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Resumen

Objetivo. Utilizar lodos residuales municipales (LRM) provenientes de una planta de tratamiento de aguas residuales ubicada en Toluca,
Estado de México, para cultivar al hor@ibberella fujikuroien fermentacion sumergida y producir acido giberélico,jAateriales y

métodos Se utilizéGibberella fujikuroi(CDBB:268). Para la obtencién de A& verificd la produccion empleando como sustrato al
medio de cultivo estandar (MCE). La determinacion de JA@ por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con un equipo
Varian, 9050,9012. Se obtuvieron 6 muestras de lodos de una planta tratadora de aguas residuales en Toluca, Estadéudeddéxico y
caracterizados. Finalmente ambos sustratos (LRM y MCE) se usaron en fermentacion sumergida y por extraccion se optuvo el AG
cuantificado por HPLCResultados La caracterizacion del LRiMemostrd que el contenido de materia organica (MO) es de 5.20 % (m/v)

y nitrégeno total (N) de 0.25 % (m/v), dicha composicién esta dentro del rango como sustrato para la produccigpalebhBerella

fujikuroi. El hongo se cultivé durante 3, 8, 13 y 30 dias utilizando lodo residual estéril con una humedad del 95.6 %(m/v) y en medio de
cultivo estandar (MCE), las muestras se procesaron y analizaron por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLCjodoociéta p

de AG; en el LRM fue de 460.06 mg/L para 30 dias en fermentacion sumergida a un pH de 4.0 y 1014.46 mg/L para el control.
Conclusiones El contenido nutritivo del LRM es adecuado para el crecimiento del i@ibgerella fujikuroiy la produccion de AG
empleando como sustrato LRM.

Palabras clave:acido giberélicoGibberella fujikuroj lodo residual

Abstract

Production of gibberellic acid from Gibberella fujikuroi using municipal sewage sludge as a substrate. Objectife.use municipal

sewage sludge (LRM) from a wastewater treatment plant located in Toluca, State of Mexico, to grow thgibloegakia fujikuroiin
submerged fermentation and to produce gibberellic acid)(Materials and methods We usedsibberella fujikuroi(CDBB: 268). To

obtain AG, production was verified using as a substrate the standard culture medium (MCE). Gibberellic acid determination was done with
high performance liquid chromatography (HPLC) with a Varian 9050.9012 equipment. We obtained 6 samples of sludge frontea wastewa
treatment plant in Toluca, State of Mexico, that were then characterized. Finally, both substrates (LRM and MCE) wenbnnszdéd s
fermentation, and GAwas obtained by extraction and quantified using HR&Sults. The LRM characterization showed that the organic
matter content (MO) is of 5.20% (w/v) and the total nitrogen contentighdf 0.25% (w/v). Such composition is within the range as a
substrate for the production of ABy Gibberella fujikuroi The fungus was cultivated for 3, 8, 13 and 30 days in sterile sewage sludge with

a moisture content of 95.6% (w/v) and in standard culture medium (MCE). Samples were processed and analyzed by high performance
liquid chromatography (HPLC). Production of Ai@ the LRM was of 460.06 mg/L after 30 days in submerged fermentation at pH 4.0,
and of 1,014.46 mg/L in the contr@onclusion The nutrient content of LRM is suitable for the growth of the fu@jbberella fujikuroi

and for the production of GAvhen used as a substrate.

Key words: gibberellic acidGibberella fujikuroj sewage sludge
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Resumo

Producao de &cido giberélico desd@ibberella fujikuroi usando lodo residual municipal como substrato. ObjetivdJsar lodos
residuais municipais (LRM) procedentes de uma estacao de tratamento de aguas residuais de Toluca, Estado de Méxian gara cultiv
fungoGibberella fujikuroiem fermentacéo submersa e produzir &cido giberélicg) (Materiais e métodos Foi utilizadoGibberella

fujikuroi (CDBB: 268). Para obter AG@oi verificada a producdo empregando como substrato o meio de cultura padrdo (MCE). A
determinacéo de acido giberélico foi por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com um equipo Varian, 9050,901#idasam

seis amostras de lodos de uma estagéo de tratamento de aguas residuais em Toluca, Estado de México e foram carattegiz@das. Fina
ambos os substratos (LRM e MCE) foram utilizados em fermentag&o submersa e por extracéo foi obtilaotfiGado por HPLC.
ResultadosA caracteriza¢éo do LRM demonstrou que o teor démaatrganica (MO) é 5,20% (m/v) e o nitrogénio totg) (N25% (m/v),

esta composicao esté dentro do intervalo como substrato para a producgpaeAiiherella fujikuroi O fungo foi cultivado por 3, 8,

