesarios estudios en potencia  para  conocer l a s  

concentraciones  óptimas  para el aprovechamiento  de los mismos  en la agricultura. En la tabla 2.1 

se presenta un resumen  de los principales efectos fisiológicos y morfológicos  de los jasmonatos en 

l a s  plantas. 

Tabla 1.1. Efectos de los jasmonatos em el crecimiento  de las plantas y su desarrollo. 
Procesos fisiolbgicos I Inhibidor (I), I Refermaas 

Estimulador (E) 
CrccimieMo  dc l a s  plantas sembdncr y Gross, 1986; Yamane y col., I980 I 

I Dathc y col.. 1981; Koda. 1992; Harnber y Gardner 
1993 ................ ..........- .......................... """".I_ __ ." .........-.- _"._ " ..".. . 

Crecimiento  longitudinal ""._ dc  semillas 
Crecimiento de hongos micorrí~icos 

I "_ 

Yamane y col., 1980; Yamane y c o l . ;  1981b: VE Genninación de  semillas 
I/E División celular 

I 

Sembdner y G m .  1986: Appenroch y c o l . ,  1991: 

G e n n i n a c i ó n  del  polen I E  Yamane-y c o l . .  1981; SemWner y Gross, 1986; 

Formadn dcyemas de flores I .- BarCndsF~ col., 1985 _..__ . ............ 
Maduración de frutas (via "" etileno) E 
Senacencia dc las hojas E Ucda y Kato. 1980,  1981; Yamane y col., 1980 

Sal ierTThimaq 1 9 8 1 ;  Lbpez y c o l . ,  1985; Trippi J 
Thimana 1983; Hamberg y Gardner, 1992; Porat J 

Formaci6n de tubérculo E Koda y Kikula. 1991; Pelacbo y Mingo,  199 1; Koda. 

Enrollamiento de tgeras, . E Falkesteinycol., 1 9 9 1 .  ? .... Weilery c o l . ,  1993 
Abenura del pul\inilo 
hrupcibn de los microtúbulos E __ . " A b e y c ~ l . ,  1990 ....... . ............................ 
Biosintesis de carotenoides I Saniwdci y Czapski, 1983; Hamberg y Gardncr, 

Degradation de  clorofila E Weidhase 0 0 1 . .  1987; U& y Kato. 1980; Pérez y 

. ............. .............................. 

............... Scmbdner ." 4 Y .. Gross. 1986; ...... hnikary ..................................... c o l . ,  1992 ............... 
Gogola. 1991 .... .....- ................................. "." ............... ................ .............................. 
Yamane . ...- "1 v ...- col., 1980; D * ~ c o l . ,  .... 1981 ................. 

............... .- ..................... .... ic ........................................................ ". &r~et? lJcv v c o l . ,  .................. 1991. 2 ................................................... 

....... -.-- ............................ .... Appenroth~ col. 1991. I Berestetzkvy _ _  c o l . ,  1991; .................... 

............ ........................ -_ S a n i e w k i  ............... L v ....... c o l .  1 -...I"-.?... 1987a. Sanzy ..... col., 1993 . .................. "I...". 

.................................................. 

2 ...."..... ....... ........................... COL 1993 . . . ............ ......... . 

. 1992; K&J COI., 1994; ......... ............................................. ......... ...................... 
....... ........................................ .................. ......................................... 
... ................................................... 

1992, Pérez A"_.. v col .  1993 . .................... ....................................................................... 

............................................... Tsunrni;11Asah1, 1985 ................ - 1  

............................................................................................. .... 

. . .............. -. ............. - 
............. ? . ............... 1987% 198% 

y col.. 1987; Anderson, 1988; Anderson y 
col., 1989; Mason y Mullel, 1990; S W i c k  y col.. 
1991; Farmcr )- Rjm;  1990; Wilen 4' c o l . .  1991; 
Sernbdner y Parthicr. 1993 
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1.2 Botryodiplodia theobromae 

En este capítulo se presentarán algunas de l a s  caracteristicas generales de B. theobromae en 
- 

cuantcl.2 .u morfologia, taxonom'a, fisiologia, actividad enimática y producción - de metabolites. 

B. fheobrornae es un  hongo fitopatógeno de zonas tropicales y subtropicales que asa la 

putrefacción  de UM amplia gama de plantas y h t a s  (Goos y col., 1961; Venna y Sin& 1969; 

Peterson, 1976; Gabr y col . ,  1990,  Yaguchi y Nakamura, 1992; Husain y col . ,  1993), también se 

presenta en las r a m a s  de áholes recién cortados o que presenten heridas (WmdIaw, 193 1); y 

además se encuentra en desechos agroindustriales y en  la composta (Stevens, 194 1). 

La clasificación t&onómica de B. heobrurnae es la siguiente (Stevens, 1941) 

Reino Fungi 
División Eumycota 
Subdivisión Deuteromycotina 
Clase Coelomycetes 
Orden Shaeropsiddes 
Ghero Bon-pApllodia 
Especie theobromae 

Las colonias  de B. theobromae cultivadas en medios r icos en glucosa-peptona o dextrosa-papa 

forman colonias velludas de color verdinegro.  Producen  conidias de tamairos de 22-33 de largo X 
13- 15 p de  ancho y con caractm'sticas longitudides estriadas, sin  embargo l a s  cepas  'aisladas 

varían considerablemente en cuanto a l a s  caracteristicas de crecim.ento y esporulación. Muchas de 

las cepas  esporulan  lentamente en los cultivos, y algunas  producen pocas esporas, a h  en cultivos 

viejos. Algunas de l a s  cepas forman picnidios  simples,  mientras que otras forman estromatas, los 

cuales  contienen los picnidios (Goos y col . ;  1961). 

. - 
I .  

1.2.1 Fisioloh<a -.. 

y c o l .  (1961) reportan que la temperatura óptims para el crecimiento de B. theobromae 

aislada de A h s a  spp se encuentran en un rango de 27-30' C, pero puede crecer entre 15 y 37" C.  

A 37" c ,  al&.unas  de l a s  cepas  aisladas  producen  pigmentos de color rojo intenso. El hongo  en 

cuhivo superficial crece rápidamente a 27" C y cubre la caja Petri (10 cm de diámetro) en 

akededor de 3 dias (Goos y c o l . ,  1961). Sin embargo,  Ogundana y c o l .  (1971) encontraron que el 

- 
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mínimo, óptimo y máximo  para otra cepa  de B. theohromae aislada  de Dioscorea f ie  10, 26-30 y 

40" C, respectivamente. Nwufo (1980) también reporta que R. theobromae aislada  de Colocasia 

presenta un mínimo. 5;tirno y máximo de  temperatura  para  el  crecimiento  de 15, 25-30 y 35" C. 
Estas diferencias  probablemente  se puedan explicar en  base a  las  diferencias  fisiológicas  de l a s  
cepas  estudiadas. 

B. theobromae una gran capacidad  para  utilizar los carbohidratos como úrúa h a t e  de 

carbono y energia,  pues crece rápidamente en presencia  de  altas  concentraciones  de  almidón y 

sacarosa. Esto unido a su gran  poder  de  penetración en tejidos  vegetales,  explica la  rapidez con 

que es capaz de  multiplicarse en los fiutos y plantas (Wardlaw, 1932). 

También se ha podido  comprobar  que  este hongo crece en un rango de pH, de 4 a 10, mostrando 

una alta  adaptabilidad a  condiciones adversas para su crecimiento  (Gabr y col., 1990; Yaguchi y 

Nakamura, 1992). Tmdon y Srivastava (1963) reportan  que  el pH óptimo  para  su crecimiento 

está  próximo al neutro.  Sin  embargo, Nwufo y Mba (1988) señalan  que  e! nH óptimo para UM 

cepa  de B. theobromae aislada  de Treculia africana fue  de 3 a 4. 

1.2.2 Actividad enzimática 

L o s  microorganisms fitopatógenos para crecer  e invadir los h t o s  y plantas, requieren  de  la 

habilidad para producir  enzimas  extracelulares  relacionadas  con la naturaleza  del sustrato a 

colonizar. 

Urnezurike (1968) detectó actividad  celulolitica en los filtrados  de  cultivos  de una cepa de B. 
theobromae aislada de Bombax buonopezense P., al poner particulas  de  madera  de este i r b o l  con - 

los filtrados  de los cultivos del  hongo,  observó la presencia  de  celobiosa, gluco& y otros  azúcares 

debidos a la hidrólisis  enzimática  de la celulosa. I .  

Ekundaya y Oso (1991) reportan actividad amilolitica en los  filtrados ak B. theobromae IMI - 

- 

* 

- 

. . 282258, señalando  que el máximo de producción  de  la enzima se produce al quinto dia a un pH 
inicial de 4.0. También  observaron que la actividad  amilolitica y la producción  de  biomasa de la . 

cepa  se  incrementa c o n  la concentración  usada de almidón  en el medio  de  cultivo. 
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Recientemente  Novaratram y cc;. (1996) reportan la  formulación  de un medio  para  la  producción 

de  glucoamilasa  con R. theohromae M 22489 1, compuesto por almidón de  yuca  suplementada 

COD fosfato  de amonio, peptona, fcSf.lto de  potasio,  carbonato de calcio y harina de soya, 

produciéndose 1950 U/ml de glucoamilasa en frascos  agitados  a 1 6 0  &m y pH inicial de 6.0 a l a s  
50 horas de  fermentación. Estos autores  encontraron  que es posible  recircular la biomasa en 

arhivos en lote  hasta 4 recambios s:n  pérdidas  significativas  de  la actbad  de la  enzima. 
- 

1.23 Producción de metabolitos secundarios 

Se moce que R. theobromae es capaz de  producir aromas como resultado de su metabolismo 

secadario rnetabolitos (Krasnobajew (1981); Krasnobajew y Helmlinger, (1982); Yamazaki y 

col (1989); Matsurnoto y Nago, 1994). Krasnobajew y Helmlinger (1982) realizaron la 

bioconversión  de  B-ionona medianre una secuencia de reacc im,  fhdamentalmente  de 

hidroxilación y oxidación  para  producir  una  mezcla  de  compuestos con  aromas a taLaco 

empleando como microbrganismo Imid@lOdia theobromae (sinónimo B. tkobromae). Estos 

autores encontraron  que  hasta 10 g de  sustrato  por  litro pueden ser  convertidos  a los aromas con 

un 90 % de  rendimiento. 

Matsumoto y Nago ( I  994) reportan el aislamiento  de UM cepa  de L lheubromae GK- I a partir 

de coco, la cual produce R-2-octeno4-lactona en un medio  de  papa dextrosa  agar (PDA) a 25" C 
y 15 dias de  fermentación,  siendo este compuesto  considerado  como un aroma  a coco. 

1.3 Produccibn de icido jasmónico por fermentación en cultivo l iq~ido 

I 
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1.3.1 Medios de cultivos y condiciones de opernci6n 

La prduccion fermentativa de AJ se U e v a  a cabo en cultivos  sumergidos utilizando cepas de B. 
theclbromae sobreproductoras de AJ aisladas de fue2.r J naturales y mantes  de éstas (Miersch y 

col ,  1984). La conservación  de  la cepa se Ueva a cabo en tubos inclinados  de malta agar a 4" C. 

El hongo inoculado en los tubos se hace crecer previamente a 28" C. Con los tubos inciinados se 

inocula en cajas Petri para la producción  de un pi xultivo, el cual se obtiene después de 48 boras 

de agitación 8 250 rpm y a 28" C (Miersch y c o l . ,  1984). Entre los factores que nuis se han 

estudiado en la producción del AJ destacan la selección de cepas, el d o  de cultivo así corno las 

condicionks de operación óptimas para hacer rentable dicha producción,  teniendo en cuenta que 

este rnetabdito requiere para su acumulación de periodos largos de fermentacih. 

Los slstratos connínmente  utilizados como fbente  de carbono son harina de soya, pulpa de 

citlicos, licor de maiz, suero  de leche suplementado ..,m harinas de semihas okagmsas, ya que 

pueden sutginistrar fuentes de proteínas, minerales y vitaminas solubles en agua (Thomas y col., 

1989). Pero el echo.de emplear medios nutritivos  complejos tiene el iDconveaiente  del d i d o  de 

procesos de purificación mis complejos  para algunos campos de  aplicacibn como por ejemplo en 

la perfwneria, pues se requiere la eliminación  de compuestos fktidos y a l é r g i c o s .  (Thomas y c o l . ,  

1990). Otro inconvenjente es que la composición de los mismos no es constante y esto trae como 

coraerzlencia que la fermentación resulta dificil  de reproducirse. Thomas y col. (1990) proponen 

un d i o  sintétÍco a base de sacarosa o glucosa como fiente de &m> y sales minerales como 

nihato de  potasio como &ente de nitrógeno, fosfato monobásico de potasio, moliito de 

8mocljo y d a t o s  de  magnesio, hierro, zinc y cobre. Estos autores proponen que es newsaria 

una M e  de carbono (slucosa o sacarosa) para la  produccibn  del Al. 

La knnentación en lote se lleva a cabo entre 5 a 10 dias a una temperatura de27 y 30" C, y el pH 

ligeramente &ido entre 5 y 6 Wersch y col . ,  1984) 

Mia& y c o l .  (1984, 1987) encontraron que B. tbeobromae a d d  del AJ produce'otros 

derivados considerados  igualmente como RCV, como son el: dcido (+)-9,lO,dihidro-7- 

isojtsmonico, ácido (+)-11,12didehidro-7-isojasm6nico y ácido curcubico, pero el producto 

principal es d: ácido (+)-7-isojasmónico, pues estos compuestos son productos  intermediarios.  de 

la sintesis del ácido (+)-7-isojasrnbnico. 

I .  

- 
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1.3.2 Caractcristicas del método de cultivo 

La inoculacion se realiza en fermentador o en incubador  agitado a 1 9 0  rpm y a 30“ C y c o n  

~ r a c í ó n  de  oxígeno  disuelto en el medio. Se utiliza una relaciór; ?,; inoculación  de 0.5 g de 

biomasa seca por lino de  medio. El valor  de pH se mantiene constante a 5.5 por la adición  de 

hidróxido  de sodio (Thomas y col., 1990). 

La agitación en fermentadores  aireados es posible sólo hasta ciertas velocidades pues a ahas rpm 

el  hongo forma polisacáridos  extracelulares en altas  concentraciones que  influyen  de manera muy 

negativa en la producción  del AJ (Thomas y c o l . ,  1 9 9 0 )  

Para el  aislamiento y purificación  del AJ primeramente se debe p r d e r  a la  separad6n de  la 

biomasa por centrifugation, y luego a la extracción con s o l v e n t e s  orgánicos (&m, cloroformo, 

a m t o  de etilo). El método  utilizado para separar el AJ en una  primera  etapa es la cromatograf?a 

de columna empleando  silicagel corno soporte y doroformo:acetaro  de etilo como solución 

eluyente, y en  una  segunda  etapa una cromatografia  preparativa HPLC y corno soporte RP 8 y 

fkse móvil de M’@H:H20:H3PO4 (60:40:0.1) c o n  G o  de  la fase móvil  de 2 d m i n  (Miersch y 

d., 1984, Miersch y c o l . ,  1987, Miersch y col., 1989). El método más común para su detección 

en el medio de cultivo es por  radioinmunoensay0 o cromatografia  de  liquidos  de alta redución 

W L C )  (bofe1 y c o l . ,  1984, 1 9 9 0 ;  Koda, 1992) 

La acurmlación  de AJ Ocurre  normalmente  en  la fase tardia del  crecimiento logm’tmjco o al 

iniciar la fase  estacionaria. Los niveles  de  producción  de este RCV son cercanos a los 800 msfl 

(+) ’ l - isoAJ en 10 días  de  fermentación (Thomas y d., 1990).  - 
LQS estudios realizados por Miersch y c o l  (1984, 1987, 1989), Thomas y c o l .  (1  990) de 

producción de AJ constituyen un punto  de  partida para posteriores  investigaciones, pues se 

requiere de estudios  básicos sobre el efecto de fadores fisiologicos y nutricionales (CM, la 

adicion de precursores al medio de  cultivo y vitaminas), gméticos, así corno de l a s  cqndiciones  de 

operación en reactores para su escalado a nivel  industrial como son pH, agitación,  temperatura, 

ouigeno disuelto, tipo de  fermentador,  separación, entre otras. Otro aspecto de vital importancia 

qw se requiere  estudiar y el  cual  no ha sido  abordado hasta el  momento  son los m d s m o s  que 

replan la síntesis de este metabolito, ya que  el  conocimiento de los mismos podría 10s 

- 
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pasos  encaminados a la sobreproduccion  del A J ,  a s í  como para la  obtención  de otros metabolitos 

secundarios. 

1.4 Producción de rnetabolitos secundarios por fermentación M medio sólido 

La fermentación en medio sólido (FMS) ha sido empleada  desde la antigüedad para diferentes 

aplicacianes como son la producción  de  alimentos f m t a d o s ,  e! ensilaje y el composteo de 

residuos a g ~ í c o l a s  y humanos. En los idtimos 20 aisos se ha evidenciado un interés  creciente p o r  

este tipo de cultivo, por la diversidad de  aplicaciones peacides que ha adquirido y a d d s  por 

el  incremento  de las ventajas y la superación  de  muchas  de sus desventajas.' 

Se cOnOce una gran diversidad  de metabolitos secundarios, principalmente producidos por hongos 

filamentom y ciertas bacterias, c o n  usos en la industria farmacéutica, agropecuaria y de 

alimentos (Johns, 1992). Se ha desmotrado  que la FMS es un método c o n  gran potencial para 

producir  ventajosamente  metabolitos  secundarios en reiación a la fermentación en medio líquido o 

sumergida (Hesseltine, 197%; Lin y Iiluka, 1982; Kumar y Lonsane, 1987) en la actualidad se han 

obtenido  amibióticos y promotores  de  crecimiento utilizanso técnicas de FMS (Barrios y c o l . ,  
1993;  1995, Kumar y Lonsane, 1987). 

Dado que el AJ es un metabolito secundano de  amplios usos en la agricultura, que es producido 

por un hongo filamentoso.  Considerando  la  potencialidad de la FMS respecto a la fermentación en 

cultivo  liquido, se estima oportuno iniciar los estudios de sintesis de  este  metabolito y evaluar este 

tipo de adtivo. 
- 

En este capitulo se presenta Ia definición  de FMS, l a s  ventajas y desventajas  de La FMS para la 

producción de rnetabolitos secundarios, UM breve  discusión  acerca del maabulismo secundario, y 

además ejemplos  de  metabolitos  secundarios  producidos p o r  FMS: Final_mente se analizan e] 

patrón cinitiico y los aspectos fisiológicos de la producción  de metabolites secundarios por FMS 

I .  
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1.4.: Definición de fermentación ea medio sólido 
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222264  
€1 t ~ n o  de fementadon en m&o d i d o  (FMS) ha sido definido por diferentes autores como 

el crecimi~~c) y e] metabolismo de microorganismos sobre materiales d i d o s  en ausencia de agua 

libre  (Raimbault,  1980;  Moo-Young y col.; 1983). Una definición más mPfia que la anterior se 

debe a L o m e  y c o l .  (1985) donde se señala que la FMS es un cultivo m.hobiano  que se 

desan&a ea la superficie y en el interior de UM  ma^ sólida y en ausencia de escurrimiento de 

agua. La matriz sjlida puede  ser un sustrato húmedo o un soporte  inerte capaz de absorber los 

nutrientes  disueltos en una solución. Gutiérrez-Rojas, (1 995) define  la FMS como la fermentación 

en medios de cultivo donde el agua d a  no se encuentra en exceso y los cultivos se 

desarrollan en su mayoría en presencia de oxígeno en forma gaseosa y de forma controlada. De 
acuerdo a estas definiciones en la FMS el material húmedo puede cumplir con la hci6n de ser 

sustrato (f..,. nte de carbono y energia) o ser  inerte, lo cual presupone que el sustrato y demás 

nutrientes se absorberán  en este material.  (Raimbauh y c o l . ;  1989). 

