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I - RESUMO

Estudaram-se as condigoes de cultura da Gibberella fu

jikuroi, para a obtengdo de Acido Giberélico.

Entre as espécies ensaiadas, do genero Gibberella, se

lecionou-se a linhagem Gibberella fujikuroi IOC 3326, como a

Unica produtora.

Foram provados varios meios de cultura, estudando -se
principalmente os efeitos da fonte de carbono adicionada (car
boidratos), a natureza da mesma e a concentragao mantida du
rante o curso da fermentacao.

A interagao entre a Taxa de Transferéncia de Oxigenic
maxima do sistema (TTOm3x), e a Taxa de Demanda de  Oxigenio
(TDO), causada pela massa celular presente, foi estudada em
diferentes condigdes de aeracdo, agitagao e concentracao da
massa celular.

A diferenga TTOmax - TDOmdx relacionou-se com parame-
tros, tais como: acumulacgao de reservas, caracteristicas do
micélio, evolugdo do pH, utilizagao de carboidratos, rendimen
to especifico e produtividade de 4ecido giberélico.

Efetuaram-se experiencias em agitadores de frascos e
em fermentador de laboratdrio. Os melhores resultados obtive-
ram-se neste ultimo, com um rendimento de 5.4 mg/mMNo de GA3,
€ uma produtividade de 0.031 mg/mM Noh.

Estes resultados foram obtidos com o fermentador, ope
rando-se em condig¢Ces tais, que o fornecimento de oxigenio es
tava limitado; e restringiu-se a disponibilidade de carboidra
tos empregando uma fonte de utilizagao lenta.

- 1 -



I - SUMMARY
The cultural conditions for obtaining Gibberellic Acid,

from Gibberella fujikurci, were studied. The strain Gibberella

fujikurcoil IOC 3326 was selected as the only producer, amongst

the species of the genus Gibberella assayed.

Various culture media were tested, primarily studying
the effects of the carbon source added (carbo .drates), with
respect tc its naturc and the concentration maintcined during

the course of fermentaticn.

Interaction between the maximum Oxygen Transfer Rate
(OTR max) of the system, and the Oxygen Uptake Rate, (OUR) cau
sed by the cell mass, was studied under different conditions °f

aeration ,agitation and cell mass concentration.

The difference OTR__. - OUR was related to parame-

ma max
ters such as, storage of reserves, mycelial characteristics,pH
curve, carbohydrate utilization, gibberellic acid specific

yield and productivity.

Experiments were done in shakers and in a laboratory
fermenter. The best results were obtained in the latter, yiel

ding 5.4 mg/mMNo of GA3 and a productivity of 0.031 mg/mMNoh

These optimum results were obtained with the fermenter
operating at a limited oxygen supply and restricting carbohy-

drate availability with a slowly utilized source.



II - INTRODUCAOQ

0 Acido Giberélico pertence ac grupo das giberelinas,

compostos quimicos isolados do metabolismo da Gibberella fu-

Jikuroi (forma imperfeita: Fusarium moniliforme). Este fungo

foi diagnosticado comc o causador da enfermidade "bakanae" ,-
que ataca as culturas de arroz, provocando um desenvolvimento

excessivo, que causa a morte das plantas afetadas.

Kurosawa, fitopatologista japoneés (1826), estabeleceu
que os compostos originados no metabolismo do fungo, eram os

causadores da enfermidade.

As investigacgOes realizadas postericrmente, levaram a
estabelecer a existencia de uma séerie de compostos quimicos

que constituem o grupo das giberelinas (32. 38).

A partir de entao, se projetaram como compostos uteis
para aplicagac na Agricultura, como reguladores do crescimen-
to dos vegetais, ¢ em especial o dcido giberélicu, por ser de

todos, © que possue maior atividade bicldgica.

As investigagdes posteriores incluiram o estudo das
estruturas quimicas dos membros da série, propriedades fisi -
cas e quimicas, estabelecimento da biosintese dos mesmos, e
estudos de fisiologia vegetal relacionados com as giberelinas

(18, 31).

O emprego do acido giberélico como fito-horménio, 1le
vou ao desenvolvimentc de técnicas de obtengac deste composto,
por fermentagao a partir do microrganismo produtor. As primei

ras tentativas foram realizadas por cultivo em superficie,pa§



sando-se em seguida, a desenvolver a fermentacao submersa,que

é utilizada atualmente na producac industrial.

As aplicacdes do acido giberélico estac estreitamente

vinculadas a Indiustria Alimentar.

Neve-se fazer aqui, uma disting3c entre as aplicagoes
que ¢ relacionam indiretaﬁente a esta indlstria, pelo efeito
benéfico que se obtém de sua aplicag3o nas culturas de Maté
rias Primas Agrarias, e aquelas em que é usadc diretamente na

Inddstria Alimentar.
A respeito do¢ primeirc grupo darse como exemplos:

a) Seu empregc para aumentar a produtividade nas culturas
de: ameixa, aipu, alcachofra, alface, batata, beringe
1a, café, cana de aglcar, cereja, espinafre, lupulo,
milho, morangc, peplnoc, salsa, uva.

b) Seu efeitn retardadcr de maturacac dos citricos, inclu

sive na melhcra da cor destes.