13 e 30 dias usando lodo residual estéril com um teor de umidade de 95,6% (m/v) e em meio de cultura padrdo (MEC),fasaamostras
processadas e analisadas por cromatografia liquida de alta resolu¢éo (HPLC), onde a prodygémld@M @i 460,06 mg/L para 30

dias em fermentacédo submersa em pH 4,0 e 1.014,46 mg/L para o c@unaleisdesO teor nutritivo do LRM é adequado para o
crescimento do fung@ibberella fujikuroie a produgao de Agempregando como substrato o LRM.

Palavras-chave:cido giberélicoGibberella fujikuroj lodo residual.

Introduccioén Uno de los campos de la Biotecnologia que ha logrado
una mayor evolucién en el dltimo siglo, es la produccién
De las 136 giberelinas que han sido identificadas en plarfie metabolitos secundarios, hoy en dia se produce una
tas, hongos y bacterias, es el &cido giberélico JA&  gran cantidad de estas sustancias, las cuales son de alto
giberelina mas importante (1, 2). Entre las aplicaciones dealor agregado, y cuya mayoria provienen de hongos (3).
esta fitohormona se encuentra la contribucion sobre los
procesos de malteado de la cebada, su actividad como prgara producir AGse han empleado distintos sustratos en el
motor del desarrollo de los racimos de uva, su labor en logrecimiento del microorganismo y produccion de la
procesos de fecundacion de ciertos frutos, el aumento qd#ohormona. Gelmet al (5), empleo Amberlita IRA-900,
genera en las distancias internodales de algunas planta#)a resina sintética a diferentes condiciones de temperatu-
su actividad como desencadenante de la floracion en otrak y actividad del agua, utilizando urea como Unica fuente
su oposicion al efecto inhibidor de la oscuridad en el desede nitrogeno. La cascara de cafe y bagazo de cassava fue-

rrollo de algunos tejidos vegetales, la reduccion en logon empleados por M. Machadbal (1) en la fermenta-
periodos de latencia de semillas (3). cién a diferentes tiempos, estos residuos agroindustriales

proporcionaron las diferentes fuentes de carbono. Eran
El acido giberélico se produce por microorganismos, sienal. (6) y Nhujaket al (7) emplearon medios de cultivo
do el hongo ascomice®@ibberella fujikuroiel mas em-  sintéticos. Indicando que las concentraciones bajas de ni-
pleado para su produccion. Este hongo es una espedieggeno favorecen la produccion del acido. También se
pleomorfica, ya que puede tener una o mas formas en sh@n empleado biocatalizadores soportados en matrices
estados sexuales (perfecto) como en los asexuales (impgrerosas para la produccion de A&n un medio nutritivo
fectos). Al estado imperfecto del hongo se le llamapreparado a partir de sus componentes para el crecimiento
Fusariummoniliformey al estado perfectGibberella  del micelio y produccion del acido giberélico (3). Como
fujikuroi (4). se hace referencia, algunos autores utilizan residuos soli-

dos como sustrato para el crecimientoGlibberella
Los metabolitos producidos p@ibberella fujikuroi  fujikuroi y producir AG, en este caso se utilizo un lodo
son numerosos, siendo el bikaverin y las giberelinasesidual proveniente de un sistema de tratamiento de aguas
los mas conocidos. Para la producciéon de las gibereliresiduales, esto es importante, porque a partir de un resi-
nas, especialmente GAe han empleado diversos pro- duo se obtiene un recurso (8).
cesos. Pierottet al (3), mencionan que se han usado
distintas técnicas de fermentacion a nivel laboratoriol.0s lodos se clasifican en base a las aguas residuales que
tales como los trabajos de fermentaciones sumergiddes originan, por lo tanto, se obtienen lodos residuales
realizados por Borrovet al. (1964), investigaciones industriales, municipales y mixtos. En Meéxico no existe
en células inmovilizadas por Jones y Pharis, (1987)una cifra oficial reportada sobre la produccion de lodos
ensayos con sistema de inmovilizacion basados en figenerados. Coliet al (9) reportaron una produccion de
bras poliméricas y diversos sistemas de fermentaciéd2 millones de toneladas/afio y son muy pocas las plantas
en fase solida realizados por ktial (1995) y Gelmi  que realizan algin proceso de tratamiento y disposicion
et al. (2000 y 2002). final, ya que generalmente, carecen de las instalaciones
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para llevar a cabo el manejo adecuado de los lodos gene®roduccion de acido giberélico en