1.4.2 Veatajas y desventajas  de la FhiS para la producción de metabolitos secundario 

Las ventajas y desventajas  de la FMS sobre el cultivo sumergido han sido discutidas  por algunos 

autores como Hesseltine ( 1977a) y Cannel y Moo-Young, (1 980: 
... 

a) La morfología m i c e l i a r  de la mayoria de los microorganismos asociados a la producción de 

metabolitos  secundarios (hongos filamentosos y actinomicetos) se adaptan muy bien al 

crecimiento invasivo en el sustrato d i d o .  
c 

b) La morfología miceliar es responsable de dificultades en el escalamiento del cultivo  sümergido, 

como son la alta  viscosidad,  formación  de  fluidos no-newtonianos y la p_resencia de espuma,  alto - 
consumo de  energía para el mezclado y transferbcia de oxigeno, 5det.nilS la adición de 

antiespumantes  reduce la eficiencia  de la transferencia de oxígeno y puede contribuir a dificultades 

adicionales en la recuperación del producto. 

f k. 

I 
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e) Los codos de  producción  aparentemente  son  menores  (Lonsane y col., 1985). 

f)  Se obtienen los productos más concentrados c o n  lo  que se pueden  emplear bioreactores c o n  

vohimenes  de operación  relativamente  pequefios. 

g) Los productos  de la fermentación  pueden  extraerse Gcil e inmediatamente por adición directa 

de solventes. 

h) Ai utilizarse bajas  cantidades  de agua, se generan pocos efluentes  contaminantes. 

A pesar de estas ventajas  de la FMS el uso de  procesos  de  fermentación por lote o lote 

alimentado en cultivos sume!. .idos para  la  producción  de metabolitos secundarios se ha impuesto 

en la practica industrial debido a las siguientes razones (Johns, 1992): 

a) La relativa'  facilidad  del exalamiento de los procesos en cultivos  líquidos, mientras que  para l o s  

procesos p o r  FMS se necesitan de un desarrollo  tecnológico  considerable para que el proceso sea 

factible  de escalarse. 

b) La mayor homogeneidad  de los sistemas  liquidos y el  uso de  sustratos  solubles. 

c) En l o s  cultivos  líquidos se obtiene un buen control y registro de  los  parámetros  que  controlan 

el proceso -(como son  la  biomasa, la concentración  de los nutrientes, la temperatura,  el pH, etc); 

los cuales  influyen  sensiblemente en la producción  de los metabolitos  secundarios,  mientrwque en 

la FMS estas variables  son  dificiles  de  controlar y ' a l g u n a s ,  como la biomasa,  son -difíciles de 

cuantificar por estar enlazada al soporte o al sustrato. 

e) En la FMS se presentan  problemas en la tranfierencia  de calor y masa, que  conducen al 

establecimiento de  gradientes de temperatura, humedad, pH, sustratos,  aireación, etc. 

- . - 
- 

T 
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1.43 Metabolismo secundario 

Q 

Es conocido  que  en la fase de crecimiento  exponencid de los mimoorganismos m e  un 

metabolismo  intenso,  donde los microergaismos replican  rápidamente SUS componentes 

celulares, como prerequisito  para  el crecimiento y la  división  celular. A los  metabolitos  asociados - 
c o n  esta etapa, comúnmente se le denominan  rnetabolitos  primarios  como los aminoácidos, 

carbohidratos,  Lipidos y nuclebtidos. La fase estacionaria  de  crecimiento  de algunos 

microorganismos  también se detecta una etapa en la que se forma una gran variedad de 

compuestos orgánicos, los c u a l e s ,  a diferencia de los metabolitos primarios, no juegan un papel 

metalxjlico importante  durante  la fase exponencid del crecimiento, estos compuestos se c o n o c e n  

como metabolitos  secundarios. 

Existe una amplia  variedad  de estructuras químicas de  metabolitos seamimios producidos  por 

microorganismos, los cuales se pueden agrup:~ en familias dependiendo  de SU origen  biosintético. 

Rose (1979) 10s clasifica de  acuerdo a los precursores de los constituyentes  celulares en: 

a) acetil-CoA y compuestos  relacionados,  incluyendo  los  intermediarios del ciclo de Krebs 
b) aminoácidos 
c) azúcares y 
d)  terpenos. 

Luckrter (1986) señala  además  de l a s  familias anteriores, los rnetabolitos  procedentes  de los 

monómeros  de los ácidos  nucleicos como la caf'eína, el formicin, entre oms. 

El metabolito  secundario se acumula  cuando finaliza la fase rápida  de  crecimiento o metabolismo 

primario,  esta fase inicial h e  denominada por B u k k  y c o l . ,  (1974) como  tropofase, la etapa - 
siguiente donde se desarrolla  el  metabolismo secundario, le  denomini, idioFase y al metabolito 

secundario producido,  idiolito. 
- .  - 

La producción  de  rnetabolitos  secundarios se iniFia cuando  uno o rnits nutrientes  clave se agota, 

limitando  el  crecimiento  (Demain, 1972; BuZock, 1974; Luckner, 1986). 

A pesar de que  los hongos filamentosos  crecen  de manera  diferente en cultivos líquido que en 

medio sólido, los procesos  de FMS para la producción  de  metabolitos  secundarios  siguen  el 

patrón  cinético de crecimiento,  utilización  de  sustrato y formación  de  producto'característica de 

los cultivos  sumergidos. Este comportamiento ha sido  observado  para  la  producción de 
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pigmentos,  aflatoxina B1 (Silman y c o l . ,  1979), ocratoxina A (Linderielser y Ciegler, 1975), y 

acido giberélico (Kumar y Lonsane, 1987). 

La FMS es a menudo  caracterizada p o r  ser un proceso  cinetico  lento. Sin errhlrgo, los procesos 

para la obtención  de  muchos metaboiits mndarios son muy similares a los tipicos  obtenidos 

p o r  cultivo  sumergidos  (por  ejemplo:  de 6 a 10 días). En algunos casos, el tiempo para la 

formación del  metabotito  secundario es considerable. Por ejemplo s u a  la producción  de 

deoxinivalenol p o r  Fusarium graminearium se requieren  de 60 dias (Greenhalgh y col., 1983). 

En la tabla 2.2 se presentan algunos ejemplos  de  metabolitos secundarios producidos por FMS 

Tabla 1.2. Metabohm secundarios  obtenidos por FMS 

Producto sustrato mroorgnoismo Rendimiento 

maiz 

trigo 
mgo rojo 
trigo blanco 
cebada 
trigo rojo 

arroz 

m02 

.4spergillusflm~s 
Aspergillusjlaws 
Aspergillus. ochraceus 
Aspergillus f l a w s  
Aspergillus niger 

Penicillium islandicum 
Fusarium graminearurn 

Aspergillus clmatus 

5.7 
1 
4 
1.6 
0.369 
0.035 
0.021 

177 

Penicillium.ch~sogeum 10.555 
Giherrella Jüjikuroi 0.355 

..lspergrlIus niper 110 
Aspergillus niger 300  
Monascus purpureus - 
Cephaloporium 0.95 
crenlonium 
Streptomyces 0.30 

Las micotoxjnas produ- das por  hqngos han sido muy estudiadas,  debido a su toxicidad  para  las 

cadenas  alimentarias del hombre y 10s animales. La FMS h e  usada por diferentes  autores para 

obtener  suficientes cantidades de estos compuestos para estudios de toxicidad  e  investigar las 
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condiciones  en que se promovían la formación de toxinas en los granos (Lindedelser y Ciegler, 

1975; Hessehine,  1977a,b; Luk y c o l . ,  1977:Silman y col., 1979). 

~a producción de ácid0 giberético por FMS ha sido motivada  por el d e m  de suprimir la 

necesidad de la eliminación de c é l u l a s ,  la cual reporta ser una  proporción  significativa en el codo - 
del proceso en  la recuperación del  metabolito  empleando el cultivo en sumergido, y el echo de 

1 que los rendimientos son muy bajos, lo cual implica procesos de separaciuil y purification muy 

caos (Kumar y Lonsane, 1987). 

El hongo Monarnrspurpureus sintetiza una fhilia de pigmentos, de los cuales, dos poseen color 

rojo brillante. Este hongo ha sido  cultivado en Asia  mediante  la FMS por muchos siglos para 

obtener saborizantes y color para  alunentos corno el arroz rojo,  pescados y quesos de soya. Los 
pigrnedos rojos son producidos comercialmente en Japón a partir de Monarcus anka por cultivo 

sumergido para su uso en la industria de alimentos. 

Un concepto novedoso propuesto p o r  Jermini y Demain (1989) es el crecimiento de 

mic&rganismos productores de antibióticos en la producción de alimento animal, para el 

enriquecimiento proteico del sustrato ai corno para  producir  antibjóticos in silu, tales como el 

monensin, tilosin y las cefdoporinas. 

1.4.4 Aspectos fmiológicos 

Los parámetros que más  influyen  en  el proceso de obtención  de  metabolitos  secundarios por F M S  
s o n :  temperatura, humedad inicial del soporte, aireación, mezclado,  selección  del soporte y 

tamaijo de particula. 

- 

- .  . - 
* .  

a) Temperatura - 
En general la temperatura óptima  para la producción de metabolitos  secundarios  en Fh4S es 

simih a fa del cultivo liquido. Silman y c o l . ,  (1979) estudiaron el efecto de la temperatura en la 

producción de aflatoxina B I por FMS en un rango de 27 a 40" C. La aflatoxina se produjo en este 
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rango,  pero cesó a 40" C; cuando la temperatura  descendió a 32" C la producción de la aflatoxjna 

h e  restaurada. 

la FMS la  generación de calor p o r  la actividad  metabolica de los microorganismos  provoca 

una  elevación de la  temperatura  en el fermentador, creándose un serio problema  (Hesseltine, - 
1987).  Este  comportamiento se debe a la elevada  concentración de sustrato y de 

microorganismos, el bajo  contenido de agua, a la  baja  conductividad thnica de los materiales y 

ausencia  de  mezclado  en los fermentadores estáticos (Moo-Young y c o l . ,  1983; Grajek, 1988; 

Barstowy col., 1988;). 

Para  eliminar este inconveniente, varios autores han propuesto usar una  convecci6n  forzada de 

aire a través  del  fermentador, otros han utilizado l a s  propiedades  refiigerantes de la  evaporación 

del  agua para controlar automáticamente la humedad y la temperatura (Gervais y Bazelin, 1986; 

Rr?rstow y col. ,  1988; Durand  y  Cherow,  1988;  Saucsdo-Castañeda y c o l . ,  1990; Gutiérrez-Rojas 

y col., 1996). 

b) La humedad inicial  del soporte 

El contrd de la  humedad  inicial  del d i d o  es un parámetro de gran  importancia en todos los 

procesos de  obtención de metabolitos  secundarios p o r  FMS reportados. La  humedad Óptba para 

la  obtención de diferentes  metabolitos  varia  ampliamente (Johns, 1992).  La  producción de toxinas 

empleando granos de maíz  se  favorece  a  una  humedad  inicial  tipicamente  entre 20 y 40 %. El 

rango Óptimo es amplio,  sin  embargo,  füera de éste, el rendimiento y velocidadde formación de 

las  toxinas es severamente  afectado. Por ejemplo,  para la producción de aflatoxinas B1 con 

Aspergrllusjlavus y  granos de maíz a UM humedad  inicial  de  18-20 YO la velocidad de producción 

y el rendimiento de la  micotoxina  disminuyó  considerablemente  a  Gesar  del  crecimiento  del  hongo, 

sin errbargo, a una  humedad  inicial entre 20 y 30 % el crecimiento  y la formación de la 

micotoxina se estimuló  favorablemente (Silman y col., 1979). Se ha rep&ado que e1 contenido de 

humedad  fue  identificado  como  el  parámetro que más influye m el rendimiento de las  toxinas. Por 

debajo del valor óptimo, los rendimientos  disminuyen  significativarhente,  mientras que a  una 

h m m k t d  mayor puede ocurrir contaminación por bacterias  (Lindenfelser y Ciegler, 1975) 

- .  
* .  
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c) Aireacion 

En la FMS, la  aireación  es un factor  que  desempeña  diferentes  &ones  como son:  el suministro 

de oxigeno para el crxlniento aerobio y el metabolismo; la  regulación  de  la  temperatura y la 

eliminación de bióxido  de  carbono y compuestos  volátiles. 

El efecto  de  la  aireación  en  la  formación de  metabolitos secundarios por F M S  ha sido sujeto de 

pocos estudios. Los estudios más relevantes han sido  desarrollados p o r  Silman y d. (1979). 

Estos autores reportan que  el  incremento en d flujo de  aire suministrado a los granos de maíz 

inoculados,  incrementan  la  velocidad  de  producción de aflatoxins y el rendimiento. Sin ernbargo, 

para la producción  de ocratoxina  A en biorreactores  rotatonos el rendimiento se reduce al - 
incrementar la aireación  del  sistema (Lindedelser y Ciegler, 1975). 

d) Mezclado 

La extensión del mezclado o agitación en la FMS es dependiente  del tipo de biorreactor 

empleado. Aunque  el  mezclado  del contenido del reactor es deseado para un buen m d o  del 

inóculo, para  ayudar a l a  transferencia de calor, la  agitación  tiene varias desventajas  inchyendo  el 

cizallamiento el mal daña el  microorganismo. e .- incrementa los requerimientos  de energía- En la 

F M S  el mezclado  generalmente  puede  incrementar los rendimientos  de metabolitos secmchios 

compardos  con los cultivos en estáticos. La producción  de k mayoría  de las rnicotoxinas 

preferememente se realiza  en frascos agitados comparados  con los cultivos  estacionarios. Luk y 

c o l .  ( 1  977) encontraron  que los cultivos agitados de trigo producían 10 veG- m.& de ácido 

ciclopizbníco que en cultivo estático. Hesseftine (19774b) logró incrementar la prodwxión  de 

datoxina en matraces c o n  arroz inoculado y agitados a 200 rpm obteniendo  concentraciones-de . 

’ *  .. . 

hasta I .5 g de afhtoxíndKg. Hesseltine (19774b) seiialó que  el mezclado permite una efedva 

distribución  del inóculo de esporas, el  mantenimiento  de la ho-mgeneidad y prevención  de la 

formación  de “pellets”, el  mejoramiento  de  la  aireación y facilita la transferencia  de calor. 
* 

Otra  explicación  fisiológica a este  comportamiento es el  hecho de que.posiblemente la agitación 

elimina la espodación, pues se plantea que la esporulación  ocurre al mismo  tiempo em que se 
produce el rnetabolito,  compitiendo por intermediarios y sustratos (Johns, 1992) . 
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e) Selección  del  soporte 

Una gran variedad  de  materiales  pueden ser utilizados como sustratos en  la FMS, variando 

ampliamente su estructura y composición (johns, 1992). Pueden  emplearse los materiales del tipo 

celulósíco  (bagazos,  cáscaras de fiutas, pajas, pulpa  de d é ,  etc) y los amiliceos (papa,  plátano, - 
yuca y otros desperdicios,  entre otros). En los materiales  del tipo celulósicos el contenido  de 

celulosa 110 se encuentra  disponible iacilmente para-utilizarse  directamente p o r  vía fermentativa, 
p o r  lo tanto se requiere  de un tratamiento  previo  del material, los materiales a m i k c e o s  también 

requieren  de  pretratamientos menos drástims. 

ejemplo: arroz, trigo, cacahuates y salvados de 

por una combinación  de  ellos. La selección del 

c o n  varios  de ellos (Johns, 1992). 

Los granos también  pueden ser utilizados por 
trigo y arroz. Pueden emplearse p o r  separado o 

soporte se realiza  después  de difaentes ensayos 

f) Tamaiio de  partícula 

Hessehe ( I  977a,b) señaló el tamaño de  partícula como una de l a s  variables principales  para el 

desarrollo  de un proceso  por FMS. Los tama?los de partículas pequefios  reportan una gran área 

superficial para el  desarrollo  microbiano, para la transferencia  de  calor  e  intercambio de gases, y 

además  mayores concentraciones superficiales de los nutrientes y vías más cortas para la difusión 

de los nutrientes  tanto  en la superficie como en los poros del sustrato Wudget, 1986); sin 

embargo,  también el tamaño muy pequeño de  las partículas puede  incrementar la densidad de 

empaque, resultando un aumento  en  la  producción  de calor por unidad de  velumen y mayor 

dificultad  para  proveer  de  aireación a travks  de  la mas8 sólida. 
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2. JUSTIFICACI~N 
- 

1 

L o s  RCVe juegan un papel muy importante  en  el crecimiento  de l a s  plantas y en la 

agricultura de hoy en &a, debido a que  estas sustancias pueden  producir efectos 

beneficiosos al hombre, alcanzando un importancia tan grande o mayor  que los plaguicidas 

y fertilizantes  convencionales (Gross y Parthier, 1994; Larque-Saavedra y Reyes, 1988). 

- 

El AJ y sus  derivados  constituyen un grupo nuevo  de RCV que ha sido muy estudiado 

desde  el punto de vista de la fisiología de l a s  plantas. A pesar de que estos estudios son 

m y  recientes, se dispone  de  mucha  información  de los efectos que provow el N ' y  sus 

derivados  cuando se adicionan  de forma exógena a las plantas. Estos factores pueden ser 

inhibidos o estimulados en dependencia de  la  concentraciones  que sean aplicadas. Esto 

supone estudios aposteriuri que permitan determinar l a s  concentraciones óptimas para su 

apravechaniento en la  agricultura. 

La estudios para la síntesis química de  estos productos comenzaron hace 

aproximadamente 10 años, pero aim no se cuenta c o n  una via óptima que permita la 

obtención  de  rendimientos altos. 

La obtención  del AJ p o r  via microbiana  en cultivo liquido e s  otra de las alternativas  que 

existe para la  producción  de  este metabolite. En este caso se necesitan  de  estudios  básicos 

de fisiología,  nutnciondes y genéticos para  la  optimización  del medio de cult&o'y la 

producción de esta sustancia, así como l a s  condiciones de fmentaciónTsistema para su 

escalado a nivel  industrial. 

Hasta la fecha (1996) sólo se ha utilizado  para la prpducción  del AJ el cultivo Iíqufdo, * 

pero teniendo  en  cuenta las ventajd que ofrece la FMS para la obtención de metabolitos 

secundarios, se considera que es otra alternativa  viable para llevara. cabo la producción 

del AJ c o n  buenas  probabilidades  de &o. 

.. - 
_. _i 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general - 

- 

Estudiar los firctores que influyen en la producción de AJ con P. .tJWobrome como son: 

la composicGn del medio de cultivo y las condiciones ambientales en la cuales  se debe 

desarroflar Ia fermentación tanto en &o liquido como por krmentación en medio 

sólido. 

Seleccionar cepas de B. theobromae con alta capacidad para producir AJ en cultivo 

liquido. 

. Evaluar el efecto  de algunos factores ambientales y numcionales en la producción de AJ 
en cultivo liquido como son: la agitacidn, la temperatura, la adición de extracto de 

levadura y de aceite de soya ai medio de cultivo, asi como la  influe&ia de la &ente  de 

carbono, nitrógeno y la rC/N. 

Determinar el efecto de diferentes medios de cultivos, la teqeriifura y el pH sobre la 

v e l o c i d a d  radial y la densidad  de crecimiento de B. theobromae en cultivo superficial. 