Comc exemplc de seu uso diretc na Indistria da Alimen
tacdc temos a sua incorporagac no processo de malteagcac  nas
Indastrias do Malte e da Cerveja, nas quais se obtém as . se
guintes vantagens: a) reducan do tempo de germinacac da ceva
da, b) aumento do conteudo em extrato das cevadas, c) reducao
das perdas de malteagac de 1 a 2%, d) aumento do poder diasté

sico, gque para o - amilase chega a valores de 50%.



III - REVISAO TEORICA DA FERMENTACAO DA GIBBERELLA FUJIKUROI

1.0 Processc de Fermentagac

As giberelinas sic produzidas durante a fermentacao -

aerobica de fungos da espécie Gibberella fujikurci. A fermen

tagaoc inicialmente se desenvolveu em superficie, técnica que
se deixou de lado para dar lugar a fermentagac submersa, mais
eficiente no que diz respeitc a rendimentos e condigCes de

trabalho.

Na fermentagac submersa, © meio de cultura inoculado
com o microrganismc, & mantido em condigCes de aeragao e agi
tagao, que favorecem o desenvolvimento e o metabolismo em to
das as suas etapas. 0 microrganismo requer para © seu desen -
volvimento, fountes de carbono, nitrogenio, fésforo, potassio,

magnésioc (8). A funte de carbono é exigida para a formagac de

biomassa, metabdlitos e para a produgcac de energia requerida
nc metabolismo. Esta pode ser suprida pelos seguintes substra
tos:
a) carboidratos: glicose, sacarose, lactose, amidc.
b) alcoois: glicerol

c) Sleos vegetais: girassol e linho

A necessidade de nitrogenic pode ser satisfeita com
substratos de origem organico ou inorganice, ou uma combina -
cac de ambos.

Empregam-se com exito s seguintes:

procedeéncia inorganiéa: nitrato de amonio, cloretc de

amonio, sulfato de amonio.



procedencia organica: glicoccla, tartarato de amonic,
uréia, sub-produtos de Agro- in
dustrias tais comc: &agua de ma
ceracac de milho, tortas de -
prensagem de sementes oleaginc-
sas, farinha de s¢ja e hidroli-

zados de proteinas de soja.

Os demais elementcs, podem ser fornecidos como fosfa-

to monopotdssico e sulfato de magnésio.

Recomenda-se também, a presenca de microquantidades -
. - - . +3 +2 +2
dos seguintes cations metalicos: Fe , Cu o)
+2
n

+2
n

, M M

Z (40).

A fermentagac para a produgac de dcido giberelico pro
cede com o nitrogenic como substrato limitante, mantendc-se ©
carbono em excesso através de todo ¢ ciclo. Os periodos de du
ragcao do processo variam entre 170 a 500 horas, dependendo da
linhagem, meio de cultura e condigoes de cultura. Indicaram -
-se temperaturas dJde cultivo na faixa de 24-33¢ C (10), encon-
trando-se entre 29 e 319 C os valores Stimos relativos ac ren
dimento do metabolito.

A fermentagac esta caracterizada por uma série de eta
pas bem definidas, que correspondem a mudangas no metabolismo
do fungo. As mesmas foram exaustivamente estudadas por Borrow
A e outros (9), os quais estabeleceram a sequencia de etapas,

a composigas celular ¢ sua cinética.



2.0 - Sequencia de Etapas da Fermentagac

Durante ¢ transcursc da fermentagac e obtengac de gi-

berelinas, foram identificadas as seguintes etapas:

2.1 - Crescimento balanceado
2.2 - Producgaoc de reservas
2.3 - Manutengac
2.4 - Terminal

2.1 = Crescimentc balanceado

Imediatamente apds o retardamentc inicial (fase de la

téncia), correspondente a adaptagau do¢ microrganismo ac meio

de cultura, inicia-se um periodo de proliferagac de células
que caracteriza esta fase. Os nutrientes sac assimiladocs do
meio, produzindo-se biomassa celular, a partir dos mesmos. A

assimilacdo destes chedece a proporgoes definidas e constan -
tes. Cada aumentc unitario da massa celular, val acompanhado
da assimilacac de uma determinada quantidade de nutrientes.

A S
A M

M = massa micelial), estao determinados pelo modelo cinéti-

O0s coeficientes economicos (onde S = substrato
co de crescimento; ¢ qual, por sua vez, esta determinado pe-
las condigdes de transferencia de oxigenio ac meio.

A composigao celular permanece constante, estabelecen
do-se valores de aproximadamente 6% de matérias gordurocsas e
16% de carboidratos. A etapa finaliza quando o microrganismc
assimila a totalidade de nitrogenic, contido no meio de cul-
tura. Portanto,este determina a quantidade de massa celular
a formar-se.