dos (10). Para dar solucion al problema, se han realizadgrmentacién sumergida

estudios que proponen alternativas de uso; Rulkens (11)

propone que los lodos residuales municipales pueden sge verifico que la cepa identificada cor@ibberella
aprovechados para producir energia, Tewteal (12)  fujikuroi produce AG empleando como sustrato el MCE,
menciona que el aprovechamiento de diferentes residuasl cual, se preparé en un matraz Erlenmeyer de 250 mL
organicos (desechos urbanos, lodos acuicolas, entre otrasjnteniendo 100 mL compuesto por: Glucosa (80 g/L),
ha aumentado exponencialmente, debido a su valor agraagSO,.7H,0 (0.45 g/L), KHPO, (5 g/L), NHNO, (1.85 g/
noémico y a su capacidad para aumentar la calidad y canti-), FeSQ.7H,0 (0.2 g/L), ZnSQ.7H,0 (0.2 g/L),

dad de materia organica, por su valor como enmienda y sgaCl.2H,0 (0.1 g/L), CuSO4 (0.02 g/L), Co&D.02 g/L),
posibilidad de incrementar el contenido de nutrientes ema,B,0,.10H,0 (0.02 g/L), NgMoO,.2H,0 (0.02 g/L),

el suelo (principalmente fésforo, calcio y magnesio).MnSO,.H,0 (0.02 g/L), etilendiaminotetraacético (0.6 g/
Dirkzwageret al (13) analizaron lodos residuales munici- L), se esterilizé durante 15 minutos a 15 Ib y posteriormen-
pales en Espafia y encontraron una concentracion de mate-se inoculd con el contenido de un tubo de cultivo en
ria organica de 53.8 %, nitrégeno 3.18 %, potasio 0.14 % Yafio maria durante 7 dias #Q&on agitacion constante
fosforo 3.96 %. Colin-Cruz (14), analizé lodos residualesde 100 rpm (Ayesteran, 2006).

municipales en México, obteniendo en relaciéon a materia

organica 62.5 %, de nitrégeno 2.1 %, de potasio 1.2 % y de

fosforo 0.1 %, ambos autores concluyeron que estos lodd@btencion del acido giberélico

son utiles como mejoradores del suelo y como fuente de 3 . . - i
nutrientes para vegetales. Después de la incubacion, se filtr6 una alicuota de 50 mL

a través de una membrana con poro de 0.45 pm de diame-

La concentracién de nutrientes que presentan los lodd€0; 1a porcion liquida fue procesada para extraer el acido
residuales puede ser aprovechada como medio de culti@Perélico. El filtrado fue ajustado a pH 2 con HCI 1M,
para ciertos microorganismos, como por ejemplo para 1§0locado en un embudo de separacion y se agregaron 20
produccion deBacillus thuringiensisvariedadkurstaki ~ ML de acetato de etilo concentrado y posteriormente agi-
(19), ya que el contenido de materia organica y nitrégenéarlo wgorosament_e durante 5 minutos, dejéndolp reposar
pueden ser utilizados como sustrato, otro ejemplo es & lograr la separacion de las fases. La fase organica se hizo

trabajo realizado por Ayesteran (8), en el cual, utiliz6 lodoasar & través de sulfato de sodio anhidro para almacenarla
residuales industriales para el crecimiento del hongd)osterlormente en un matraz de bola; la fase acuosa restan-

Gibberella fujikuroiy la produccién de &cido giberélico, t€ fue colocada en el embudo de separacion para nueva-
obteniendo 38 mg/L del acido en 4 dias de cultivo demoghente adicionarle 20 mL de acetato de etilo concentrado;
trando que estos residuos pueden emplearse como sustr&&J€ Proceso se realiz6 5 veces. La fase organica contenida
para dicho microorganismo. Por lo anterior, el propésitoen €l matraz de bola fue lievada al rotavapor, para evaporar
de este trabajo fue utilizar lodos residuales municipale§! disolvente a 3& y obtener el solido deseado.

para la produccion de &cido giberélico empleando al hon-

go Gibberella fujikuroimediante el proceso de fermenta-

= i Caracterizacion
cion sumergida.