I 

- . - 
0 Evaluar el efecto de algunos factores'nutricionales m la producción de AJ p o r  EMS 
como son: el incremento de la concentración de nutriates en medio de cultivo, la 

influencia de la fuente de nitrógeno y la rCM. 
- 



4. HIPOTESTS 

Las hipótesis a probar en  el  presente trabajo son las siguientes: - 
H: 1 El estudio  de la composición del medio de cultivo y de las condiciones ambientales 

permitirá  incrementar de  forma significativa la productividad y el rendimiento en la 
producción de AJ con B. theobromae. 

H:2 Teniendo en cuenta las ventajas  que ofiece la FMS y l a s  desventajas  que  presenta  el 

uso del altivo sumergido para la producci6n  de  metabolitos sectmdarios se puede 

iorrementar la producción  de AJ mediante la FMS, con respecto a la fmntac i6n  en 

&o sumergido. 

Se considero  como  supuesto que las cepas se~eccionadas para la producción  de AJ en 

cultivo líquido  también  son l a s  que más producen AJ p o r  FMS. 

- .  



5. M.4TERI.4LES k' MÉTODOS 

5.1 lCiicrcos~anismos 

El presente trabajo se !lev6  a  cabo c m  ocho cepas de P. theobromne identificadas como: 1, IF, 2, 

E, a?, 1 1 I ? ,  I368 y 2434, prcxedentes  de  la  coiecci6n  de cqas  del Instituto Nacional  de 

InwAigciones  Fundamentales de Agricultura Tropical (INIFAT), La Habana, Cuba. 

Las cepas se conservaron en tubos inclinados con medio de extracto  de malta agar, EMA (Merck) 

a una temperatura  de 4" C y heron resembradas  cada 4 s e m a n a s .  

5.2 Medios de cuitivo 

Para ios estudios de producción  de AJ tanto en cultivo  líquido  como  por FMS se utilizó  el  medio 

Miersch y col. (1987) modificado  según  se  presenta en la tabla 5. l .  

Los experimentos  llevados a cabo para los estudios  de  la fisiolugía de B. theobromue heron 

realizados  con los siguientes  medios:  papa  dextrosa  agar, PDA (Bioxon), Czapek (Bioxor7), 

extracto  de  malta agar, Eh4A (Merck), un medio  sintético  para la obtención  de AJ según reportan 

M i e r s c h  y col. ( 1  987) (ver  tabla 5.1) 

. . Tabla 5.1. Composición  de ios medios  de cultivos,  donde:  (a)  es el  medio Miersch y col. (1987) 
utilizado en los  estudios  de  fisiología  de B. theobromae y (b): es  e!  medio Miersch modificado 
emplead( n los estudios  de reducción de AJ Dor cultivo ljauido v F M S  T Compuesto 

Sacarosa 
NaN03 
KH2P04 

MgS01.7HzO ' 
FcS04-7H20 

KC1 
ZnSO.c7H20 
MnS04.7H20 
CuS04.5HzO 

Nazh4004.2H20 
Agar bacteriológico 

DH 

" 

i 

(a) 
Medio Miersch y 
c o l .  (1987) (gA) 

50.0 
0.2 
0.2 - 
0.2 
0.2 - 
o. 1 
0.01 
0.001 
0.00 1 
0.001 

10.0 
5.5-5.6 

. 

J 

0)) 
Medio  Miersch 
modificado @A) 

50.0 
7.5 
2.0 
0.6 
0.6 - ' 0.3 
0.03 
0.003 

. 0.003 
0.003 

5.5-5.6 
- 

- .  

42 



El pH fie ajustado con NaOH ( 1  N) con el uso de un potenciómetro Conductronic (modelo pH 

20). Todos los medios se esterilizaron durante 15 minutos  a 15 Ib/plg' . 

5.3 Estudios de la fisiología de Butryodiplotlin theobromae - 

Los ensayos de fisiología de B. rheobromae se realizaron en cajas  Petri de plástico de 85 x 15 mm 

( S y M  luboralorios). Se estudió el efecto de la temperatura de incubación, el  medio de cultivo y el 

pH inicial del  medio en la velocidad  radial de crecimiento (VRC) y la densidad de crecimiento. 

Para el estudio de la temperatura de incubación se ensayaron cuatro temperaturas: 26, 32, 35, y 

40" C y para el pH los siguientes valores iniciales: 5, 5.6, 7, 8, 9 y 10. 

53.2 Deosidad de crecimiento 

La densidad de crecimiento es una  medida de la cantidad de biomasa (peso seco) que hay  en  una 

superficie  dada,  expresada  en mg/cm2. La biomasa fie estimada - al tiempo find de 10s 

experimentos y el  procedimiento seguido he el que se muestra  en la figura 5.1. 
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Í VASO j 
' PRECIPITADO ,: 

I 

Figura 5.1. Procedimiento  seguido para la cuantificación  de biomasa por peso seco 

El medio de agar crecido se pasa a un vaso de  precipitado y .se-le adicionii lol, ml de agua 

destilada y se funde  el  medio  calentando a ebullición, seguidamente se filtra a vació  sobre papel de 

filtro Whatman 4 1 (previamente  secado y tarado) y se lava c o n  tres  porciones  de agua destilada  de 

400 ml cada u n a .  Finalmente, el residuo se seca a 60" C por 24 horas, la diferencia  entre el peso 

final y d peso inicial, dividido p o r  el kea de  la colonia se repprta como densidad  de  crecimiento. 

'.' . . 
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5.4 Condiciones de cultivo  para la produccibn de ácido jasmóairo 

5.4.1 Cultivo liquido 

- 
A. Inoculación 

El inkdo se obtuvo en cultivos  superficiales a' cajas Petri de  plástico (S y M laboratorios) 

estériles y desechables  de 85 mm de  diámetro,  conteniendo 25 ml de  inoculados por estria 

con micelio  de B. fheobromae procedente  de tubos inclinados  crecidos durante 3 días. Las cajas se 

incubaron por tres días a 30" C. La inoculación se realizó empleando 5 bocados de 7 mm de 

diámetro obtenidos a partir  de cajas crecidas y con ayuda de un sacabocado est&& en un 

erlenmeyer de 125 ml conteniendo 25 ml de medio de &o según se vió en 5.2. 

5.4.2 Fermentación en medio sólido 

La FMS se desarrolló  de  acuerdo a la metodología propuesta por Raimbault y Alzard (1980) la 

cual se detalla m 8 s  adelante. 

A. Desarrollo del inóculo 

El inóculo de B. fheobromae-se  obtuvo en cultivos  superficiales en matraces demneyers  de 250 

ml conteniendo 25 ml de EMA. En cada matraz se imculó con 0.5 ml de una suspensión  de 

esporas  obtenidas de un cultivo  crecido en tubos inclinados con EMA y se incubó a 30" C. 
Desputkde 50 horas  de  incubación l a s  esporas se c o l e c t a n  adicionando 30 ml de una solución  de 

Tween 80 (O. 1 %) con  agitación  magnética por 10 min .  

. 
B. Preparación del soporte 

- Se utilizó como soporte  inerte  bagazo de caiia  procedente  del  central ''Emiliano Zapata", 

C u i v a c a ,  Morelos. La metodología  seguida para el  tamizado y lavado del bagazo  fue la 

siguiente: 2 kg del material húmedo se secan a iemperzitura'ambiente y se tamizan (de malla 4), 

. eliminando de esta manera las particulas más gmesas, posteriormente  se realizó otro tamizado 

(mallas de 30 a 20) con el objetivo se eliminar los particulas  menores  de 0.84 m y mayores 0.59 

mm. UM vez tamizado e l  bagazo, se le  adicionaron 40 I de  agua a 45" C y se dejó en reposo por 
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dos horas, agitando  periódicamente.  Luego se decantó y se  ailadió  nuevamente  agua a 75" C, 
dejando en reposo  por 30 minutos  con  agitación  periódica,  repitiendo esta operación 4 veces. 

Finalmente, el material  se lavó c o n  20 1 de  agua  destilada a temperatura  ambiente pcediendo de 

forma similar a los anteriores  lavados. El bagazo  resultante  se  prensó y se -6 en estufa a 55' C 
por 3 días. Finalmente al material se le determina la humedad final y se almacena en bolsas de 

polipapei a temperatura  ambiente. La humedad final fue del 4.89 %. 

C Preparación del medio de fermentaci6n. 

El medio de c u l t i v o  que se utilizb fue el medio Miersch modificado segk se descni  en 5.3.1.B. 

El bagazo una vez  tamizado y lavado se pesó y rnezclb con un 20 % del total de  agua  necesaria 

para obtener la humedad inicial deseada  que fue del 70 %. De forma simdtbea se pesan la 

s a m a  y l a s  sales del  medio y se mezclan con agua destilada,  seguidamente se \%teriliZan estos 

medios p o r  separados y se mezclan  uniformemente con una suspensión  de esporas de B. 
theobromae obtm'da según se describe en 5.3.2.A. finalmente se empacan las columnas a UM 

densidad de empaque  de 0.3 & m 3 .  Las columnas poseen un diámetro de 2.1 cm y UM longitud  de 

1s cm. 

D. Desarrollo de la fermentación 

En la figura 5.2 se muestra el esquema de los dispositivos utilizados para el desarrollo de los 

experimentos  de  fermentación en cultivo sólido. 

- 

. 
I .  
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AIatcriales y mP todos 

; i i  5.2. Esquemas de los dispositivos  utilizados en la FMS, donde: (1) regulador de  temperatura, 
(2) termómetro, (3) distribuidor  de  aire, (4) c o l u m n a s  de fmentación, (5) burbujadores, (6) 
baño de agua, (7) secadores de aire, (8) cromatógrafo de gases. 

Urn vez empacadas  las columnas, se incubaron  en una bairo de  agua a temperatura controlada a 

3VC durante 15 días. Se suministró aire saturado a un flujo de 1 V.Kg.m  que  corresponden a 1 L 

de aire por Kg.& rriateria húmeda por minuto, utilizando un burbujeador colocado en la parte 

&or de cada columna, el cud a su vez está  conecta a la línea  de aire. La salida de dos columnas 

por cada condición  experimental  ensayada se conecta a la entrada de un cromatógrafo  de gases 

(GOWUAC) el qal permitió la detección y cuantificación  del  bióxido  de  carbono  formado y el 

C O ~ ~ S U ~ O  de oxígeno por B. fheobromae durante  el desarrollo de la fermentación. 

_ -  

c - - 

. 
5.5 Tratamicnto’de las muestras - 

- .  

- 
5.51 Fermentación en cultivo liquido 

En la figura 5.3 se  presenta  el  esquema  de los pasos  seguidos para el p r m - e n t o  de las 

muestras obtenidas  en  el cultivo líquido. 
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MEDIO 

FERMENTADO 
i, (ERLENMEYER). 

I 

I 

T 
[ FILTRO 1 

i 
i 

LAVAR CON AGUA 
1 DESTILADA 

SECAR A 

~ B I O M A S A  

T 
i ' FILTRADO: 

Figura 5.3. Procedimiento  seguido  en  el  procesamiento de las muestras obtenidas p o r  cultivo 
liquido. 

La muestra se f i l t r a  a  vació  sobre papel de  filtro  Whatman 4 1 previamente secado a 60' C por 24 

horas y tarado, e l .  sobrenadante  se  centrifüga  a 4000 rpm durante 40 minutos y se guarda en 

congelación  para realizar los análisis de glucosa, fiuctosa y A J ;  la  biomasa  separada en el filtro se 

lava con 3 porciones  de  agua  destilada  de 400 ml cada una y se le  determinó su magnitud  por peso 

seco según se describe más  adelante. 
- 

5.5.2 Fermentación en medio sólido . - - .  

En la figura 5.4 sé muestra el esquema  de los pasos seguidos para el procesamiento  de las - 
muestras  obtenidas  por FMS. 
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Fisura 5.4. Procedimiento  seguido  para el tratamiento de l a s  muestras  obtenidas p o r  FMS. 

El medio fermentado  contenido en la  columna se mezcló de forma homogénea en un recipiente 

adecuado y se dividió  en 3 porciones. La primera  de un 1 g de muestra  aproximadamente  se 

destina para realizar  la  determinación  de  humedad p o r  peso seco, la segunda de 1 g también se le 

adiaonó 10 ml agua  destilada para las determinaciones del pH, glucosa y hctosa, y la última de 

ellas de 1 O gramos se destinó para realizar la extracción d e l  N, la cual se realizó empleando una 

solución de etanol al 85 % (vh), se ajustó el pH a 2.0 con HCI (1 N) y posteriormente se prensó a 

2000 PSI; el  material  sólido  se  desechó y el  sobrenadante se centfigó a 4000 rpm durante 40 - 
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A4aterialcsv métodos 

5.6 Técnicas analíticas 

56.1 Análisis de muestm: de la fermentación en cuitivo liquido 
- 

A. Biomasa por peso seco 

El contenido  del erlerweyer se filtra a vacio con papel  Whatman 4 1, y el residuo se Seca  en estufa 

a 60°C por 24 horas, la  diferencia entre el peso final y el peso inicial, dividido por el volumen de 

medio fermentado se reporta como la biomasa formada. 

B. pH 

El sobfenadante obtenido en la determinación  de biomasa se le mide  el pH directamente en un 

potemometro Conductronic pH 20, previa calibración del equipo con buffers  de  referencia  de 

fosfatos  de sodio y potasio de pH 7 y pH 4 (Sigma  de México SA de CV). 

C: Glucosa, fructosa, glicerol y ácido cítrico 

Para Ia detección  de glucosa, hctosa, glicerol y ácido cítrico se uso  una  técnica por 

Crornatografia  de Alta Resolución, W L C .  Para el análisis se utilizó un cromatógrafo Perkin Elmer 

(Binary LC Pump 250) conectado a un detector de índice  de  refracn'ón  Perkiri Elmer (LC-30 RI 
Detedor). Se utilizó como fase móvil ácido sulfirico 30 t" y como precolumna el  mismo 

soporle de la columna  empleada. A continuación se presentan l a s  características de la columna 

utilida para el andisis de estos aaicares: z 

Columna: Phenomenex ROA Organic  Acid 
Material  de  empaque: Sulphonated  Styrene Divinil Benzene 
Tamaño de partiala: 8JJ - .  

Las condiciones  de  operación  usadas para el análisisdel AJ se muestran a  continuación: 

- 
v .  

.. - Flujo de la fase móvil: 0.6 d ' 6 n  - 
Temperatura: 50" C 
Presión: 500 PSI 
Volumen  de  inyección: 20 1.11 . ~ 
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D. Ácido jasmónico 

Para la detección y cuantificación~.del -41 en l a s  muestras  se  desarrolló una técnica p o r  HPLC. Se 

utdizó un cromatógrafo  Perkin  Elmer (Binary ¡A' Pump 250), conectado a un detector  ultravioleta 

Perkin  Elmer (UVNIS Spectrometric  Detector LC 290) a 210 nm para la detección del AJ. Se 

utilizó corno fase móvil metanol: ácido acético (6O:O.l) (Koda, 1992). Se utilizó UM precolumna 

con d mismo soporte  de la columna ernplda. A continuación se presentan  las  características  de 

la columna utilizada para el análjsis de esta molhla:  

Columna: Spherisorb 5 p, ODs-2 (Phase Sep) 
Material  de  empaque: ODS 
Tamaiio de partida: 5 P  
Tamaño de  poro: 80 A 
Volumen  de poro: 0.5 d g  
Área de  superficie 220 m2/g 
Carga  de  carbono: 12 %, monomérica 

Las wndiciones  de  operación  usadas para  el  análisis del AJ se  muestran a continuación: 

Flujo de la fase móvil: 0.85 mVmin 

Temperatura: ambiente 
Presión: 2700 PSI 
Volumen  de  inyección: 20 pl 

Previo al análisis, las muestras se filtraron  con  filtros  de  membrana (Phenorneuex) de 13 mm con 

un tamaño de  poro  de 0.45 pm. La fase móvil h e  desgasificada en un sonificador  Branson 2200 y 

filtrada con filtros  de membrana  de 47 mm de  diámetro (Mil/ipre) con un tamaño  de poro de 

0.45 m. La muestras se inyectaron con una jeringa Hamilton de 100 p1 de  capacidad. 
z 

. - *  - 
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hlateriales y metc&.s 

5.6.2 Análisis de las muestras de fermentación en  medio  sólido 

A. Humedad 
- 

A 1 g de  muestra  fermentada se seca a 60" C durante 24 horas, la diferencia entre el p e n  inicial y 

final ,  divido  entre  el  peso inicial representa  el YO de  materia seca, y la diferencia entre el 1 0 0  % y el 

% de  materia Seca se reporta  como  el YO de humedad  de  la  n'rmtra. 

B. pH 
I g de  muestra  fermentada se le adicionan 10 ml de  agua  destilada, se agita  por 10 minutos 

empleando un agitador  magnético y se mide  el pH en un ponteciómetro  Conductronic pH 20, 

previa  calibración  de  equipo  con  buffers de referencia de  fosfhtOs.de  sodio y potasio de pH 7.0 y 

pH 4.0 (Sigma  de México SA de CV). 

C. Glucosa y fructosa 

Para la detección y cuantificación  de glucosa y fiuctosa se usó la técnica por HPLC según se 

describe en 5.5.1 .C 

D. Ácido jasmónico 

Para la detección y cuantificación  del AJ se usó la técnica S@ se describe  en 5.5.1.D. 

E. Bióxido de carbono, y oxígeno - 
Para la detección y cuantificación  del  bióxido de carbono y oldgeno se utilizó un cromatógrafo de 

gases (GUW U A C ' )  serie 580 (modelo 69-580) con  las  siguientes  características:  columna CTR 
(Alfecb Assuciores, hc), detector de  conductividad hita y toma muestras automático y como 

gas acarreador,  helio.  Las  condiciones  de operació~ heron l a s  siguientes: 

- .  
e .  

. .  Temperatura  de la columna: . 43" C , 

Temperatura  del detector: 43" c . 
Temperatura  del  inyector: 44" C 
Presión  del gas acarreador ' - 40 PSI 
Flujo del gas acarreador 40 d m i n  
Volumen  de  inyección . 2 p d  
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Para  determinar el contenido  de  bióxido  de  carbono y oxígeno, se corrieron  curvas  de  calibración, ti 

empleando  patrones  con  proporciones  conocidas  en  porcientos  de COd02. (544.1; 6/18; // 

9,97120.98). Las muestras heron tomadas c o n  un toma muestras automático. 

- 
5.7 Análisis estadístico 

Para los diferentes  experimentos se llevaron a cabo análisis de  varianza col1 un  nivel  de 

significancia  de 0.01 (a-O.O1) para así determinar si existían diferencias sigmfkativas entre los 

tratamientos, los datos heron analizados con el uso de la prueba Tukey con un nivel  de 

significancia de 0.05 (a-O.05) (Montgomery, 1991). Los análisis de varianza y de regresión se 

realizaron  con  el  paquete  estadístico Statgrafic  Statistical  Graphics  System. 
! 

I .  
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6. RESULTADOS Y DISCUSI6N 
' 3  

Este capitulo se divide en cuatro partes, la primma trata sobre la selección de  cepas para la 

producción  de AJ en cultivo líquido, en la segunda se estudia la influencia de-dgunos 

&ores ambientales y nutricionales en  la  producción  de este metabolito por cultivo  líquido, 

seguidamente en la tercera se ensaya d efecto del medio de  cultivo, la temperatura y el pH 
en el crecimiento superficial de Botryodplocfia theobromae y finalmente, en la cuarta parte 

se estudia algunos factores nutricionales  que afectan la producción del AJ por FMS. 