Al producto obtenido de la fermentacion durante 7 dias se

le realiz6 un analisis por cromatografia en placa, la cual

fue comparada con el producto comercial y analizada en el

espectrofotometro de UV visible (SHIMADZU, UV-160A)

para determinar su longitud de onda y complementar la

caracterizacion con un analisis en el espectrofotometro de
g Infrarrojo (Nicolet, AVATAR 360 FT-IR).

Materiales y métodos
Cepa

El microorganismo empleado para la produccion dg A
fue la cepa d&ibberella fujikuroi(CDBB:268), conser-
vada a &C y resembrada cada 20 dias en tubos inclinado$, .- 2 y: : £ : Al p
con Agar Papa Dextrosa (PDA) @28Se identificaron las i\na“SIS. del acido giberelico estandary
caracteristicas macroscopicas del hongo observando |g§)mer0|al

colonias presentes en los tubos de cultivo y las caracteri
ticas microscoOpicas se determinaron por medio d
microcultivos.

Al 4cido giberélico estandar (Riedel-de Haen, Lot 3251X)
%e le realizo el anlisis en el espectrofotémetro de Infrarrojo,
utilizando 1 mg del estandar y 50 mg de KBr. la pastilla fue
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preparada para ser analizada en el IR. También fue realizaercién atdmica (Perkin Elmer, Analist 200, estos metales
da la curva de calibracion del A@standar y leida en el se midieron a una= 357.87, 213.86, 232, 283.3, 324.75,
espectrofotometro de UV visible para determinar la longi-228.80 respectivamente).

tud de onda maximempleando celdas de cuarzo de 1 cm

de didmetro e indicando en el equipo la lectura de 200 &ultivo del hongo y produccién de AC;;

900 nm. Las diluciones realizadas fueron en ppm (500empleando LRM y MCE

300, 200, 100, 50 y 10) y usando como disolvente acetato

de etilo. Ambos sustratos se usaron al 100 %, variando el tiempo

L. L ) o _de incubacion, se emplearon matraces con 100 mL del
El acido giberélico comercial (Biogib) empleado presentdg, siratg tanto del lodo residual como del medio de culti-

Y ifi i0 - o . . .
una pureza del 10 %, por lo que para su pUTIfICaCIOn S@O estandar, se esterilizaron y posteriormente se inoculé

pesaron y disolvieron 1.0274 g de Biogib en 100 mL d€.,q43 matraz con el contenido de un tubo de cultivo (co-

agua desionizada. Ajus,téndolos a un pH 2 con una S0lYpnias deGibberella fujikuro) y se incubaron durante 3,
cion 1M de HCI. Una alicuota de 50 mL de la solucion fueg 13 y 30 dias a 28 en fermentacién sumergida y agita-

colocada en un embudo de separacion para adicionarle %Qén constante. Después del tiempo de incubacion co-
r_nL P'e acetato de etilo y agitar mmedlat,ar.nente con IE}respondiente se realiz6 la extraccion del producto
finalidad de separar las fases, la fase organica contiene @), .2 4o en cada muestra realizando cinco lavados con

acido giberélico. La fase organica se hizo pasar a través Qﬁ:etato de etilo, se evaporo el disolvente en el rotavapor
los cristales de sulfato de sodio anhidro, y posteriors

X y finalmente el sélido fue disuelto en metanol y llevado
mepte fue evap_ora_ldo el acetato .de etilo en un rotavqpf)c{un volumen final de 10 mL.

(Brinkmann, Bilchi 461). Posteriormente se determind

el punto de fusiénKisher-Johns) y seealiz6 una . .. .
cromatografia en placa fina empleando como sistemg)etermmacIon cuantitativa deIAG3

eluyente acetato de etilo-acetona-diclorometano (9:1:1producido en LRM y MCE

y finalmente la placa fue observada con la lampara de L o . o

luz UV. Se realizé el analisis en el espefdtometro de Para la determinacién cuantitativa de acido giberélico pro-

Infrarrojo, pesandose 0.0010 g del A®mercial y 0.0529 ducido se emple6 cromatografia liquida de alta resolucion
g de KBr, y determiné la longitud de onda méaxima em-HPLC (Va}rian, 9050,9012), para la separacién del produc-
pleando el espectrofotémetro de UV visible (8) to se us6 una columna RP8 5um 39x159 mm Column

W2197 H 005, empleando como fase movil 35 % metanol,
65 % agua pH 4 (acido fosférico 1 %), con un flujo de
Obtencion del lodo residual y tratamiento ImL/min, ciclo de 10 pL, volumen de inyeccion 50 uL,
detector UV a 256 nm, intervalo de concentraciones 100
El lodo residual municipal (LRM) se obtuvo de una Plantamg/L - 1000 mg/L. La cuantificacion del &cido se realizd
Tratadora de Aguas Residuales en Toluca, Estado de Méxiediante comparacion con una curva de calibracién obte-
co, donde se tom6 una muestra de 6 L de lodo antes de tida para un patrén de acido giberélico de Riedel-de Haen,
adicion del polimero y de la entrada al filtro prensa. Se ot 3251X.
esterilizé en una autoclave a presion (UL, modelo No.
1925K) a 15 Ib durante 25 minutos y posteriormente sdara la curva de calibracién se prepararon soluciones de
realizé la prueba de esterilidad, para la cual, se preparar@&00, 300, 200, 100, 50 y 10 ppm diluidas en metanol.
cajas petri con agar nutritivo y se sembro la muestra de
lodo por estrias y se incubaron las cajas inoculadas duran-

te 24 horas a 3C. Resultados y discusion
Caracterizacion del lodo residual Caracteristicas de la cepa d&ibberella
fujikuroi

Se determind el pH con un potenciometro (CONDUCTRO-

NIC pH 120) (15), el porcentaje de materia orgénica emta cepa deGibberella fujikuroiutilizada se muestra en la
pleando el método de Walkey y Black (15) el contenido defigura 1A, la cual, crecié formando colonias sobre el medio
nitrégeno total por el método de Kjeldahl y el contenidode cultivo PDA. Las colonias en la etapa inmadura presenta-
de humedad relativa (15). La concentracién de metaleson un micelio de color blanco y aspecto algodonoso, y con
pesados (Cr, Zn, Ni, Pb, Cu, Cd) se determiné empleando la madurez del cultivo, las colonias presentaron un color
técnica de absorcién atémica utilizando el equipo de abanaranjado o violeta en la base del crecimiento.
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En la figura 1B, se observan las caracteristicas microscépém, obteniendo unasR 0.55. La Rdel producto comer-
cas del hongo al aplicar azul-algodén-lactofenol, tambiércial (b) dio el mismo valor, ya que la distancia recorrida
se observan estructuras miceliares alargadas con ramificaer el producto fue igual a la alcanzada por la muestra
ciones septadas. No se observaron esporas, lo que coincidietenida en MCE. Ambas cromatografias presentaron una
con la informacion bibliogréfica (8), gue menciona al hon-Re similar a la obtenida para el estandar (0.52).

go como un tipo de cepa no formadora de esporas.

Caracterizacion del AG; estandar y comercial

Caracterizacion del producto obtenido del _ _
MCE La figura 1D muestra la cromatografia en placa realizada al

estandar de acido giberélico, donde la altura obtenida por
La figura 1C, muestra una cromatografia en placa del prda muestra fue de 3.5 cm y la del sistema eluyente igual a
ducto obtenido en MCE durante siete dias de fermentas.7 cm, resultando unaR 0.52, dato aplicado como pun-
cion sumergida (a), en donde la altura del producto fue de de referencia para la identificacion del fBesente en
3.6 cm y la altura alcanzada por el disolvente fue de 6.8l producto obtenido en el MCE con 7 dias de incubacion.