6. I SELECCIdN DE CEPAS PRODUCTORAS DE ÁCID0 JASM6NICO 

De leZ tstudios realizados para la producción de AJ por vía mjcrobiana el microorganismo 

que posee mayor capacidad para producir este metabolito en medio liquido es B. 
t h e h u e  (Miersch y col., 1987 y 19!93), por lo que, este trabajo corn& con una 

Seleccih con d objetivo de encontrar cepas con  buena capacidad para producir AJ por 

cultivo líquido. Para ello se contó con ocho cepas aisladas de hentes naturales (ver epígrafe 

5.1). La selección se realizb en cultivo líquido pues es donde existen exm*encias previas 

para la producción  de este metabdito (Mierscb y c o l . ,  1984; Thomas y col., 1989; Thomas y 

col. 1990).  

Las cepas se crecieron en el medio M~erch modificado (ver  epígrafe 5.2). La inoculación se 

realjzb con m i d o  crecido  sobre EMA, según se detalla en el q'grafe 5.3-1. La 

fenncntación se realizó a UM temperatura  de 30" C y se token muestras a 1 0 s  diez y 

quince dias de  fermentación  para ser anatizadas,en -to a la concentración d i  M, bimasa 

y pH. En la figura 6.1 se p&ta la produicibn de biomasa y el comportamjento del pH  de 

las cepas estudiadas;  se  puede apreciar que a 10s I O &a3 de .fmentación todas l a s  cepas 

presentan una buen crecimiento  a  excepción de las cepas 489 y I 1 19 donde la produccibn  de 

biomasa h e  menor, las demhs cepas presentan un crecimiento similar, siendo  superior para 

las cepas 2 y 1368. A los 15 días la producción de biomasa  disminuye en todas l a s  cepas 

debido posiblemente a que ya se encuentran en fase de  Iisis celular. * 

- 
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Figura 6.1 Producción  de  biomasa (barras en negro) y comportamiento  del 
pH (barras en blanco) de las cepas de B. theobromae durante 10 días de 
fmentacibn (a) y I5 dias de fmentaci6n fb). Cepas: A: 2, B: 489, C: U;, 
D: 2434; E: 1; F: 1F; G: 1368; H: 1 1  19. 

Respecto al pH pude apreciarse  que en todas las cepas debido  a su actividad metab6liq el 

valor del  pH inicial se incrementa  de 5.5 hasta valores entre 7 y 8, a excqxión de la cepa 

1 1  19 donde los valores están por  debajo  de  este intervalo (4.6 y 6.3 para IO y 15 días de 

fermentación, respectivamente). 

En la figura 6.2 se presenta  la  producción de Al para las cepas estudiadas. Puede  apreciarse 

. que sólo las cepas 1 y 2434 producen AT a los IO días de fermentacibn en concentraciom 

del orden de los 430 y 91 5 mg/I, respectivamente. 

Figura 6.2. Producción  de Al empleando  diferentes  cepas  de B. 
theobromue durante I O dias de  fermentación (c) y' I5 días  de  fermentación 
(d). Cepas: A: 2, B: 489, C: 2F, D: 2434; E: 1; F: IF; G: 1368; H: I I 19. 

! 



,4 los 15 dias de fermentación  la  cepa 1 incrementa  ligeramente  la  producción de AJ hasta 

460 mgfl Y la cepa 2434, la concentración del AJ se redujo hasta 835 mgA, la cepa 2F 

produjo I30 m@ de N. 

En  la tabla 6.1 se presenta los rendimientos de la producción de biomasa (Yds), de AJ 
(Ypfs)  y la productividad de l a s  cepas 1, 2F y 2434 para la producción del M. Como se 

aprecia los valores de Y d s  para l a s  cepas 1 y 2F son  similares, sin embargo, para la cepa 

2434 el valor de Y d s  es ligeramente superior, esto sipiica que ésta cepa sintetizi, una 

mayor  cantidad de biomasa por gramo de sacarosa consumida, y por tanto mostrb una 

eficiencia supirior para la utilización del  sustrato para  el  crecimiento con respecto a l a s  
primeras. 

Tabla 6.1. Rendimientos de la forrnacibn de biomasa Uds) y AJ (Yph) y 
con respecto al consumo de sacarosa 2 los 15 días de fermentación y . . 

productividad de la cepas 1,2F y 2434. 
- 1 

Cepa Productividad Ypf S Y d s  

(S biomasa/g sacarosa) (ms AJw (S AJlg sacaro~a)xlO-~ 

. _  
I 

91 .S  16.70 O. 175 2434 

8.7 5.61 O. 130 2F 

30.7 9.15 O .  I29 

L 

Por otro lado, el Ypfs para la producción de AJ de la cepa 2434 es aproximadamente de dos 

y tres veces superior a los rendimientos de I a s  cepas I y ZF, respectivamente, lo cud indica - 
que ésta cepa utiliza más eficiente d sustrato para la producción  del metabólit6. En cuanto a 

la productividad  la  mejor  cepa de l a s  estudiadas es la 2434, le sigue  en  orden descendente la - 
cepa 1 y la 2F muestra una productividad comparativamente mucho menor  a las anteriores. 

- 

Estos resultados no concuerdan con los reportados por  Aldridge y col. (1  971) y Thomas y 

c o l  ( I  990); los cuales seleccionaron cepas de B. fheobromae de diferentes  procedencia para 

la producción  de AJ con  rendimientos de 500 y 800 ms/i de A J ,  y productividades de 38.5 y 



F 

80 mgfld, respectwamente. Por tanto, !a productividad  de ia cepa 1 es inferior, mientras que 

la de la cepa 2434 es superior a las reportadas por estos autores. - 

CONCLUSIONES 

Las cepas estudiadas presentaron un buen crecimiento m las condiciones en que se 

desarroOo el experimento a excepción de las cepas: 489 y 1 1 19, mientras que e4 pH de los 

medios de cultivo se incrementó de 5.5 a valores entre 7 y 8. 

Las cepas estudiadas que presentaron mayor capacidad para  producir AJ son Ia cepa: 2434 y 

la cepa 1, p o r  !o cu81 éstas cepas heron seleccionadas para los estudios posteriores de 

producción de Al por cultivo líquido. La cepa mejor adaptada para la producciba de este 

metabohit0 fie !a 2434 pues utiliz6 más eficiente e4 sustrato para I3 producción de biomasa y 

el N, y en un menor tiempo sintetiza la concentración máxima dd metabolito comparada 

con l a s  demás cepas ensayadas, además presentó una mayor potencialidad para producir N 

que las reportadas en la literatura. 
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6.2 PRODUCCI~N DE Ácm J A S M ~ N I C O  EN CULTIVO L~QUDO 

63.1 EFECTO DE LA RELACIÓN CARBONO:NTTR&ENO 
- 

Se ha demostrado que la relación carb0no:nitrÓgeno (KM) es uno de los fictores que 

afeas la producción  de metabolitos secundarios. L o m e  y K u m  (1992) seaalaron que se 

han utilizado </N de 6:  1 a 188: 1 para la  producción  de acid0 giberéliico y que este es el 

factor más importante  que  influye en la  producción de este metabolito. González y c o l .  

(1994) que la S/N óptima para la pduccibn de  Bcido giberdim c o n  Gibberelh 

fijikwoi IMI 58289 es de 68.795 (correspondiente a 30.23 gA de C y 0.44 rs/l de N). 

Borrow y c o l .  (1961) estudiando la  producción  de &do giberélico encontraron que cuando 

se agota d nitrbgeuo en el medio, la masa celular se incrementaddido a la acumulación  de 

carbohidmtos y lipidos, iniciandose la producción  del  Bcido giberttico. También se conoce 

que cuando el medio es rico en carbono pero deficiente en nitrógeno, o sea, cuando se hta 

d crecimiento,  la  producción  de  lípidos en la d l d a  se ve  favorecida por la reducción de la 
síntesis de otros componentes celulares (Rose, 1989). Estos reportes sugieren  que el e m p l e o  

de una KM alta podría favorecer la producción de Bcido a-linolénico y p o r  ende  la  del Al. 

. .  

Thomas y c o l .  (1990) sefialaron que en la producción  de AJ conB. theobromae D7/2 puede A 
emplearse en el  medio una concentraci6n de nitrato  de potasio como h a t e  de nitrógeno 

entre 2 y 5 g .4 ,  mientras que la concentracibn  de la !%ente  de carbono (sacarosa) h e  de 50 

gA, lo cual significa que estos autores utilizaroiRm KM entre 75.87 y 30.34. 

// 

Con base en estos antecedentes se decidió &dim el efecto de la rCM en la producción  de 

A J ,  empleando tres rC/N (17, 35 y 70) y manteniendo  la  concentración ir~~cial de carbono 

constme'y vtiriando  la  concentración de nitrógeno en fonna de nitrato de d i o .  

Para realizar ¡os estudios de la influencia de la S/N, la fermentación  se realiz6 empleando d 
rnedioMersch modificado  en matraces de 125 ml con 25 ml de medio e  inoculados con 2 ml \"q5' 
de suspensión de esporas 2.58. I O' esp/ml de B. fheohromae cepa 1 e incubados a 30" C.  

- 8 
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Figura 6.3. Cinéticas  de  producción  de  biomasa (A), AJ (b) y 
comportamiento  del- pH c) de. B. theobromae cepa 1 c o n  diferentes 
concentraciones  iniciale's  de'  nitrógeno y una rC/N variable [(U) S/N 17, 
(e) rC/N 35, (A) S/N 701. 

Puede apreciarse para l a s  curvas de  producción  de biomasa, primeramente UM fase lag de 

aproximadamente  dos  dias,  en la cual el microorganismo se  adapta al nuevo medio de 

cultivo, seguidamente la fase de  crecimiento rápido la cual transcurre  hasta l a s  doce dias 

59 



Resultahs y discusibn 

Con la rC/N 17 se obtiene una  producción  especifica máxima de 1 O9 mg/g de biomasa a los 

19 dias, tiempo al cual la concentración del AJ comenzó a dismirmir. Para la rCM 35 la 

production de Al comienza aproximadamente a los quince días y se incrementa hasta el final 
de !a fermentación  hasta 73.7 mg/g de biomasa. Mieas que para la KM 70 la producción 

especifica máxima llegó a 53.5 mg/g de biomasa disminuyendo a partir de este momento. La 
productividad para cada una de las variantes fue la siguiente: para la KM 15 h e  de 26.1 

@d, para la rCM 35 h e  de  18.5 mgAd y finalmente,  para  la rC/h' 70 h e  de 19.5 rnglld. Si 
comparamos la productividad de la variantFcon KM 17 con la obtenida en  el experimento 

anterior de  selección de cepas productoras de N (ver tabla 6 .  I), se puede apreciar que estos 

resultados no concuerdan, debido posiblemente a que no s e  utilizj, :a misma  forma de 

inocuhción, sierido este aspecto objeto de estudio en el próximo experimento. 

Para el comportamiento del  pH (ver-figura 6.3.c), puede observarse corno producto del 

metabolismo de B. theobromae cepa I que  para todas la &/N el  pH disminuye hasta 3 basta 

el cuarto día de  incubación, para incrementarse  hasta alcanzar el valor de 8 a l a s  12.5 días 

wimkkndo con la fase de crecimiento rápido de  este microorganismo, se puede notar 

además que para la rC/N 70 se alcanza un pH inferior, d e  aproximadamente 7, con respecto 

a las demás variantes. 

- 



Resultados y dixnsih 

El consumo de los azúcares  procedentes de la inversión de la sacarosa por B. fheobromae 

cepa-1 y la aparición de ghcerol y ácido cítrico para l a s  KM de 17, 35 y 70 se presentan en 

la figura 6.4. 

r-"" 

I I 

i 

Figura 6.4. Cinética de consumo glucosa (Gluc), fructosa (Fruc) y 
aparición de ácido cítrico (Ac. cítrico) y glicerol (Giic). Para (d) y (e) K/N 
17; (0 y (g) rC/N 35 y (h) y (i) S/N 70, d u r G e  el crecimiento de B. 
fheobromae cepa 1 .  (x) Glucosa, (O) hctosa, (+) glicerol, (A) ácido 
cítrico. 
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Puede apreciarse  en la figura 6.4 que la sacarosa es invertida por el  hongo a sus  monómeros 

correspondientes (glucosa y fiuctosa). En todos los c a s o s  la concentración de hctosa se 

incrementó  del tercer al cuarto día k t a  aproximadamente 20 g / l ,  lo cual indica que hasta 

este dtimo tiempo ocurrió la inversión  de la sacarosa, seguidamente la concentración de 

fiuctosa comenzó a disminuir por el consumo de la misma p o r  B. theobromae cepa 1. 
- 

En el  transcurso  de la fermentación W i d n  se detectó la producción  primero  de glicerol y 

luego del ácido cítrico, lo cual es indicativo  de la actividad metabólica desarrollada por este 

microorganismo como se verá m i s  adtrlante. 

Pude apreciarse  que la producción de glicerol inició a los 6 dias para todas las  rC/N 

ensayadas, y se incrementó su concentración  hasta cl día ocho hasta valores de 0.3, 0.45, y 

0.25 g/l para l a s  KM 17, 35 y 70, respectivamente, pasado este tiempo disminuye la 

concentración de &cero1 hasta que se hace cero al dia doce y comienza la acumulación del 

áddo cítrico. Para la variante c o n  rC/N 70, la  producción  del &cero1 se mantuvo constante 

hasta el día 12, tiempo al cud inició la  producción del hcido cítrico. De forma similar a los 

casos  anteriores la concentración del glicerol disminuy6 a cero al día diez s e i s .  Estos 

resuhados  concuerdan  con los estudios  realizados por Legisa (1986) en la producción  de 

Bcido citric0 con Aspergillus niger, en los cuales se reporta  que la producción  de &cero1 y 

la  acumulación  de ácido citrico encuentran asociadas, ya  que cuando cesa la producción 

del glicerol, comi-enm la producción  del  ácido cítiico. ' 

- 

N .  

Por otro lado, la pducción de  ácido cítrico para la variante con rC/N 17 a los dieseis  días 

se alcanzó la produccih rkklma de éste metabolito hasta O. 14 g A ,  mientras  que  para la 

variante de la rC/N 35 la producción máxima de ácido citrico 1Ieg.ó hasta ros 0.8 gl a'los 

diecinueve días de fermentacibn, en  ambas  variante la producción se hizo mímima al tiempo 

final, posiblemente porque éste producto fire consumido como íüente de carbono, al estar el 

medio muy limitado en nutrientes. P i a  el caso'de l a  variante  con rC/N 70 la producción  de 

éste rnetabdrto-se incrementó  linealmente en el  tiempo hasta el final del experimento hasta 
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una concentracion  de O. 16 g / l .  Puede  notarse: además que  donde se produjo más glicerol 

también se acumuló  la  mayor cantidad de  &ido cítrico. 

El incremento de  la KM de 17 a 35 en  el medio :;(: cultivo en l a s  condiciones en que se 

realiri, el experimento Favoreció la acumulación  de ácido cítrico ea el medio de 

fermentación. Esto posiblemente se deba  a  que a m o  en la variante  con rcM 35 se sintetizó 

una camidad mayor de ghcerol, éste  íüe u t i h d o  como fiente de carbono en la ruta 

g l i c u l i t i c a  y convertido en ácido cítrico, obteniéndose una mayor cantidad  de este metabolito 

que en la variante  de KM 17. Estos resuitados concuerdan con  los estudios reportados por 

Tnmphy y Millis (1%3) acerca de la producción de  Bcido cítrico p o r  cultivo liquido. Estos 

autores  estudiando 10s requerimientos nutricionales de una mutante de A. niger para la 

producción  de  acido cítrico encontraron que la acumulación del  dcido cítrico se favorece un 

medio Iimitado  en  nitrógeno y m i n e r a l e s .  

Pen, si a.lalizamos el efecto de  la rC/N con respecto a la producci6a del A l ,  podemos 

apreciar que  el  comportamiento es a la inversa al descrito para el ticido c i t r i co,  ya que la 

produccibn  de Al se favorece en el caso de Ia rCM 17, con respecto a l a s  demis &/N. Una 

pon& explicación a estos resultados  podria estar en  el hecho de  que las rutas metabblicas 

para la sintesis  del AJ y el ácido citric0 p.resentan como intermediario co& el acetil-CoA, 

p o r  lo cual cuando se hvorece la síntesis de uno de ellos p o r  las condiciones del  medio, en la 

otra ruta metabblica se limita la síntesis  del  otro compuesto, y viceversa 

CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados  obtenidos y en. las condiciones en que se desarrolló  el 

' . experimento  el factor KM afectó marcadamente La producción  de AI con B. theobrome 

cepa 1 en tanio que. se favoreció  positivamente  la producción específica y la  productividad 

deAJalarC/N17conrespectoalarC/N35y70. 

- 

v .  

En la variante  con .KM 35 se favoreció  preferentemente la producción  de  glicerol y la 

acumlación de  ácido cítrico con respecto a las demás  variantes  estudiadas. 

La sintesis de N se inició primero en la vañante c o n  KM 70, o sea, en eI medio mis 

limitado en nitrógeno. 
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6.2.2 EFECTO DEL "0 DE I N 6 C U u )  

Con  el objeto de  estudiar si la variación  en  la forma o tipo de  inóculo  provoca al@ efecto 

sobre  el  crecimiento y la produccibn  de AJ por B. theobroma . ( epa 1, se realizaron 

fermentaciones en l a s  que se inoculó utilizando m i d o  y por otro lado e s p o r a s .  Ambos 

inódos se obtuvieron  del crecument osuperficialdelacepaenEMAsegúnsedetallaenlos 

e p í g r a f e s  5.3.1 y 5.3.2.A En este caso no se empleó la cepa 24%, pues según experiencias 

previas esta no cepa no esporula abundantemente. 

. .  

La inoculacibn con micelio se redizb empleando 5 bocados de agar crecido de micelio, 

mientras que  la  inoculación con espops se realizó adicionando 2 ml de una suspensibn de 

2.5Ox10' esplml a 25 ml del d o  Miersch modificado y una </N de 17. En la figura 6.5 se 

muestran las cinéticas  de crecimiento de B. theobrmue cepa 1, de  producción  de N, y l a s  
variaciones del  pH  para las dos  variantes  de  inoculacion  empleadas. 

En  la  variante que se empleo la  inoculación con micek la ideofase se alcanza 

aproximadamente a los 9 días de fmentaubn, y el crecimiento corn& a declinar  después 

del  día 12, mientras  que para la variante inoculada c o n  esporas la ideofase se alcanzó a los 

12 días, el crecimiento disminuye a partir  del  día 14 de fermentación. El crecimiento xmiximo 

alcanzado  por  el  microorganismo en éstas variantes es ligeramente  superior  para la variante ,- 

inoculada  con micelio (9.80 g A ) ,  pues en la variante  inoculada con esporas se alcanzó una 

concentraci6n  de 9.13 d. 
La producción  de AJ e d a  variante  inoculada  con micelio inició em la fase tardía del 

crecimiento al día 8 de  fermentación,  obtenikndose una concentración máxima de 499 mgA 

de AJ a los 11 días de  fermentación, despub de este tiempo la biosíntesis  de este compuesto 

.disminuyó  &incidiendo como el comienzo de la tisis celular. Por otro Iado, en la variante 

inoculada a n  .esporas la producción máxima de AJ se alcanzó a los 19 dias con una 

I 

concentración  de 490'mg/I de N, de forma similar después  de  este  tiempo la concentración 

de AJ disminuye. El tiempo  de  producción mCrdma  de AJ empleándo la'inoculación c o n  

micelio se reduci en unos 8 días con  respecto  a la variante inoculada con esporas. 
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Figura 6 5 .  Cinética de producción de biomasa (a), AJ (b), y 
comportamiento del p H  (c) de B. theobromue cepa 1 empleando como 
fbentes de inódo:  micelio (m) y esporas (m). - 

Respecto al pH puede observarse en la figura 6.5.C que para l a s  dos variantes de inoculacidn 

e1 pH disminuye hasta hacerse mínimo aproximadamente al tercer día y alcanzar valores de 

apolrima‘hamente 3 ,  luego se incrementa exponencidmeme producto de la actividad 

metabdica del microorganismo hasta un valor de aproximadamente 8 donde se estabiliza 

coincidiendo &n EI fase estacionaria del microorganismo. Puede apreciarse además que esta 

estabilización del p H  se alcanza también con mayor .rapidez para el .caso- de la variante 

inoculada con micelio respecto a la variante inoculada con esporas. 