Figura 1. A: Aspecto de la Gibberella fujikuroi durante su desarrollo. B: Caracteristicas microscépicas de la Gibberella fujikuroi.
C: Cromatografia del producto extraido (a) y el acido giberélico comercial (b). D: Cromatografia del acido giberélico estandar.
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Espectro IR del AG; extraido de MCE y ademas se identifican sefiales correspondientes al enlace
LRM C-H de los alcanos (2800 y 3000-&my una sefial en 2400

cnt que indica la presencia de €Qa cantidad de
La figura 2A y 2B, muestra el espectro en el IR dekt AG sustancia quimica en la muestra contribuye a los an-
extraido del MCE y LRM respectivamente, observandochos de los picos, lyace que el enlace de hidrégeno se
que tienen semejanza con el espectro del ésBandar presente como bandas anchas, las cuales estan asociadas
(Figura 3A) comercial (Figura 3B), pues en ellos se obsereon el grupo O-H lo cual se observa en la figura 2A.
va la existencia de la banda que corresponde al grupo O-Buando la muestra es muy diluida el enlace O-H presen-
de los acidos carboxilicos (3500-2500%ny frecuente-  ta bandas nitidas y mas débiles tal como se muestra en la
mente centrada alrededor de 3000'cesi como la exis- figura 2B Smith (16); estos resultados cualitativos indi-
tencia del enlace C=0 (1720-17009rpara el 4cido. En  can que la cepa deibberella fujikuroies productora de
relacion al grupo éster, la banda muestra sefiales entre 175ido giberélico en el medio de cultivo estandar y en el
1700 cmtque corresponde al enlace C=0 de dicho grupolodo residual municipal.
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Figura 2. A: Espectro en el IR de AG; extraido del MCE. B: Espectro en el IR de AG; extraido del LRM.
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En la figura 3Ay 3B se muestran los espectros del acidtes entre 1750-1700 chgue corresponde al enlace C=0
giberélico estandar y comercial obtenidos en elde dicho grupo, en ambos espectros se identifican sefia-
espectrofotometro de Infrarrojo. En ambos espectros skes correspondientes al enlace C-H de alcanos (entre 2800
pueden observar las bandas que corresponden al grugc8000 cnt). El espectro del AGcomercial presenta mas
O-H de los acidos carboxilicos (3500-2500'¢masi como intensa la banda correspondiente al grupg(@@0 cm

la existencia del enlace C=0 (1720-1700%mara el ) Smith (16).

acido. En relacién al grupo éster, la banda muestra sefia-
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Figura 3. A: IR del acido giberélico estandar. B: IR del acido giberélico comercial.
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La figura 4A y 4B exponen la longitud de onda determi- Tabla 1. Pardmetros fisico-quimicos del lodo residual
nada en el UV visible para el estandar y producto comer- municipal

cial de acido giberélico respectivamente. La longitud de

onda fue de 256 nm, ambos presentan una intensidad
radiacion similar, siendo de 0.25 para el estandar y 0.
para el acido giberélico comercial. Los resultados confir-

rametro LRM LRM
acido alcalino

maron que el producto comercial podia ser usado comgy 4.0 8.2
control positivo. Materia organica (% m/v) 5.2 5.3

Nitrégeno total (% m/v) 0.25 0.24
Tratamiento y caracterizacion del lodo Humedad relativa (% m/v) 95.6 95.3
residual

En relacion al tratamiento realizado al lodo residual munitras de lodo present6 concentraciones similares, siendo de
cipal la prueba de esterilidad presenté nulo crecimiento de.24 % (m/v) y 0.25 % (m/v) respectivamente. Estos resul-
microorganismos en el agar nutritivo, confirmando que esados coinciden con Muhammatial (2008), los cuales
seguro el proceso de esterilizacion realizado a 15 Ib durammencionan que los lodos residuales contienen nutrientes
te 25 minutos. para las plantas y MO que puede ser usada como suple-
mento, ademas se ha mostrado que la aplicacion de lodos

En la caracterizacion del lodo residual, éste se ajustd a prbsiduales mejora las propiedades fisicas, quimicas y bio-
acido, condicion optima para el crecimiento del hongo. Lasogicas del suelo.