En la tabla 6.2 se presenta los rendimientos de la producción de biomasa (Yx/s), AJ Cyp/s) y 

la productividad para la producción de AJ para l a s  variantes en estudio. 
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Tabla 6.2. Rendimientos  de la formación de biomasa (Yds)  y AJ (Ypk) 
an respecto al consumo  de  biomasa y productividad  de las hentes de 
nitrógeno ensayadas. 

Tipo de inóculo Productividad YpI S Y d s  
(S biomasa/g sacarosa) (mg AJAd) (S PJlg saw0sa)xlU3 

Mkelio 45.45 9.98 O. 196 

Esporas 26.3 1 9.88 O. 183 
i 

(Se consideró la concentración de biomasa al final del crecimiento rápido  del 
microorganismo y la producción máxima de AJ para los cákdos de  los  rendimientos). 

Como se aprecia los rendimiento Y d s  y Yp/s son similares  para la inoculación  con micelio y 

esporas lo cual significa que  la eficiencia  para  la  utilización de la sacarosa para la fo..llacibn 

de  biomasa y la  producción AJ es casi la m i s m a  en l a s  variantes ensayadas. 

La productividad  para la produccibn del M se incrementó al emplear  la inoculaci6n c o n  

m i d o  respecto a la de las esporas en 1.7 veces. Este comportamiento se puede explicar en 

base a que la fase estacionaria  de crecimiento en la variante inoculada con micelio se alcanzi, 

más rápidamente  que en la variante  inoculada  con esporas según se describió  anteriormente, 

y es precisamente en esta fase  donde se acumula el A J .  

Un comportamiento similar al aquí reportado  fite observado por Barrios y c o l .  (1993). Estos 

autores encontraron  que  la inoculación c o n  micelio mostró un efecto positivo en  la 

producci6n  de  penicilina  con Penicillium chyqermm c o n  respecto a la  produccibn por el 

control  inoculado  con  esporas de  este hongo, reduciéndose  el tiempo de  produccibn  del 

antibiótico hasta  en un 30 %, además  notaron que la mayor producción no se debib a una. 

mayor concentración  de biomasa. 
* -  

CONCLUSIONES 

De amado a los resultados  obtenidos puede plantearse que la inoculación  con micelio de B. 
rheobrmue cepa 1 para la producción de N se ve favorecida respecto a la inoculación c o n  

esporas, pues se reduce considerablemente el tiempo al cual se alcanza la fase  estacionaria, 
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incrementándose la productividad en 1.7 veces c o n  respecto a la inoculación con esporas. 

Los rendimientos  obtenidos  para  de la formación  de biomasa y del AJ heron S i m i k e s  para 

l a s  dos  variantes  ensayadas. 

6.23 EFECTO DE LA ADICI6N DE EXTRACTO DE LEVADURA 

Este experimento se realizó con el objetivo  de c o n o c e r  el efecto de la adición de extracto de 

levadura al medio sobre el crecimiento y la producción  de AJ por B. theobmmue cepa 1, 

teniendo en cuenta  que en la síntesis  del  dcido a-linolénico (intermediario  de la sinttsis de 

AJ) se necesita la presencia  de vitaminas (como la biotina) y además que este medio cuntiene 

entre sus componentes  principales  de un 7 a 9.5 % de  nitrógeno orgánico, cohctores, 

vitaminas y minerales. Por ejemplo, Granger y col. (1993) en sus estudios sobre la limitación 

de los nutrientes  del  medio en la  producción  del &do  a-linolénico c o n  Rhcxhtmfa ghrtinrs 
- "."0 

emplearon 1 g/l de extracto de  levadura en el rxdio de cultivo. Broadbent (1969) &al6 aI 

extracto de l e v a d u r a  como uno de los componentes del medio de  cultivo para la producción 

de M. 

El experimento se diseiio sobre  la base de  determinar el aporte de nitrógeno de l  extracto de 

levadura  adicionado al medio y evh la cantidad  de  nitrato  de d o  necesaria p&a 

mantener la misma cantidad de  nitrógeno en la  variante en la que  no se adicionó el extracto 

de levadura, y de  esta  forma  no modificar la KM. Para la variante a la cual se le puso 

extracto de levadura al medro de  cultivo se adicionó en-una concentración  de I gA, 

cuniderando  a  esta  sustancia  fimdamentalmente como íüente  de vitaminas (Frt, 1975). La 

fermentación se tealizó empleando  el medio Miersch moditicado  e  inoculado con 5 bocados 

de miceljo de B. rheohrpae cepa I y a 30' 6. En la figura 6.6 se presenta la cinética de 

crecimiento, de  producción  de N, el  consumo  de los azúcares y l a s  variaciones  del pH, 

obtenidas para los medios fermentados  para  cada una de las condiciones  probadas. 

Respecto al crecimiento de B. fheobromae cepa 1, la  adición de extracto de levadura no 

provocó un aumento en la concentración  de bioma&, pero si el alcance  de la fase 

estacionaria más rápidamente  con respecto al control sin extracto de levadura. 

- 8*i; 
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Figura 6.6. Cmética de  producc$n de biornasa (a) y AJ (b), 
compoh.mimto del  pH (c) de B. theobromae cepa 1 empleando como 
hente de nitrógeno:  nitrato  de  sodio:(.) y. nitrato  de  sodio y extracto de 
levadura (O). C o m o  de  glucosa (A) y Fructosa(+)  para la  variante  de 
nitrato.de  sodio (d) y nitrato  de sodio y extracto de  levadura (e)]. 

Para la  variante c o n  e x - c t o  de levadura  la ideo& se alcanzó a los 5 días de fementacion, 

continuando  hasta  el dia 9, tiempo al cual el crecimiento comenzó a disminuir,  mientras que 
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la ideofase para  el control se alcanzó aproximadamente  el  día 9 de  fermentación y su 

duración fue  menor,  pues a partir de este tiempo,  el  crecimiento  disminuyó. Este 

comportamiento  puede  explicar  el hecho de  que  la  prod1:cc'ón  máxima  de N se alcance mits 

rápidamente en la variante con extracto de levadura respecto al control, ya  que es en la fase 
estacionaria donde se acumula  el AI. 

La adición  del extracto de levadura al medio de sdtivo provocó un efecto positivo al 

propiciar un adelanto del inicio de la síntesis de! AJ y por tanto disminuir el  tiempo al cual se 

alcanza la producción máxima de A J ,  apreciándose UM mejora  de aproximadamente 2 días, 

con respecto al control sin extracto de I w a d u r a ,  sin embargo,  la produccibn del  metabolito 

- 

no se incrementó  apreciablemente en comparación c o n  el control. 

Para b variante  a  la  cual se le adicionó extracto de  levadura se obtuvo una pmducci6a 

mixima de 550 mgA de AJ a los diez dias de f m  .r.tacióq luego de  este tiempo la 

biosintesis de este metabolito disminuyó  coincidiendo  con  la fase de lisis celular, mientras 

que para la variante  control la  producción máxima se a l c d  a  los  doce dias de . 

fermentación y una concentración de 500 de  forma s i m i l a r  disminuye su concentración 

despuis de  transcurrido este tiempo. 

Para la variante c o n  extracto de  levadura los animes se consumen  aproximadamente a los 6 

días,,mientras que  para  el control se agotan  aproximadamente a los 7.5 días  de  fermentación. 

Para la variante c o n  extracto de levadwa el pH disminuye hasta hacerse mínimo 

aproximadamente al segundo día, alcanzando valores cercanos a 4, luego se incrementa 

exponeacialmente  hasta  aproximadamente S. El comportamiento  del  control resulta similar, 

pmo c o n  la  diferencia  que  los  valores  de pH en toda la cinética son mferiores, puede 

- a b  además  que  la  estabilización  del pH se alcanza prácticamente al mismo tiempo 
. 

- para las dos  variantes. 

En la taka 6.3 se  presenta los rendimientos  de la producción de biomasa (Yds), N (Yp/s) y 

la  productividad para la  producción  de AJ para las varianies  en estudio. Como se  aprecia los 

viresobtenidos de Y d s  y Ypls son muy similares, lo cual se debe  a  que la producción de 

biomasa y AJ íüe similar también para ambas vmhtes como se vio anteriormente. 
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La productividad  se  irmementó para la variante c o n  extracto de: iwadura con respecto al 

control m 1.33 veces. UM explicación a este comportamiento está en el echo de que la 

adici6n  de extracto de  levadura  permite a la célula  tomar dd medio vita?ninas y cofkctores 

que  favorecen  el metabolismo de B. theobromue para  sintetizar d N. La variante control 

mostró que B. theobrmae posee la capacidad de  sintetizar  este wetabolito sin la presencia 

de estos  compuestos, pero se necesita de un tiempo mayor para alcanzar el mimo titulo del 

metabolito. 

- 

Tabla 6.3. Rendirnientos de la formación de biomasa Vds) y AJ (Yph) 
con respecto al co~lsumo de biomasa y productividad de las fuentes de 
nitrógeno ensayadas. 

Fuente  de  nitrógeno Productividad YpJs Yx/s . 

(S biomasalg sacarosa) (mg AJAd) (8 AJ/g  scarosa)xlU* 
4 

NaNOJ 41.6 1 .o0 O. 183 

NaNO3 y extracto de 55.5 . 1.11 0.181 
levadura 

Los resultados  reportados en este experimento no concuerdan con lo reportado p o r  Thomas 

y col. (1990) quienes  emplearon  nitrato,  preferiblemente  nitrato  de calcio, potasio, o sodio 

como fiente de  nitrógeno  en  la  producción  de N; seiialando además que la adición  de  otras 

fbentede nitrógeno y especialmente org$mcas, no deben ser &dos al medio de cultivo. 

Como se vio anteriormente  la  adici6n de extracto de  levadun provocó un efecto positivo en 

la producción  de este  metabolito en cuanto se incrementó la productividad  del mismo. - 

. I  . -CONCLUSIONES 

La adición  de 1 g/l de extracto de  levadura al medio Miersch modificado provocb un efecto 

pQsitivo en la  producción  de AJ en cuanto disminuyó el  tiempo  de  producción  del AJ en dos 

días aproximadamente,  incrementándose la productividad en 1.3 veces con  respecto al medio 

sin extradto  de  levadura.' La producción máxima del  metabolito no se incrementó  de manera 

1 
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apreciable y por ende,  no se incrementó el rendimiento (Yp/s). También el Y d s  fue similar 

en ambas variames. 

B. fheobromae no requiere  de  la  adición  de vitaminas o cof8c:ores para realizar la síntesis 

del N ,  ya que posee la capacidad  de  sintetizar  todos los intermediarios necesarios para 

llevar a cabo este proceso si e! medio contiene UM hente de carbono como la sacarosa, y 

sales minerales como nitrato de sodio, fosfato de potasio, cloruro de potasio, subtos de 

magnesia, him, cobre, manganeso y zinc y ad& moliieno de sodio. 

- 

6.2.4 EFECTO DE LA TEMPERATURA 

La temperatura es un parámetro muy importante  para el crecimiento y la produccih de 

metabolites secundarios, ya que no siempr? la temperatura de mhcimo crecimiento 

mesponde con la máxima producción  de édos (Put, 1975). El experimento se realizti con 

el objetivo de determinar el efecto de la temperatura sobre la producción  de N, para d o  se 

utilizaron l a s  s i g u i e n t e s  temperaturas: 25, 27,30,32, 35" C. En esta oportunidad se ensayó 

la influencia de esta variable con  dos cepas de B. theobromae: 1 y 2434. La.fmendación se 

llevo a cabo empleando el medio Miersch modificado y suplementado c o n  1 gA de dnscto 

de  levadura, inoculado COR 5 bocados de midio e incubados p o r  10 días. 

En lafigura 6.7 puede apreciarse el efecto de  la  temperatura en la producción  de AJ con B. 
fheobromae cepas: 1 y 2434. 

La máxima produ~ción de AJ para ambas cepas ocurre  a 30' C. Para B. theobromae cepa I 

la  produccibn ocurre en un intervalo de 27 a 35" C y para B. rheobromae cepa 2434 d rango 

P . I+' 
4 %  

c 

de produccíiw de AJ es más amplio, pues en todas las temperaturas  ensayadas se produce el - i 
Al, por lo cual ésta cepa muestra UM mejor  adaptación  a las condiciones del  ambiente para 

producir este metabolito y mayor& ventajas para ser usada en la producción de este 

-metabolito por FMS. 
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Figurn 6.7. Efecto de la temperatura  en la 
producción  de M con B. theobromae cepas: 1 . 
(m) y 2434 (O) a los 10 días de fermentación. 

Estos resultados  concuerdan con los reportados por Thomas y c o l .  (1990) donde se seaalan 
que d rango óptimo para la producci6n del AJ p o r  fermentación  en lote se encuentra entre 

27 y 30" C. 

CONCLUSIONES 
z 

La mejor temperatura para la produccih de AJ con B. theobromae c e p a s :  1 y 2434 

empleando el medio Miersch modificado y suplementado c o n  extracto de J e v a d u r a  e 

- L a , c e p a  2434 produce AJ en un amplio intervalo de temperaturas (25-35' C), mostrando 

una G t a c i b n  mayor a las condiciones del ambiente para la producción  de este metabolito 

respecto a la cepa 1.  

.* - 
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6.23 EFECTO DE LA AGITACI~N 

La wtación de los fiascos de  cultivos  cumple c o n  la  función  de favorecer la transferencia  de 

masa entre las dikentes fases del  sistema (gas, liquido y sólido)  presentes en a cultivo y la 

mezcla del cultivo para  mantener homogénws las condiciones fisicas y químicas en el cuJtivo 

(Rrt, 1979, esto es particularmente  importante  para dispersar la biomasa en el medio y 

proveer de oxígeno y nutrientes a l a s  cddas en crecimiento. 

- 

La agitación del medio ha sido una  de las miis variables estudiadas en la producci6n de Al. 

Por ejemplo Thomas y c o l .  (1990) reportan que la agitación en fermentadores no debe 

sobrepasar l a s  1 9 0  rpm, pues a velocidades mayores la producci6n de &e metabolito es 

sevaamente afectada por la producción simukha de un polisadrido e x t r a c e l u l a r .  

I 

Tenimio en cuenta ia premisa  anterior, se estudió la influencia de la agitación en inmbador 

agitado y controlado téicamente a tres velocidades que heron: 50, 100 y 150 rpm, los 

r e s u l t a d o s  se comparan con  el  control que fue la variarrte sin agitación. 

La fermentación se realiz6 empleando d medio Miersch modirficado y suplementado con 

extracto  de  levadura e  inoculado-con micelio de €L~heobrOmae cepa 2434 y a 30" C. 

En la figura 6.8 se presenta las cinéticas de  producción de Ai, de crecimiento, y las 

variacjOnes del pH, obtenidas para los medios fermeotados  para  cada una de l a s  condiciones 

probadas  de a&itacióo, 

Puede apreciarse que la  producción  del AJ inició ai cuarto día de fermentacibn  para  todas l a s  
variarttes en el comienzo de la id_eofase. La producción mixima de Al de las variantes 

. .agi&as se alcanzó a los ocho dias de fmentacibn en concentraciones de 200, 300 y 350 

m@ -&m lv variantes  de 100, 150 y 50 rpm, respectivamente; iuego de este tiempo l a s  
concerrtracionesiel metabolito disminuyeron en el tiempo hasta valores pr6ximos a 50 M. 
Para la variante sin  agitación la producción continuo creciendo 'hasta el final de la 

f emac ibn  obieniéndose un concentración de 900 mg/l de N. 

, I  
,.i"> 1 

;,'p 
. 
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Figura 6.8. Efecto de la agitación [(e) O, (r) 50 rpm, (A) 100 rpm, (x) 
I50 rpm] en la produccion de biomasa (a), AJ (b) y comportamiento del pH 
con B. theohromae cepa 2434. 
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Por otro krdo el crecimiento de R. theobromae 2434 en las variantes  agitadas resultó ser 

mayor en todos los casos con respecto al control sin agitacrón. 

Respecto al pH del medio fermentado puede  apreciarse que producto del metabolismo del 

hongo, el pH inicial dismimve hasta valores  entre 3.5 y 4 al segundo dia de la fermentación, 

incrementridose a partir  de este momento hasta vatores entre 6 y 7 para las variantes -S 

y para el control llegó 8.8. 

- 

En la figura 6.9 se muestran 10s rendimientos  de la produccibn de  biomasa y Al c o n  respecto 

a la sacarosa consumida. Puede apreciarse m& claramente como la agitación afectb la 

producción de biomasa y del M. Al incrementar la velocidad de agitación a 50, 1 0 0  y 150 

rprn respecto del control (sin ,igitaciÓn), e! rendimiento para la formación de biomasa 

alcaazij un dx imo  a 100 rprn de 0.32 g biomasalgSac consumida, para posteriormente 

disminuir el valor de 150 rprn hasta un valor próximo al rendimiento del control de 0.22 g 

biomasa/g Sac consumido. En tanto  para l o s  rendimientos para la producción del AJ para 

todas las velocidades  de  agitación ensayadas disminuyeron apreciablemente  de 0.018 para el 

control a UII 0.007 a 0.006 gAJlg Sac consumida para 50 y 150 rpm, respecltivamente; a l o 0  

rpm se obtuvo un rendimiento mínimo de 0.004 gAJ/g Sac, coincidiendo con el rendimiento 

msximo de  biomasa. Estos resultados sugieren una desviación del metabolismo, en la que al 

agitar el medio de  cultivo, B. theobromae cepa 2434 consumió el sustrato para la formación 

de s u s  componentes c e l u l a r e s ,  en tanto que en el medio sin agitGse favoreció la sintesis del 

AJ. La disminución del  rendimiento Y d s  a 150 rpm tampoco provocó un efecto favorable a 

la producción de este metabolito, lo cual probablemente podría explicarse por la desviación 
del metabolismo a la síntesis'de otros metabolitos. - 
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FÍum 6.9. Rendimientos de la formaci6n de biomasa y AJ con respecto al 
sustrato consumido (sacarosa: Sac), Yx/s (a), Ypls (b) a las vclocidades de 
agitacibn O (control), 50, 1 0 0  y 150 rpm; considerando la concentraci6n de 
biomasa hal del r~ecimiento rápido del microorganismo y la producción 
máxima de Ai para los dculos de los rendimientos. 

Thomas y c o l .  (1989) reportan que B. theobromae cepa D7l2 en condiciones de cultivo 

estático a nivel de matraz y un medio compuesto principalmente por suero de leche y 

residuos de la extraction de aceites permitieron alcanzar una concentración de 500 mg/l de 

AJ en 10 dias de fermentación. Sin embargo, la producción  del metabolito disminuyó hasta 

lo 300 mgfl cuando se realizb la síntesis en condiciones de agitacibn a 250 rpm. 

-CONCLUSIONES 

La agitación a +as velocidades ensayadas (50, 1 0 0  y I50 rpm) no incrementa de manera 

significativa la producción máxima de AJ de B. lheobromae cepa 2434 am respecto al 

- ~. control (sin agitación), pues en todos l o s  casos la producción de N se redujo 

apreciablemente, posiblemente por la desviación del metabolismo del bongo hacia la 
producción de sus componentes celulares y otros metaboIitos según lo demuestran los 

valores obtenidos de Y d s  y Yp/s. 



6.2.6 EFECXO DEL TIPO DE FUENTE DE CARBONO 

El objetivo de estudiar  el efecto de la hente de carbono file el determinar la  eficiencia  de B. 
fheobromae cepa 2434 para utilizar diferentes í%entes de carbono en la  producción dd AJ y 

mejorar d medio de cultivo. 

- 

Entre las &entes  de carbono que más se han utilizado para la producción de AJ se 

encuentran medios orgánicos complejos como harina de soya, extractos de cítricos, licor de 

maíz (hGerxh y col . ,  1984) y suero de leche (Thomas y col . ,  1989). Tambidn se rccnmienda 

el empleo de medios sintéticos  a base de fnrctosa, gh~cosa, lactosa, maltosa y sacarosa, 

siendo la glucosa y la sacarosa l a s  msS utilizadas y l a s  que reportan los mayores 

rendirnientos (Thomas y c o l . ,  1990). 

Diferentes autores (Ekundaya y Oso, 1991 ; Navaratnam y c o l .  1996) seiIalan que B. 
llleobrme produce a-amilasas y glucoamilasas que h i d r o h  a l  almidón a sus monómeros 

correspondientes,  por tanto sería muy adecuado evaluar el efecto de ésta de lenta asirnilación 

hente y su mezcla con sacarosa en la  producción de N. 

Basados en'los antecedentes  anteriores se seleccionaron la fkemtes de  &no a &yar. 

Éstas fueron: almid6n  soluble  de  papa (ASP), ASP más sacarosa (50-50 %), fiuctosa, 

glucosa, lactosa, sorbitol, y sacarosa (como control). Se incluyó en ésta lista al sorbitol por  

- ser un azúcar de ficil disponibilidad. 

. L  

- Los ensayos se realizaron utilizando el medio Miersch modificado y suplementado con  

extracto  de  levadura, inoculados c o n  micelio  e incubados a 30" C por 10 días. Para cada una ( fl\b 

de las fuentes seleccimadas, se calculó el % de carbono aportado por el control, y en base a 

este % se calcularon el peso de estos compuestos y corno hente de  nitrógeno se utilizó 

nitrato de sodio. 

La producción de AJ por B. rheobromae 2434 con l a s  seis fuentes de carbono se comparan 

J 

- 

con el control, considerando  el  rendimiento  de AJ en el  medio  que  contiene sacarosa como 

el - 1 0 0  % (902 mg/l de AJ), por tanto, los mejores sustratos presentarán rendimientos 

similares o superiores al 1 0 0  %. 
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En el figura 6.1 O se presenta los rendimientos obtenidos ce AJ para l a s  diferentes  fbentes de 

carbono  empleadas (a), así como la producción  de  biomasa y el pH al final del  experimento 

A B C D E F I  
Fucnte Carbono 

T 

I 
.+- 

A B C D E F I  
FucnteGXbX3 

Figura 6.10. Producción  de AJ (a) y biomasa [en barras en negro] (b) y pH 
final [en barras en blanco] (b), empleando  diferentes hentes de carbono con 
B. theobromue cepa 2434. Fuentes  de  carbono A: sacarosa (control); B: 
ASP, C: sorbitol, D: dextrosa, E: lactosa; F: ASP+sacarosa y I: fhctosa. 

. .  

Puede apreciarse  que los mejores  sustratos son  la fiuctosa y la glucosa con rendimientos del 7 

139.9 y 124.9 % , respectivamente. Le sigue en orden la mezcla de ASP y sacarosa c o n  un 

rendimiento muy similar al control (100.4 %) y los sustratos más pobres para  producir  el Al 
"son el ASP, el  sorbitol y la lactosa c o n  un rendimiento  de 44.4,  19.1 y 13.8 %, 

respectivamente. 

Estos resultados.no conmeida con los reportados por Thomas y c o l .  (1989, 1990) quienes 

proponen como fuente  de  carbono  preferiblemente a la sacarosa o glucosa para la 

- producción de N, ya que  como se observó la fuente  con el rendimiento mhs alto y por tanto 

la más eficiente para la producción  de he la Frudosa. 

Una explicación a este  comportamiento se podría  deber al echo de  que  la glucosa a 

diferencia  de la fructosa al entrar  a la glucólisis necesita de  dos pasos  de  reacción que 

implican  el  consumo de un ATP para llegar  a la hctosa-&fosfato, mientras  que la fiuctosa 

sÓ10 necesita de su fosforilación para entrar  a  esta rutq p o r  otro lado la Sacarosa 

inicialmente es invertida p o r  el enzima invertasa  a  glucosa y hctosa, y luego es que ocurre 

" 1- '<*?do A n  N 2zÍrarec. a. 13 g!uc6lisis, por tanto, e] mp1etn .d~  v.cRrnc? y 13 2 ! 1 r n s 2  
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 implica^ un consumo mayor  de  energía por  la &Ida para llegar a piruvato y de ahi al 

acetilCoA que en el caso de  la fhctosa 

En cuanto a la biomasa formada se puede observar que en todos los medios se alcanzaron 

ahos titulos  de biomasa y superiores al control de sacarosa, destacando  principalmente el 

ASP y el sorbitol. 

Con respecto al pH pude apreciarse que en todos los medios se alcanzaron valores entre 7 y 

8, a excepción en el  medio con  lactosa donde el pH h e  de 6 .  

CONCLUSIONES 

De l a s  fuentes  de  &no  ensayadas para la producción  de A3 c o n  B. theobromae cepa 

2434 l a s  que  mostraron  mayor  eficiencia con respecto al control de sacarosa heron: la 

hctosa y la glucosa. La mezcla de un sustrato de l e n t a  asimilación como el ASP con la 

sacarosa mostró un rendimiento muy similar al control, pero cuando se ensayo por s e p d o  

se obtuvo un rendimiento  inferior del 50 %. Los sustratos más pobres para  la  producción  de 

Al heron el sorbitol y la lactosa. 

. 
6.2.7 EFECTO DEL TIPO DE FUENTE DE N I T R k E N O  I . 

En los estudios  realizados  de  producción  de AJ se han empleado como íüente de  nitrógeno . - 

- 
V - 

. fkdamentalmente: extracto de  levadura, harina de soya, glrcina, nitratos de sudio, potasio o 

calcio (Broadbent, 1968; Miersch y c o l . ,  1984; Thomas y c o l . ,  1989, 1990) 

De forma similar al experimento  anterior se p r d ó  a  estudiar el efecto de la hate de 

nitrógeno en la producción  de AJ con B. rheobromae 2434 c o n  el objetivo de  determinar la 

eficiencia  de diferentes  fuentes y contribuir a la optimización  del medio de  cultivo. Las 
hentes seleccionadas heron: cloruro de amonio, extracto  de  levadura, fosfato de amonio 

ditásico, s u l f ~ i t ~  de b I i u i i u ,  y liiilaio dl: d~j <LV-;" COIIUO~). 
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L o s  ensayos se utilizó  el medio Miersch mdifkado y suplementado con extracto de 

l e v a d w a ,  inoculados con micelio del hongo e incubados a 30" C y 10 días. Para  la h a t e  de 

nitrógeno se calculó la contn'hución de  nitrógeno  aportado por el controi, y en base a este se 

calcularon el peso de l a s  hentes de nitrógeno utilizadas; y como sustrato sacarosa. 

- 

Se comparó Ia producción  de AJ de B. theobrornae cepa 2434 de las seis tüeutes de 

nitrógeno con el  control en este caso el  nitrato  de sodio. Si consideramos e)  rendimiento de 

AJ en un medio que contiene nitrato de sodio como fbente de nitrbgeno como el 1 0 0  % 

(902 mg/l de AJ), por tanto, las mejores &entes p r d  rendimientos similares o 

superiores al 100 %. En el figur .6.10 se presenta los rendimientos obtenidos  de AJ para las 

diferentes hentes de  nitrógeno  empleadas (a), así como la produccibn de biomasa y el pH 

final (b)- Puede apreciarse  que los rendimientos  obtenidos  empleando las diferentes  &entes 

de nitrógeno heron bajos: e1 rendimiento más alto correspondib a la variante con extracto 

de l e v a d u r a  alcanzándose u11 rendimiento  del 44.5 %; para la urea y el nitrato de amonio los 

rendimientos heron del 8.2 y 3.2 %, respectivamente y para  las demás hentes los 

rendmieatos fueron nulos. 

r= 

A B C D E F I  
- 

A B C D E F I  
FuenteNitr6geno Fuente Nitrógeno 

Figura 6.1 l. Producción de AJ (a), biornasa en barras en negro y pH final 
en barras en blanco (c), empleando diferentes hentes de nitrógeno con B. 
[heobromae cepa 2434. Fuentes  de  nitrógeno: A: nitrato  de sodio, B: 
nitrato de amonio, C: sulfato de amonio, D: cloruro de amonio, E: fosfato 
de amonio dibásico, F: extracto de levadura y I: urea. 

El crecimiento  alcanzado a bs 10 dias de  fermentación p o r  B. fheobromoe 2434 he mayor 

sn los medios que contm'a'nitrato de monio, extracto de levadura y urea c o n  respecto al 
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sulfato de amonio el  crecimiento fue menor; a su vez éstos dtimos presentan un pH inferior 

a 3,  una posible  explicación a este  comportamiento pueda deberse al echo de  que al irse 
consumiendo los iones amonio, se genera en el medio una hidróljsis Gda debido a la 

presencia  de los iones cloruros, d a t o s  y fosfatos, lo cual resultó muy negativo para el I 

crecimiento del hongo y por ende para la  producción  del M. Este comportamiento es menos j 

acentuado para el caso del nitrato de amonio, posiblemente porque se consumen primero los I 

1 
iones amonio, generaindose la hiddisis Bcida por la presencia de los iones nitratos, pero al 

agotarse los iones amonio, los nitratos son  reducidos  a  nitritos y luego a amonio por la 

acción de los enzimas  nitrato reductasa y nitrito reductasa (Pateman y Kinghorn, 1975), lo 

cual incrementa  el  pH hasta un valor próximo  a 6, add se alcance un crecimiento mayor 

al del control y se produzca  el de AJ. 

- I  

4 

1 

.. 

Las hentes de nitrógeno orgánicas ensayadas como el extracto de l e v a d u r a  y la urea no 

mostraron ser superiores  respecto al control de nitrato de  sodio, a pesar  de que en estas 

variantes se produce un mayor crecimiento,  posiblemente  por el  hecho de que estos cultivos 

se desarrollaron en un rango  de pH entre 5 y 6 ,  y no alcanzaron el  intervalo  Caradm'stico  de 

pH de 7 a 8, que se produce cuando se utiliza  nitrato  de sodio como hente de nitnjg&~o. 

CONCLUSJONES - 
De l a s  h a t e s  evaluadas  para  la  producción  de AJ con B. theubromae cepa 2434 ninguna de 

ellas fue superior al control de  nitrato  de d i o .  

El crecimiento  de la cepa fue afectado en los nfedios que  contenían dmxo de amonio, 

fosfato de amonio dibásico y sulfato de amonio, posiblemente  por el ;fedo del pH, el cual 

fie inferior a 3 en los medios que  contenían estas sales. Este efecto fue m e n o s  acentuado en 

el medio que contenía  nitrato de amonio, pudiéndose  acumular una peque&  cantidad  de AJ 
en este medio 

- .  

De las füentes  de  nitrógeno ensayadas las  orgánicas corno el extracto de levadura y urea . 

mostraron ser superiores a l a s  inorgánicas para  la  prodúcción de este metabolite. 
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6.2.8 EFECTO DE LA ADICIdN DE ACEITE DE SOYA (PRECURSOR) 

Un precursor se define como aqueila(s)  sustancia(s)  adicionada(s) al medio de hentac ión  

antes o sirnuitáneamente c o n  el proceso, las cuales son incorporadas a la molécula  del 

producto de la  fermentación y que  incrementa la producción y/o m e j m  la calidad del 

producto (Bu'lock, 1965). Los precursores  requeridos en l a s  fermentaciones industriales son 

proporcionados por los constituyentes  nutritivos de! medio o por  la  adición  de  algunos 

compuestos o por la combinación de ambos. De esta forma el principal criterio para emplear 

un preausor es que este llegue  a ser incorporado al producto de la fmemtacibn. 

Como precursores de la síntesis de AJ pueden emplearse residuos de la extracci6n de aceites 

y harinas de das oleaginosas de girasol, soya, colza, entre otros, según : -c :pr tan Thomas 

y col. (1 989). 

Teniendo en cuenta estos antecedentes y el echo de que el ácido CY-linol&ico es el 

intermediario principal  de  la  síntesis del N, se seleccionó el aceite de soya como precursor, 

con el objetivo de estudiar su efecto en la produccibn  del N. En este c8so se escogib al 

aceite de soya, pues se c o n o c e  que  en su composición se encuentra  aproximadamente  de 5 a 

I 1 % ( v h )  el ácido a-linolhico (Pyier, 1972). 

Se usó un aceite comercial que  presenta la siguiente  composición: 15 % de  ácidos g r a s o s  

saturados, 22 % de  hcidos g r a s o s  monoinsaturados y 55 % de ácidos grasos pobaturados. 

Para este  estudio se seleccionaron  dos  dosis  de  aplicaci6n 0.5 y 1 ml de aceite de soya al 

medio de cultivo,  considerando la concerrtraci6n de  dcido a-linoldnico del 5 % en el aceite 

de soya comercial, se calcularon los volúmenes a  adicionar al medio de cultivo pari 
. 

concentraciones  de 900 m@ y 1800 m@ de hido a-linolénico 

Los ensayos se realizaron  empleando el medio Miersch modificado y suplementado c o n  

extracto de levadura,  inoculados con micelio del hongo e incubados a 30" C y como  fúente 

de carbono sacarosa y hente de  nitrógeno  nitrato  de sodio. Cabe destacar  que el  aceite  de 

soya se esterilizo por separado en iguales condiciones  que el medio de cultivo. 

En la figura 6.1 1 se muestra el efecto de la adición de un precursor en la producción de M. 
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Figurn 6.12. Efecto de la adición  de  aceite  de  soya  (precursor) en la ! 

I 
producción de AJ (a) y el pH (B) c o n  B. rheobromae cepa 2434. Dosis: (e) 
Oml,(.)O.5ml,(A)lml. - 

I 

- I 

1 Se puede apreciar que  la adición  de aceite de soya en las dosis empleadas no provocó uri - ~ 

adelanto del inicio de la síntesis  del N, ni se incrementa  sigmficativamente la producción  de 

AJ con respecto al control sin aceite  de soya. A los diez  días de  fermentación,  para  la dosis 

de 0.5 ml de aceite de soya se a l c d  una  producción máxima de 744 mgA y para la de I mJ 

una producción máxima de 753 m@ de M, mientras que para el control !a producción 

máxima he de 910 mgfl M .  La productividad  para cada UM de l a s  dosis h e  la siguiente: ! 

para 0.5 m1 de: 74.4 mglld, para 1 m1 de: 75.3 mg/ld y para el control  de: 91 m g d .  

! 

, 
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El echo de no observar un efecto positivo  en la adición del aceite de  soya  puede deberse a la 

posible descomposición  del ácido a-linolénico por efecto del calor en la esterilización de 

este  material, pues este ácido graso por presentx-  tres dobles enlaces es muy inestable 

termicamente. 

Para la dosis de 0.5 ml la producción máxima de AJ se alcanza a los  diez días de 

fermentación y a partir de  este momento lo concentración del metabolito  disminuyó. 

Mjentras  que para la dosis de I ml de  aceite  de  soya la producción de AJ se mantiene  hasta 

el día 12 de fermentación y luego disminuye. Sin embargo, este comportamiento no se 

present6 para la variante control, pues se mantuvo prácticamente  constante hasta el día 16 la 

producción del N. 

- 

Respecto al pH pudo observarse que en todas l a s  variantes el  pH disminuye  hasta 4 para las 

variantes a las cuales se le adicionó el precursor y hs;ta 3.5 para el control al segundo día de 

fermentaciCn, a partir de  este tiempo el pH se incrementa hasta alcanzar valores entre 7 y 8 a 

los diez días de fermentación. 

CONCLUSIONES 

Los dosis utilizadas de aceite  de soya-comercial adicionadas al medio de producción de AJ 
con B. theobromae cepa 2434 en  las condiciones en que  se realizó el experimento no 

favorecieron  la producción de N, ni provocaron un adelanto de l a  síntesis de  este 

metabolite, posiblemente  por  la descomposición del precursor en este caso el ácido a- 

holénico por efecto del calor en la esterilización. La productividad de las variantes donde  se 

adicionaron  el aceite heron similares y menores a la productividad del control. 

- 

0 .  . .  
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6.3 CRECIMIENTO SUPERFICT.4 L DE Botpdiplodia theobromae 

El crecimiento  superficial en medios sólidos es uno de los métodos básicos para  estudiar la 

fisiología de los microorganismos (Put, 1975), debido a  que el diámetro de l a s  colonias y la 

velocidad  radial de crecimientc [VRC) son parámetros muy empleados en bioensayos y en 

investigaciones fisiológicas (Trinci, 1969). 

Con vistas a los estudios de producción de N p o r  FMS se realizaron ensayos previos  del 

crecimiento superficial de B. theobromae en medio d i d o  considerando su semejanza  con la 

FMS, la cual consiste en que en ambas el crecimiento es apical y tiene su origen desde la 

superficie  del sólido.  Se realizaron cinéticas de esporulación de las cepas productoras  de AJ 

en  medio liquido & matraces  erlerv q e r ,  enseguida se estudiaron en caja Petri la  influencia 

del d o  de cultivo, la temperatura y el  pH  inicial en la VRC y la densidad de crecimierto 

de B. theobromae cepa 1. 

6.3.1. Cinitica de esporulación de tkeobromac cepas: 1 y 2434 

Las esporas constituyen una parte muy importante para la reproducción, supervivencia y 

dispersión de los hongos en el ambiente, constituyendo UM etapa del ciclo  de vida de los 

mismos. Esta etapa  se  caracteriza por minima actividad  metabólica,  bajo contenido de  agua 

y pérdida  del  movimiento citoplasmático. Aparte de permitir la s6Gevivencia de las  especies, 

l a s  esporas se emplean  en el mantenimiento de los cultivos, en la transformación de 

sustancias químicas y como inóculo en la producción de biomasa o metabolitos (Smith, - 
1974). Para la preparación dé1 irróculo pam la FMS se realizaron cinéticas de esporulación 

de B. theobromae 1 y 2434 con el objetivo de determinar <I tiempo  óptimo  de producción 

de esporas. Estos  ensayos se realizaron en matraces erlenmeyer de 250 ml conteniendo 25 

mJ de EMA, inoculando 0.5 m1 de una suspensión de  esporas obtenidas de un cultivo crecido 

- 
. - .  

en tubo inclinado con EMA e incubado a 30" C durante I25 horas. En l a s  figura 6.12 se 

presentan  las cinéticas de esporulación de B. fheobromae cepas 1 y 2434. Puede apreciarse 

que para B. fheobromae I entre las 45  y 48 horas se produce la máxima esporulación en  el 

orden de 2 . 2 5 ~  I O' eso/ml. v luego a partir de las 60 horas la esporulacióo disminuye  hasta 

c o n c r n t r s ~ i o ~ ~ ~  del orden 1- - 1 O5 -?'m!. noqiblemente a la genninación de las eSD0ra.F- 
. -  - 

I 



- .  
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micelio a las 72 horas  de  fermentacion. La germinación  de las esporas 0cu-t-e posiblemente 

por los nutrients aportados por  la lisis de  la célula, la cual  ocurre por  el  microorganismo 

rebasó su fase  estacionaria  de  crecimiento y a la limitación  de  nutrientes se p r w h x  la fase 

de - muerte celular (referencia). 