caracteristicas fisicoquimicas determinadas al lodo residual
con ajuste acido y alcalino se muestran en el tabla 1.  En la tabla 2, se presenta la determinacion de algunos
metales pesados y la comparacién con los limites maxi-
En el LRM alcalino y en el LRM acido, con relacion al mos permisibles de estos contaminantes de acuerdo a la
porcentaje de materia organica fue similar y de acuerdo alOM-004-SEMARNAT-2002. Se observa que los valo-
Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias (INIA),res obtenidos para el cromo (588.40 mg/Kg), zinc (496.58
(Moreno-Dahme, 1970) citado en Valdés y Medina (15) elmg/Kg) y cobre (405.27 mg/Kg) no rebasan los limites
sustrato se clasifica como extremadamente rico en materi@aximos permisibles citados en la norma oficial mexica-
organica (5.20 % m/v). Asi mismo, el nitrogeno en las muesna, la concentracion de plomo (402.88 mg/Kg) rebasa el

Estandar de &cido giberélico Acido giberélico comercial
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Figura 4. A: Longitud de onda para el estandar de acido giberélico. B: Longitud de onda para el producto comercial de acido
giberélico.
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Tabla 2. Metales pesados en lodos y limites maximos permisibles.

NOM-004-SEMARNAT-2002

Metal LRM alcalino LRM acido Excelentes Buenos
mg/Kg en base seca mg/Kg en base seca mg/Kg en base seca mg/Kg en base seca
Cromo 547.01 588.40 1200 3000
Zinc 576.96 496.58 2800 7500
Niquel 590.93 687.71 420 420
Plomo 363.34 402.88 300 840
Cobre 404.75 405.27 1500 4300
Cadmio 111.79 159.28 39 85

limite de 300 mg/Kg, aun asi, esta dentro del rango conpuestos presentes en el lodo u otros metabolitos produci-
siderado como bueno para usarse (840 mg/Kg). En estdos por el hongo.
trabajo, se encontré que niquel y cadmio tuvieron con-
centraciones de 687.71 mg/Kg y 159 mg/Kg respectivaPara la produccion de A8n LRM y MCE en funcién del
mente, y rebasaron los limites permisibles; sin embargdjempo de incubacion en fermentacion sumergida, las ta-
los valores altos de estos metales no afectaron el credias 3y 4 exhiben los resultados obtenidos en cada uno de
miento del hongo y por lo tanto, la produccién de aciddos sustratos.

giberélico.

Determinacion cuantitativa de AG;
producido en LRM y MCE

Se obtuvo un cromatograma correspondiente al &cic
giberélico estandar, como se aprecia en la figura 5, el ct
presenta cuatro picos durante los primeros dos minutos.
méas evidente se observa a 1.091 minutos, con una conc
tracién de 300 mg/L, considerado entonces como el tier
po de retencion [tpara el estandar a 256 nm. Los picos
detectados después del tiempo de retencién son debid
ciertas impurezas (del mismo producto, el cual, tiene ur
pureza del 99 %) presentes en la solucién. Estos datos
tomaron como referencia para revelar la presencia de e
compuesto en las otras muestras.

Las muestras provenientes del LRM y MCE fueron anal
zadas y contrastadas con el tiempo de retencion del estar
(1.091 minutos). En el cromatograma correspondiente
producto obtenido del LRM (Figura 6), se observa un pic
a 1.083 minutos y en el cromatograma para el produc
obtenido del MCE (Figura 7) el pico se muestra a 1.07
minutos, estas sefiales corresponden a 8 dias de ferme
cion con tiempos cercanos al tiempo de retencion detern
nado para el estandar; por lo tanto, la cepa empleada
este trabajo produjo A@n ambos sustratos. Los picos que

Comparando ambas tablas puede observarse que la con-
centracion fue mayor en el LRM a los 3 dias y 8 dias, con
una concentracion de 57.61 mg/L y 258.59 mg/L respecti-

114.12

=2.0

<\WI

1.091

-

I 3.233

1.506

401

1.731

<\WI=4.0

ambos cromatogramas presentan antes y después del tieRigura 5. Cromatograma y tiempo de retencién para el aci-
po de retencion pueden corresponder a diferentes conde giberélico estandar.