(a) 0) 
2.5EM7 - . 7.5E+05 - 
2.OE+07 - 6.OE+05 i 

E 4.5E+05 t 
83.OE+05 4 

5.OEM6 - 1.5Ei-05 - -  

I 

E 1.5Ei-07 - - 
\ 

O.OE+OO + ” ,  I 

O 25 50 75 100 O 25 50 75 1 0 0  
tiempo (h) tiempo (h) 

Figura 6.13. Cinética  de esporulación de B. theohromae cepa 1 (a) y 2434 
(b) en matraces erlenmeyers y extracto de malta agar. . 

Para B. íheohromue cepa 2434 la  esporulación comienza a  partir  de  las 50 horas y se hace 

máxima a las I O0 horas  de  fermentación se alcanzan una concentración  de 6 . 5 ~ 1  O” esp/ml, 

. tiempo al cual  también comienza  a disminuir  posiblemente p o r  las  mismas  causas que el 

comportamiento  observado  en  la  cepa 1 .  

CONCLUSIONES 

En el crecimiento  superficial  de B. theobromae 1 en matraces denmeyer en  medio  EMA la 

- espomlación máxima ocurre  entre  las 45 y 48 horas  de  fermentación  con un titulo de 

2.25~10’ esp/ml;  disminuyendo  esta  concentración a las 60 horas  producto la 

germinación  de las mismas;  mientras  que para B. theobromae cepa 2434 ‘la espoiulación es 

escasa pues sólo se dca’nzan una concentración del  orden  de 6 . 5 ~ 1  O’ esp/ml a  las cien horas 

de fermentación. 

- .  

i 
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6.3.2 Efecto de la temperatura y del medio de cultivo en  el crecimiento supcrfcirl de 

R thcobromae cepa 1 

Resuha de mucho interés en el caso de  estudiar  la fisiología de ci2 inicroorganimo ensayar 

la utilización de diferentes medios de altivos y de forma simukirnea diferentes  niveles  de 

temperatura dentro del  intervalo  bptimo establecido para  el  crecimiento. Se espera obtener 

mejores resultados en cuanto  a  la  velocidad  de crecimiento del microorganismo con el 

aumento de la riqueza del medio empleado y la temperatura adecuada. Se ha observado  que 

en dependencia del origen  de la cepa, B. theobromae presenta  variaciones en su temperatura 

bptirna  de crecimiento y l a s  características del crecimiento (has y col . ,  1%1). También se 

ha podido apreciar que la complejidad  del medio influye marcadamente  sobre  el crecimiento 

del d o ,  y por tanto en su velocidad  de crecimiento y producción  de &omasa (Webster y 

COL, 1970; Peterson, 1976; Gabr y col., 1990). 

Considerando las premiszs  anteriores se realizb un estudio del efecto de la temperatura y 

medios de cultivos de la  velocidad radial y la densidad  de crecimiento en cultivo superficial 

de B. theobrme  cepa 1 c o n  el objetivo de  conocer su fisiología en medio sólido.  Debido  a 

que  comúnmente en la FMS se ha utilizado como forma de inoculación l a s  esporas del 

microorganismo a emplear, y como la cepa 2434, presentó una esporulación escasa, se 

decidió continuar c o n  los estudios de fisiología en medio sólo c o n  l a  cepa l .  
h .  . . . .,.. 

Para determinar  el efecto de la temperatura y el medio de cultivo sobre la densidad  de 

crecimiento y h velocidad  radial  de B. fheobreurae 1 se utilizaron 4 temperaturas 26,30,35 

y 40" C y 5 medios: Czapek, Czapek (akstado a pH SA), EMA, PDA y un medio de 

producción de AJ (Mp) según Mjersch y c o l .  (1 987) y. En la tabla 6. I se muestran l a s  VCR 

en fimcibnde !a temperaturay  de los medios  de cultivos ensayados: 
. - .  

- 
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Tabla 6.4. Efecto de la temperatura y el medio de cultivo en las velocidades de CreCimKnto 
dial (VRC). 

r I 1 
Temperatura f VRC T e C) (mm/dh) 

26 11 S50 
30 
35 
40 

14.0421 
14.260 

O 
26 
30 
35 

13.95 1 
14.273 
13.985 

40 -._.-___ 
13.680 

E M  30 12.318 
35 I 12.218 

MP ( 0  30 10.798 
35 11.974 
40 O 
26 12.972 

- ~ ............- __"._ .-._. "".._........ A,- "."..." .... 

PDA (C) 30 
35 
40 

12.317 
1 1.985 

O 

( 9  

A 
A 
A 
B 
A 
A 
A 
B 
A 
A 
A 
8 
A 
A 
A 
B 
A 
A 
A 
B 

" 

"- 

En la tabla 6.4 en la columna de Medios se puede  observar  el efecto de los medios de - 
cultivo en la VRC y en la columna  de la extrema derecha de forma similar se puede analizar 

el efecto de la temperatura sobre la VRC, indihdose en ambas columnas c o n  letras iguales 

l a s  medias sin diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (a4.05). 

. .  

Puede apreciarse que a 40" C B. theobromae cepa 1 no present6 crecimiento alguno en 

ninguno de los medios utilizados. Para l a s  demás temperaturas y en cada uno de los medios . 
no se observaron diferencias sigdicativas en la VRC. Esto sigdica quCel valor de la VCR 

- 

en promedio es similar en el  intervalo  de 26 a 35" C. Este comportamiento pudiera 

explicarse en base a que esta variable  no provoca cambios fisiológicos en el crecimiento a lo 

largo de la superficie de la caja, lo cual permite un desarrollo s i m i l a r  del micelio, el radio de 

- 

la colonia y por tanto, en la VCR. A 40" C el desarrollo del micelio se hace d o .  

i 

I 

La VRC mostró niveles  entre 10 y 14 d d i a  , lo cual indica  que es un hongo de 

crecimiento  relativamente  rhpido si lo comparamos con microorganismos de crecimiento 

lento, curno por ejemplo los hongos ectomiconízicos. Volke (1995) reporta que Suillus 
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gramlatus HI 3 ,  Amanita rubexem H38 y Pisolirhus tinctorius P3 mostraron VRC entre 

1 . 6 0  y 2.90 m d d ,  mientras  que Gibberella fijikuroi R E 1  1 hongo productor  de  &ido 

giberélico mostró una VRC de 3.367 mm/d a X" C. Los niveles de VRC obtenidos para B. 
theobromae cepa 1 podnan resultar beneficiosos para la producción  de - AJ por FMS, 
permitiendo que no se produzcan contaminaciones con otros microorganismos. 

Respecto al medio de cultivo se observa  que hay diferencias si@cativas en el crecimiento 
radial como efecto de esta variable. E1 medio Czapek y el Czapek (ajustado a 5.6) influyen 

de forma significativa en la VCR siendo  ligeramente superior la VRC para el medio Czapek 

(ajustado a pH 5.6); mientras que para los medios de EMA, MP y PDA no se observaron 

diferencias sigmficativss en el  crecimiento radial por ef'o del rnedio (Figura 6.13). 

! 

i 
26 28 30 32 3.1 36 38 40 

Te C) 
z 

Figura 6.14. Efecto de  la  temperatura y el mediode cultivo en la velocidad 
radial  del  cultivo superficial de B. rheobromae cepa l .  - . - 

I 

En la tabla 6.5 en la columna de Medios se puede obsentar el efecto de los medios de 

cultivo sobre la  densidad de  crecimiento  de B. rheo6romae cepa 1 y en la columna de la 

emema derecha  de  forma similar se puede analizar el efecto de la temperatura  sobre .la 

densidad  de crecimiento,  indicándose en ambas &lufnnas con letras iguales las medias sin 

diferencias sigmficativas de  acuerdo a la  prueba  de  Tukey (aZo.05). La densidad  de 

crecimiento a 40" C y en todos los medios es nulo. Para la de& temperaturas y en todos 

10s medios se observan diferencias  significativas para la densidad  de crecimiento. En  general 



a 32 y 35" C se obtuvieron  la  mayores  densidades  de crecimiento, siendo mixima a 32" C en 

todos los casos. 
- 

Tabla 6.5. €fixto de te~,qmatura y el medio de cuItivo en la d e n s i d a d  de crecimiento 
I 

PI (mdcm', * 
.-...- .._._" . 

1.243 C 
1.632 A 
1.291 B 

O D 
1.314 B 

..--._-_-.-._.- 

I ........ . -_"".."... ..... 

- 
1.29 1 

..."_ 
2.712 

"_.."___.._. 

5.418- 
3.86 1 

O 
0.686 

".̂  .... _". . _...- " i  C 
1.735 A 
1.448 B 

O D 
1.850 C 
3.675 A 
3.072 B 

O D 

......... "...-.-~- .............. 

vamentediferentesdeacuerdoalapruebade 

Para los medios de cultivos ensayados también existen diferencias significativas en la 

densidad  de crecimiento debidas al diferente  grado  de  complejidad  de los medios de cultivos 

ensayados.  Pudo notarse que e1 MP es el más pobre  de los ensayados, le siguen en orden 

ascendente el medio Czapek y el  medio Czapek (ajustado a pH 5.6) sin diferencias 

significativas entre estos, y finalmente, los medios más r i c o s  para el crecimiento  de B. 
theobromae cepa 1 son PDA y EMA en este orden (ver figura 7.13). 

I .  
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Figura 6.15. Efecto de  la  temperatura y el medio de cultivo en la densidad 
de crecimiento en d cultivo superficial de B. theobromae cepa l .  

Un  análisis  de los resultados  sobre  el efecto de la ttmperatura en cada  medio por separado 

de la VRC y la  densidad  de crecimiento muestra  que la' velocidad a que se expande la 

colonia es similar  en  promedio a las temperaturas ensayadas (excepto a 40" C), nrjentras que 

para la densidad  de crecimiento alcanza un máximo a 32" C. Este co~portamiento 

posiblemente se deba a que  a esta temperatura se favorece una  mayor frecuencia de 

ramificación de la hifa,  permitiendo  de esta forma  la  producción  de más biomasa en la m i s m a  

área superficial de medio @ghelato, 1975). 

El análisis  de los resultados  obtenidos  sobre  el .efecto que  provoca  el medio de cuhivo en la 

VRC y la densidad de crecimiento muestra que existe una relación  inversa entre ambas 

variables. La disminucibn  en la riqueza del medio provoci, un aumento  de la VRC y un 

disminución  de  la  densidad de crecimiento. Este comportamiento  esencialmente pudiera , 

expljwse en base a  que al disminuir  la riqueza del  medio de cultivo e1 microorganismo 

tiende a desarrollar UM menor fiemencia de ramificación  de las hifis a un mayor 

crecimiento apical,  paia poder tener acceso a los nutrientes  necesarios para su metabolismo, 

los cuales se encuentran  menos disponibles por estar deficientes en  el  medio. 

91 
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B. Efecto del pH 

Se conoce que  el pH de! medio de  cultivo es uno de los factores más importantes  que 

influyen  sobre  el  crecimiento  de los microorganismos. Es p o r  esta razón que se estudió e; 

crecimiento  de B. theobromcae cepa 1 a diferentes  valores  de pH inicial del  medio  de cultivo. 

Para determinar el efecto del pH sobre la VRC y la densidad  de  crecimiento se seleccionó el 

EMA como medio  de cultivo y UM temperatura de 32" C, debido  a  que estas fberon ¡as 

mejores  condiciones para el crecimiento  de B. theobromae 1 determinadas en el epígrafe 

anterior. El pH se evaluó en un rango de 5 a 10. Los resultados obtenidos se presentan en la 

tablas 6.6 y 6.7. 

Puede observarse que tauto la VRC como la densidad de crecimiento no son 

sigdicativamente diferentes en el rango de  pH  estudiado. Esto quiere  decir  que el 

crecimiento  de este microorganismo no es  afectado  apreciablemente  por  el pH del  medio  de 

cultivo para el rango de estudio. 

Hewitt y col. (1  97 1) seMaron que algunas  hongos  de la familia Drpludia pueden alterar el 

pH tanto en el medio líquido como sólido en el  período  de crecimiento y esporulación 

alterando estos procesos. Esto sugiere  que B. theobromae cepa 1 se encuentra  adaptado a 

condiciones  de en un amplio rango de pH sin afectación del crecimiento  del mismo. 

Tabla 6.6. Efecto d e l  pH en la velocidades de crecimiento radiales (VRC) 

I pH I vRc (mm'dia) I * 
5.0 
5.6 

A 13.032 

. A .  13.065 ' 9.0 
. A  - 13.062 8.0 

A 13.075 7.0 
A 13.048 

. 

10.0 A 13.102 - 
(*Medias con la misma letra no son significativamente deferentes de w 

acuerdo con la prueba de Tukey (a=O.OS)) 
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5.573 
5.779 

8.0 5.897 
9.0 5.880 

L o s  multados anteriores concuerdan c o n  los reportados por Yaguchi y Nakamura (1992) 

los cuales encontraron que el efecto del pH del medo en el crecimiento de Lusiodploda 

t h e o h m e  en PDA no fue signxficativo, mostrando w buen crecimiento en un rango de pH 

de 4 a 10. Hewitt y c o l .  (1971) observaron dos máximos de  crecimiento em hongos de  esta 

especie crecidos en PDA, el primero se present6 en un rango  de pH entre 4.5 y 5, y el otro a 

7.1. 

CONCLUSIONES 

De acuerdo' a los resultados obtenidos puede decirse que B. theobromae cepa 1 es poco 

sensible a cambios  de  temperatura, ya que no se observan diferencias en el crecimiento por  

efecto de esta variable en los medios ensayados. La cepa no presentó crecimiento alguno a - 
40" C ni en ninguno de los medios ensayados. 

En general pudo observarse que al disminuir la riqueza  del medio aumentó la VRC de 

cultivo, mientras que la densidad  de  crecimiento disminuyó. Para el medio EMÁ y a una 
. 

temperatura  de 32" C se obtiene la  mayor  densidad  de  crecimiento  de B. theobrokw con - 
respecto a las demás condiciones  experimentales  ensayadas. 

- 

€1 pH iniaal del medio (EMA) y a una temperatura de incubación  de 32" C no  influye 

significativamente en la densidad  de crecimiento y la VRC de crecimiento  de B. theobromae 

. cepa 1 en el rango de pH de 5 a 10. 

93 
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6.4 P R O D U C C I ~ N  DE Ácm J A S M ~ N I C O  POR FMS 

Dada la  potencialidad  de  la F M S  para . .  la  producción  de  metabolitos  secundarios  según se 

pudo apreciar en la  revisión bibliog afica,  se estudió la producción de AJ enrplleando este 

tipo  de cuhivo, incluyendo los factores  nutricionales que afectan la  producción  de este  tipo 

de sustancias: como la concentración  de nutrientes, el tipo de  füente  de  nitrógeno y la KM. 
i 

6.4.1 Efecto de la concentración de los nutricntes del medio de cultivo 

En los sistemas para la producción  de  proteínas  por FMS es frecuente sólo el empleo de 

sales rniuerales y agua  para  balancear el medio de  cultivo. Pero la  producción  de  metabolitos 

secundarios requiere la suplementación  de otros compuestos carno glucosa, sacarosa, sales, 

vitaminas, etc, para estimular el crtx'miento, la producción de endmas, la degradación de 

materiales lignowlulósicos, la  prolongación  de la producción .de metabohs secundarios, 

entre otras (Mudget, 1986). 

Los estudios  de  optimización  del  medio  de  cultivo  mediante técnicas estadísticas permiten  la 

obtención  de altos rendimientos y conocer los fkctores  claves,  precursores, y los nutrientes 

que  regulan la producción  de los metabolitos,  entre otros. Por ejemplo, en la producción  de 

alcoloides en FMS de granos de centeno se identifici, a la sacarosa (250 gA) como uno de 

los factores claves, junto c o n  el  triptofano  (precursor) y el fosfato  como  nutriente  limitante 

para obtener una alta producción (Trejo, 1992). 

Se ha  @do comprobar  que en la Fh4S la concentración  de los nutrientes en el medio puede 

incrementarse respecto a l a s  usadas  en  el cultivo en sumergido,  sin  que se produzcan 

inhibición p o r  el sustrato, por  ejemplo, Banios y c o l .  (1988) encontraron,que la producción' 

de penicilina c o n  Penicillium chysogenurn se ve favorecida p o r  el  aumento al doble  de  las - 
concentraciones  de los nutrientes del  medio  de cultivo convencional, tambiko estas autores 

* s&alaron que es posible c o n  el medio más rico disminuir los tiempos  de  producción  de la 

penicilina respecto del cultivo  líquido.  Por lo que  decidió  estudiar el efecto de la 

concentración  de los  nutrientes y observar si el  aumento de la concentración  de  nutrientes 

del medio reportado  por Mersch y col. (1987) para  el  cultivo  líquido,  incrementa la 

production de kl por FMS y su productividad. 

. 

.C 

1 
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Resulfadosy disctisibn 

El medio mas concentrado  empleado  es el mismo que se utilizó en los estudios de 

producción  de AJ p o r  cultivo líquido. Éste medio presentó 2.5 veces la concentración de 

nitrógeno, 10 veces ia concentración de fósforo y para las sales el triple de concentración 

con respecto al medio Miersch-según se detalla en el epígrafe 5.2. Se utiiizó  la misma 

concentración de sacarosa del medio origmal, resultando una Km de 17. Para la 

preparación de' ,-dedio de  fermentación se procedió según se detalla en el epígrafe 5.4.2. 

En la figura 6. I5 se presentan  las &ticas de producción  de M, el consumo de los &cares 

procedentes  de la inversibn de  la sacarosa, el comportamiemo de la humedad del soporte y 

el pH de B. theobmmae cepa 1 para los medios Miersch y Miersch modificado. 

" 

O 2 4 6 8 1 0 1 2  14 

tiempb (d) 

i + 
t 

I 
I +-i I I , I 

10 

8 

6 

4 

2 

O 

% 

O 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4  
tiempo (d) 

I 
i c- ." ; t""-$"---t""l 

O 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4  
. 'tiempo(d) 

Figura 6.16. Cinétticas de producción de AI (a), consumo de glucosa 
(Gluc). y fructosa (Fruc) (b), comportamientos de la humedad del soporte 
(c) y pH *del medio (d) con B. theobromae cepa 1 y para los medios 
ensayados. Medio Miersch (MM) (O), Medio Modificado m o d )  (a) 
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Puede  notarse  que  para  el  medio modificado se sintetizó el A J ,  mientras  que  para  el medio 
Miersch no ocurrió la síntesis del metabolito. La producción  de AJ en el medio modificado 

c ~ m ó  aproximadamente  a los siete días de  fermentación y se hizo máxima a los 12.5 días, 

donde se alcanzó una concentración del orden.de los 24 m@/g de  materia Seca (MS) para 

posteriormente dismirmir hasta O, debido  posiblemente a que es consumido p o r  el  hongo ya 

que  el medio está M a d o  en nutrientes y  posiblemente se encuentre en Ease de  lisis c e l u l a r .  

También es notable  que la producción máxima de AJ por FMS se alcanzó mis rápidamente 

que la obtenida por cultivo líquido (ver epígrafe 6.2.1). 

La sacarosa es invertida por el hongo a sus monbmeros correspondientes, y son rápidamente 

consumidos hasta los 5 días para el medio modificado y a los siete días para  el medio 

Miersch, a partir de estos tiempos los aaicares se encontraron  agotados. Para los dos 

mc..!ios la fiuctosa es consumida m á s  dpidamente  que la glucosa, a diferencia de lo 

observado  en el cultivo líquido  donde  Ocurre un comportamiento inverso. 