59



Universitas Scientiarum, 2011, Vol. 16 N° 1: 51-62

32.082

|
15
<WI=8.0
<WI=16.0

1.083

Figura 6. Cromatograma para el producto obtenido del LRM.
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Figura 7. Cromatograma para el producto obtenido del MCE.

vamente, y a los 13 dias y 30 dias aumenta lentamente en
comparacion con los rendimientos obtenidos en el MCE.
Obteniéndose una concentracién maxima de igGal a
460.06 mg/L a los 30 dias de fermentacion sumergida.
Ayesteran (2006) reporté una maxima concentracion de
acido giberélico igual a 38 mg/L en 4 dias de cultivo en
lodo residual, rendimiento menor al obtenido en este tra-
bajo a los 3 dias de incubacién en el lodo residual muni-
cipal.

Tabla 3. Concentraciéon de AGen LRM a diferentes
dias de incubacién.

LRM
Dias Concentracion promedio (mg/L)
3 57.61
8 258.59
13 305.98
30 460.06

Tabla 4. Concentracion de AGen el MCE a diferentes
dias de incubacion.

MCE
Dias Concentracion promedio (mg/L)
3 45.16
8 220.82
13 425.87
30 1014.46

La concentracion de AGbtenida en el LRM se debe al
contenido de MO (Tabla 1) metabolizada por el hongo ya
gue con base en Valdés y Medina (2005), es un sustrato
extremadamente rico en este nutriente, asi mismo, el pHy
la cantidad de nitrdgeno presente en el lodo favorecio es-
tos resultados; Ayesteran (2006) sugiere que para un mejor
rendimiento en la produccion de acido giberélico emplean-
do lodo residual, el pH del lodo debe ser acido, igual que
el medio de cultivo estandar (pH 4.0), condicién que se
realiz6 desde el inicio de este trabajo. En relacion al nitro-
geno, Ayesteran (2006) reporta 240 mg/L de lodo, mien-
tras que el LRM empleado en el presente trabajo presentd
un valor de 2500 mg/L, concentracion diez veces mayor.
Por lo tanto, a mayor concentracion de nitrdgeno, mayor
crecimiento del hongo y cuando la fuente de nitrégeno se
agota, el crecimiento exponencial del hongo decae y la
produccién de metabolitos secundarios se incrementa. Sin
embargo, Gelmeét al (2000) mencionan que con altas
concentraciones, la fase de crecimiento se prolonga y la
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produccion de la hormona se puede retardar, éste compor-
tamiento es observado en los rendimientos dgoh@&ni-

dos (Tabla 3) con los reportados para el MCE (Tabla 4). La
diferencia en cuanto a los rendimientos, teniendo en cuen-
ta que se empled un medio nutritivo totalmente diferente?-
al MCE, esto es debido principalmente a que existe una
descomposicion del acido giberélico que promueve la for-
macién de acido giberelénico, asi como productos inter-
medios como acido iso-giberélico. Descomposicion queg-
se da en medios acuosos, ligeramente acidos; consideran-
do la posibilidad que parte del acido producido en la fer-

mentacién sumergida se degradara en otras sustancias antes

de ser analizado (Pierotty al 2006). 4

Conclusiones

El lodo residual municipal obtenido de una planta tratadora.
de aguas residuales puede emplearse para producir acido
giberélico al ajustar el valor del pH, ya que la concentra-
cién de materia organica y nitrégeno son suficientes para
el cultivo del hongdGibberella fujikuroi 6.

La mayor produccion de &cido giberélico se genera en el
LRM a los treinta dias de fermentaciéon sumergida,
obteniéndose una concentracion maxima de 460.06 mg/L.
7.
Es posible incrementar la produccion de acido giberélico
utilizando como sustrato lodo residual municipal a 460.06
mg/L en una fermentacion sumergida de 30 dias, en rela-
cion a la concentracién maxima obtenida por Ayesteran
(2006) que fue en tres dias de 38 mg/L. 8
El criterio empleado en la concentracion del inoculo es
confiable, ya que al comparar la concentracion dg AG
producido en ambos sustratos (LRM = 258.59 mg/L y
MCE= 220.82 mg/L) y los tiempos de retencion (LRM =
1.083 minutos y MCE = 1.075 minutos) a los 8 dias de9
fermentacion se obtienen datos similares. '
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