- 

- . .,- 

Se puede observar  que  la humedad inicial del soporte en las dos  variantes en estudio se 

incrementa ligeramente al tercer día  de  fermentacibn  de 75 % hasta 77.6 % para  el medio 

modificado y 76.4 % para  el  medio  Miersch, lo cual es debido  a  la  actividad metabólica del 

microorganismo, a partir  del quinto día la humedad se mantuvo  constante en ambas 

variantes y m alrededor  del 75 % para  el medio modificado con un ligero  incremento en  el 

día 12, y en 74 % para  el  medio  Miersch 

En cuanto al pH  del  medio  puede notarse  que ésta variable se incrementó  rápdamente en las 

en los dos medios ensayados de 5.5 hasta llegar a estar  por encima de 9, para la variante c o n  

el medio modificado se alcanzó más rápidamente este valor y seguidamente se mantuvo 

constante. El pH  del medio modificado  disminuye ligehnente a partir del día diez de 

fermentación y se restablece al día trece. Esta disminucióñ  del  .pH  puede asociarse a la 

acumulaciór~ de AJ en el  medio, pues coincide en el tiempo con la máxima producción  del 

metabolito. El pH para ambas variantes alcanzi, niveles  mayores  comparados con los 

obtenidos m el cultivo liquido, en los cuales en ningún caso rebaso el pH de 9. 

- . 

- .  



la literatura  para el cultivo en medio liquido. La producción  de AJ ocurrió al los 12.5 dias de 

la fermentación con un título de 24 m&!!IS y a pH alcalino. 

La producción de AJ por FMS mostró  rasgos  caracteristicos  que la diferencian del  cultivo 

liquido  en cuanto a que se consume primero la fiuctosa que  la  glucosa, el pH final alcanzó 

un valor por  encima de 9 y que en condiciones  semejantes  de  medio de cultivo y amhienrales 

!a pr_oducción  máxima  del metabolito  ocurrió más  rápidamente  mendiante  la FMS. 

6.4.2 Efecto del tipo de  fuente  de nitrógeno 

Los estudios del efecto del pH sobre la VRC y la densidad de  crecimiento  de B. theobromae 

cepa I pudieron confimar que e!  pH  del  medio  no tiene una  influencia  significativa  en  el 

crecimiento  de este hongo. Pero no se conoce  exactamente la influencia  del pH en la 

producción  del A J ,  y como la cinética de  producción  de Ai del experimento antcmr se 

desarrolló a pH por encima  de 9, se decidió  evaluar otra íüente  alternativa  de  nitrógeno, que 

posibilitará  reducir  el pH del  medio. En este caso se seleccionó wmo fuente  alternativa de 

nitrógeno al sulfato  de amonio y como  control el  nitrato  de sodio,  manteniendo la  misma 

concentración  de nitrógeno en el  medio.  En la figura 6.16 se presentan  las  variaciones  del 

pH, las cinétjcas  de  consumo  de los aajcares y producción  del AJ para R. theobrornae cepa 

I ,  manteniendo las demás  condiciones  experimentales  constantes. El pH para el medio  que 

contiene  sulfato de amonio comenzó  a disminuir  rápidamente a partir  del  primer  día de 

fermentación  hasta un valor aproximado  de 3 ,  manteniéndose  este pH durante todo el 

tiempo que se desarrolló el  experimento. Este comportamiento  posiblemente se deba al echo 

de que a partir de l a s  primeras  horas y producto  del  consumo  del nitrógeno, se genera una 

- hidFÓlisis ácida  de  la sa l ,  a partir de los iones  sulfatos,  produciéndose un medio ácido. Por 

otro ido, en el medio  que  contiene el control de  nitrato  de sodio, se comportó de  forma 

m y  s i m i l a r  al experimento  anterior. 

Y7 
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Respecto al consumo de los &cares, puede observarse el efecto adverso  del pH en  el caso 

del medio que  contiene  sulfato de  amonio,  pues los azúcares se agotan al día ocho, mientras 

que en el medio  control se agotan  aproximadamente ai I xcer día  de  fermentación.  También 

se pudo aprcxiar  que el  medio c o n  el  sulfato se consume  primero la glucosa que  la hctosa.. 

Podemos asumir que  el crecimiento del hongo, em condiciones de  acidez se inhibió al ocurrir 

un retardo en eí consumo  de los azúcares. 

La producción  del AJ &e afectada  también por el efecto del pH, según se aprecia en  la 

figura 7.15.D, donde  no hay producción  para  el medio que  contiene  sulfato de arnonio. Para 

el medio control se produjo UM concentración del orden  de los 18 mg/gMS de AJ al día 14 

de  fermentación,  pasados  dos días más la producción  del  metabolito  fue nuh.  

Estos resultados  concuerdan con los obtenidos en la prducción de AJ por fennetanción en 

medio liquido c o n  R. theobromae 2434, cuando se evaluó el efecto de la k n t e  de  nitrógeno 

en la producción de este  metabolito  (epígrafe 6.2.7) 

CONCLUSIONES 

Los resultados  de  este  experimento  permiten concluir que  la  producción  de AJ se ve 

afectada severamente por el pH y el tipo  de &ente de  nitrógeno  utilizada para la 

fermentación. La producción de AJ se favoreció a pH por  encima  de 9, y en presencia de 

sales nitrogenadas que aporten una hidrólisis  alcalina al medio. 

El pH generado en  el  medio con  sulfato  de amonio también afectó la velocidad con que  se 

consume los azúcares,  por lo que  se puede  asumir  que también se afecto el crecimiento de B. 
theobromae cepa l .  . .  - 

aaaaaa 



6.4.3 Efecto de la relación C/N 

i 

Como se vio en el epígrafe 6.2.1 la KM influye apreciablemente en la producción de AJ con 

B. tkobromae en medio  líquido, ya que de la KM ensayadas, con la de 17, se obtuvo la 

mayor producción de N. Por esta d n  decidimos  estudiar  el efecto de  esta  variable en  la 

producción  de este  metabolito p o r  FMS. 
. .  'm&&# 

Este  experimento se desarrolló utilizando rC/N de 17, 35 y 70, mantenido la concentración 

de &no inicial constante y variando la  concentración  de  nitrógeno  del nitrato de sodio, 

de forma S i a r  al experimento del efecto de la rCM em la producción  de AJ en medio 

líquido, y todas  las demás condiciones  de la FMS constantes. 

En la figura 6.17 se presentan l a s  cinétik de produccibn de M, el consumo de azúcares y 

el comportamiento del pH para l a s  5fkrentes rCM ensayadas. 

Respecto a la producción de AJ puede observarse que se producen 18.4 mg de AJ/gMS en 

la variante con rCM 17 a los 14 días  de fmentación, disminuyendo esta concentración 

hasta el  día 16, donde  la  producción fue nula. En las  demils  variantes no se detecto la 

presencia  de este metabolito. 

. - .  
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Figura 6.18. Cinéticas del  producción de M (a), consumo de glucosa 
(Gluc) (A), hctosa (Fruc) (x), y comportamiento del  pH (m) con B. 
tkobromae cepa 1 con diferentes K M  (a: 17, b:35; c:70). 
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Puede  verse como la  limitación en nitrógeno en  el m d o ,  provocó un comportamiento 

diferente en cuanto  a  la  velocidad cm que son consumidos los azúcares, a s í  por ejemplo, los 

azúcares de la rCM 17 se agotan al segundo  día  de  fermentación,  mientras que para  la rC/N 

- 35, esto m r r e  al cuarto día, p o r  dtimo para la KM 70 los azúcares  se  agotan al 6 día  de 

fermentación. Es evidente a que a medida  que  aumenta la rC/N !a velocidad  con  que se 

consumen los  azúcares se hace menor. 

Respecto al pH  puede observarse  también un comportamiento  diferente para l a s  variantes en 

estudio, pues el valor  de  esta  variable se incrementa  hasta  valores  aproximados  de 7 para la 

rC/N 70, a 8 para  la K/N 3 5 y para la rCM 17 llegan a estar por encima de 9, disminuyendo 

ligeramente su valor entre el día 14 y 16 de fmentacibn, posiblemente asociado a  la 

acumulación de AJ en el medio. 

En la figura 6.18 se  presentan l a s  curvas de  velocidad  de  producción  de  bióxido  de  carbono 

(mg/h.gMSI) en función  del  tiempo  para l a s  rCM erxyadas. 

Puede observarse en todas las variantes  una  primera  etapa  donde la velocidad de producción 

del bióxido  de carbono es cero, &a  etapa se asocia  a la fase lag o de  adaptación d e l  

microorganismo  al  nuevo medio. Esta fase ocurre aproximadamente por un día  para las rC/N 

17 y 70, rnientras que  para la rC/N 35 dura 1.5 dias. 
. .  

La velocidad de  producción de bióxido  de  carbono se incrementa  rápidamente y 

exponencialmente hasta que se hace máxima al segundo día para la </N 17 c o n  un valor  de 

aproximado de 2.9 mg/h.g MSI y al tercer día  para la rC/N 35 y 70 c o n  valores de 2.3 y 1.3 

m 0 . g  MSI. Esta segunda  fase se asocia al crecimiento rápido  del hongo.  Posteriormente  la 

velocidad  disminuye en todas  las  variantes: para la KR\J 17 Ocurre  hasta  el cuarto día de 

fermentación, a partir del cual la  velocidad se mantiene  prácticamente  constante hasta el  día ’ 

17. Esta etapa se asocia  a la fase estacionaria del crecimiento, que es donde se produce  la 

acumulación del AJ pasado este tiempo !a velocidad  llega a cero coincidiendo c o n  la  fase  de 

lisis  celular. Para !as  demás  variantes  la  velocidad  disminuye y llega a cero a los 10 y 13 dias 

para la rC/N 35 y 70, respectivamente, cabe destacar que no se aprecio el desarrollo  de la 

. fase estacionaria  como en el caso anterior, lo cual podria explicar que no  produjera  el 

metabolito en estas  variantes. 
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Figura 6.19. Efecto de la rC/N en la producción de bibxido de carbono - 
para l a s  rCM ensayadas con B. rheobromae cepa 1 y por M S .  - 

CONCLUSIONES 

La rC/N también  tiene  una  influencia marcada en la producción de AJ por FMS con B. 
rheohrwnae cepa 1, pues el metabolito sólo se produjo en  la variante  con rChT 17, en  las 

demás no se detectó la presencia  del mismo. 



Resulrodor y djscusibn 

La  limitación en nitrógeno en el medio de  cultivo provoci, una  disminución  en la velocidad 

con que se consumen los azúcares en el medio. 

La curvas de  velocidad  de  producción de bimido de carbono en hnción del tiempo 

mostraron que la  duración  de la h e  estacionaria de la variante con UM KM 17 h e  mayor 

que la alcanzada para las variantes con rC/N 3 5  y 70, lo cual podría  explicar porque no se 

produce el Al en la veniante  en las variantes con rCM 35 y 70. 

- .  
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7. CONCLII’SJONES GENERALES 

4 Las cepas que presentaron mayor capacidad para producir AJ por cultivo  líquido  en 

cuanto a los rendimientos Yds, Y p k  y lagrducti\idad  heron: la 2434 y la 1 .  
- 

La &/N influyó marcadamente en  la producción de AJ en tanto se fa\.orecio a la &/N 

17 en cuanto a la producción especifica y la productividad. Mientras  que a la CR\I se 

horecii ,  la producción de glicerol y la acumulación de ácido cítrico. 

4 Se mejoró  la productividad del AJ al emplear la inoculación con  miceiio de B. 
f k o b r m e  cepa 1, respecto la inoculación con esporas en 1.7 veces. pues se redujo 

considerablemente la el tiempo en que se alcanza la fase estacionaria, que es donde se 

‘acumula  el metabolito. 

La adición de extracto  de levadura al medio de  cultivo en la produccion de AJ con H. 

rhuobromac~ cepa I ,  también  provocó un aumento  de la productiLidad  en 1.3 veces 

respecto del medio control sin extracto de levadura, posiblemente p o r  el aporte de 

~itamina$ y cofactores  que favorecen el metabolismo para la produccion del metabolito. 
L 

4 La mejor temperatura para la producción de AJ de las cepas 1 y 2434 &e de 30’ C 

I 

La agitación a las velocidades ensayadas de 50, 1 0 0  y 150 rprn provocaron un  efecto 

negativo  en la síntesis del AI con H. theobromat. 2434 ya que se redujo  apreciablemente 

la producción. 

- 

Los mejores sustratos  respecto del control (sacarosa) para !a produccion de N con H. 
tlwohrwmc. cepa 2433 heron la glucosa y fi-uctosa. .Mientras que para la fuente de 

nitrogen0 ninguna de las ensayadas dernostro ser superior al control de n ~ t r x o  de w i i o  



La cepa 1 p!esentó  una espomlación máxima entre las 45 y 48 horas con un titulo de 

225x10' esp/ml, mientras que para la cepa 2434 la esporulacion fue escasa, pues se 

alcanzó un titulo de 5 .-Ox 105 esp/ml a  las cien horas de fermentación  en medio EMA y a 

32" C. - 

La VRC se vio afectada p o r  la composición del medio de cultivo, mientras que la 

temperatura no afecto de manera significativa esta variable.  Para la densidad de 

crecimiento,  el  medio compuesto por EMA y a una temperatura a 32" C se obtuvo la 

mayor densidad de crecimiento. E1 pH inicial del medio no influye significativamente en 
la VRC y la densidad de crecimiento. 

Se demostró que es necesario el uso de medios más concentrados para obtener el AJ 
p o r  FMS que el reportado en la literatura para la produccion de este metabolito por 

cultivo liquido. Se alcanzó una producción máxima de 20 mgkllgMS w n  e1 medio mas 

concentrado.  mientras  con el medio reportado  por la literatura la produccion h e  nula. 

La producción de AJ por FMS también es afectada por la p H  del medio generado por 

la hidrolisis de las  sales utiltzadas. Al emplear sulfato  de amonio la sintesis de AJ no 

ocumo pues se alcanzó un pH de 3 ,  mientras que para al conrroi se alcanzo una 

producción maxima de 18 rng AJ/gMS, el pH se mantuvo por encima de 9 durante el 

desarrollo de la fermentación. - .  . - 
I .  
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9. GLOSARIO 

+ .Agricultura sostenible: arte de cultivar la tierra en ; :ha~~do  procedimientos artesanales y la 
aplicación de biofertilizantes y microorganismos beneficiosos al suelo como son la rotación 
de l o s  Cultivos,  el empleo de abonos verdes estiercol, cornpostas, vermicomposta, la 
apiicacion de fitohomonas, biopesticidas y inoculantes biológ~cos  tales  como el Bucillus 
thuringrerzsis, Beauveria hassianu, A:ospirillum sp, Rhizobium sp. Azotobacter sp, hongos 
micorrizicos, entre otros. 

+ .hteras: parte del estambre de la flor que  mnsiste  de uno o dos sacos  polinjcos y UM 
capa conectiva entre ellos los cuales llevan el pden. 

+ Carbono óptico activo: átomo  de carbono que posee cuatro grupos diferentes en la 
molecula, causando la rotación del  plano de la hu. polarizada. 

Callos: cicatriz de una  lesión en el tallo o raíz de ciertas plantas vasculares. 

+ Carotenoides: son pigmentos que acompailana la clorofila y que absorben l u z  en parte del 
espectro en donde la clorofila no lo hace  bien. 

+ Ciclos biogeoquimicos: es el movimiento de  bs elementos quimicos,  incluidos todos los 
elementos iniciales  del protoplasma de los organismos vivos, que propenden en la biosfera 
por b i a s  características, del  ambiente al organismo y de éstos otra vez  al ambiente. 

+ Conidióforo:  hifa  especializada o prolongación  del talo  que soporta a l a s  conidia  

+ Conidias: s o n  formas  de reproducción asexuada que tienen su origen n estructuras 
e q e c d m d a s  como el conidióforo, esterigma. esporangioforo, vesída,  entre otras Se 
dividen en microconidias y macroconidias; l a s  primeras son unicelulares y las  segundas 
plllria&.lares, polimorfas y de mayor tamail0 que las anteriores. 

+ fhxjdación: degradación  de los ácidos grams p o r  oxidación hasta rendir acetil-COA, por . oxidaciones sucesivas en el átomo de carbono p. 
- + Brotes: colectivamente, el tallo y las hojas de una planta. . .  

+ Dktereoisómeros: un par de estereoisóvos originados p o r  un segundo átomo de 
cabono asimétrico en cada uno de los isómeros del primer átomo de carbono asimétrico. 

- 

+ Enromas: (del  gn’egro stroma: lecho,  alfombra, colchon, almohadilla) masa compacta  de 
hi&. somáticas, constituida de plecténqwma  (prosénquirna, seudofianrénquima o ambos), 
sobre la o dentro  de la cual se producen comunmente hifas  fértiles que generan órganos 
reproductores. 

li . .  . 



+ Enantiomeros  isomeros  cuyas mructuras son entre sí como imagenes especulares no 
superponibles. 

+ Enol: es una estructura con un grupo hidroxilo unido a un doble  enlance (donde  en:  por el 
átomo de carbono y al o1 por el grupo alcohol). 

+ Estereoselectividad: es la reacción que se produce predominantemente  en uno de los 
enantiomeros de un  posible  par, o en  un diasteroisómero de una mezcla de ellos. 

- 

+ Fitohormona: es un compuesto orgánico, producto del  metabolismo de plantas  superiores, 
sintetizado en UM parte de una planta y trasladado a otro parte de  la misma, donde en 
pequeñas concentraciones este causa UM respuesta fisiológica. 

+ Hjdroboración-oxjdación: es un proceso que se desarrolla primeramente por la reacción 
de un alqueno con el diborano para adicionarse al doble enlance un átomo de hidrógeno y un 
átomo de boro y posteriormente la oxidación con  peróxido de hidrógeno  en medio alcalino 
para  dar  lugar un alcohol, por la introducción de un grupo hidroxilo en la posición donde se 
encontraba el átomo de boro. 

+ Isómeros cis y tram: en los isombos cis  los grupos unidos a un doble enlance de la 
molécula estin del  mismo lado, mientras que en los isómeros trans los grupos se  encuentran 
opuestos. 

+ Merinemo. región  embriónica (en división constante) de células que permiten el 
crecimiento de las  plantas durante roda su vida. 

+ Miconiza: asociación  simbiótica  de un hongo con l a s  raices de una planta superior 

+ Microtúbulos: son pequeñas hebras o tubos del  citoplasma de los eucariotes, siendo su 
diámetro  del orden de los 250 A y su longitud indeterminada,  algunas veces de varias micra. - 
+ Odorifico: que tiene olor o fragancia 

+ Polen: la masa de gametofitos masculinos jóvenes (granos de polen) de una planta, c o n  
semilla, en  el estado que se encuentran al Ser liberado  de la antera. 

+ Pulvinjlo: son órganos especiales los cuales contienen  células  diferentes a l a s  ordinarias 
que se encuentran en la base de las hojas y los foliolos de lehwminosas y otras plantas. 

+ Rehwlador  del crecimiento vegetal: son sustancias orgánicas que en pequeñas 
concentraciones  provoca un efecto fisiológico en  las plantas, ya sea  inhibición o estimulo de 
alguna función. 



+ Regulador  del  crecimiento  vegetal exógenos:  son  compuestos  sintetizados, o bien 
producidos  por otros organismos  diferentes  a  las  plantas. 

+ Rizosfera:  región  del  suelo  expuesta a la  influencia de l a s  raíces y caracterizada por tener 
una ZOM de intensa actividad  microbiológica. 

+ SaKscencia: es la  fase  de  crecimiento  celular  que se extiende  desde la  madurez  completa 
hasta la muerte, y se  caracteriza por  una acumulación  de  productos  metabólicos y una 
pérdida en el peso seco, especialmente en las hojas y frutos. Otro evento  propio  de  la 
senescencia es el amarillamiento de hojas. 

- 

- 

+ yemas: son cuerpos  reproductores vegetativos que se desarrollan por división  celular 
mitMca a partir de una &Ida superficial. 
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