Durante esta etapa nao ha produgdo de acido gibereli-

Cco.



2.« - Producac de rescrvas

Esta etapa se caracteriza pelo términc da prolifera -
cao do microrganismo e pelas mudancas no seu metabolismo. A
partir deste momento comegam a acumular-se substancias de re
serva, no inicio rapidamente, seguindo-se taxas de formacao

decrescentes, até alcangar um maximo de massa micelial.

As substancias de reserva sintetizadas sdo carboidra-
tos polimercs de hexose e trigliceridecs saturados. No fim
desta fase chega-se a uma composicac celular de aproximadamen
te 32% de carboidratcs e 45% de gorduras. Paralelamente a for
macac de reservas, inicia a produgac de acidc giberélicc. A
respeito dcs nutrientes que restam no meio de cultura, o car
bono continua sendo utilizade; o fOsfore e o magnésio, estan-

do ainda presentes, sao assimilados.

2.3 - Manutengao

Durante esta etapa ¢ Unico nutriente assimilado é o
carbonc. A fermacao de reservas de gorduras e carboidratos -
cessa, continuandc a producac de acido giberélico.

0 microrganismo metaboliza a fonte de carbono para ob
ter a energia necessaria a continuac¢ac das fungoes vitais e
para a producgac de metabdlitos.

2.4 =~ Terminal

Durante esta fase o microrganismc nac utiliza mais
carbono, nem produz acido giberélico. O micélio comeca e dege
nerar;se, produzindo vacuolagac e fragmentacao das hifas. Os

constituintes do citeplasma sac liberados no meio da cultura.



Cineticos das Etapas de Fermentacao Gibere-
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3.1 - Ltapa de Crescimentc balanceado

A multiplicagao celular se inicie segundo um modelo ol
nético exponencial. 0 aumento da biomassa fica determinado pela
equagao: LnX = LnXo + U t onde : ¥ concentragao de biomassa ao

tempo t (mg de micélio seco por 100 ml de meio de cultura)

XO = concentracgao de 1noculo[—mg/looml
t = tempo (h)
U = taxa especifica de crescimentoL h-l!

A taxa especifica de crescimento & independente:da ta
xa de transferencia de oxigénio ao meio de cultura, da intensi
dade de agitagao, e da taxa de aeragao. Ademais, € independente
das concentragoes iniciais de nitrogénio e indculc no meio  de
cultura, e do pH no intervaloc 3.5 pH &6.0. Por outro lado, a
taxa especifica de crescimento depende da linhagem empregada e
de uma série de fatores envolvidos na composigao do meio de cul

tura, tais como:

@ - A natureza da fonte de nitrogénio; para o nitroge
nio de procedencia organica ¥ & maior que para ni
trogenic inorganico.

b - A concentragac inicial de carboidrato (Go);quando

a mesma & elevada, M diminue com aumentos de GO.

¢ - Para valores de pH fora do intervalo 3.5¢ pH

A

5.0, ¥ diminue.



0 modelo de crescimentc exponencial estabelecidc, requer
que a tensao de oxigenic no meio de cultura, alcance valores
maiores ou iguais a um determinado valer critico (11,34). A ma-
nutengao deste valor da tensdo de oxigénio, depende por sua vez

da diferenga TTO ~ TDO, onde:
max

TTOmax: Taxa de transferencia de oxigénio ao cultivo em

condigCes maximas de aeragdo e agitacdo

m M de 0y
L 1.h
TDO = Taxa de demanda de oxigenio do microrganismo no

-

meio de cultura mM cde Op
1l.h

O primeiro destes parametros, estd determinado pela taxa
de aeragao e pela intensidade de agitagdo, sendo fortemente in-
fluenciado pelo comportamento reoldgico do sistema microrganis-
mo-meic de cultura. Os aumentos na viscosidade reduzem a inten-
sidade da turbuléncia no sistema. Isto traz consigo efeitos ne-
gativos sobre a dispersao do ar no meio, e por conseguinte na

Taxa de Transferéncia de Oxigenio maxima.

No caso particular desta fermentag¢dao, o microrganismo se
desenvolve em filamentos. O comportamento reoldgico do sistema
¢ ndo-newtonianc e a viscosidade aparente aumenta com o aumentoc
da biomassa. De acordo com isto, o aumento da biomassa provoca
uma diminuig¢ao na TTO_-_ do sistema. Sobre o modelo reoldgico

max

da cultura submersa de Gibberella fujikuroi, n3o ha informacgio,

porém, para a cultura de outro fungo filamentoso Streptomyces

aureofaciens, foi determinadc um comportamento pseudoplastico

(45).



lla fermentacgac penicilinica (37), foi correlacicnado o
coeficiente volumétrico de transferencia de oxigenio (Kla) com
a viscosidade aparente, obtendo-se uma relagao do tipo Kla = Cl

- w
(yapp) onde:
Kla = coeficiente volumétrico de transferencia de oxi-
.~ . -1
genio. {%
-
i W e

Cl = constante (pseudo-c.p)’ .h *1

napp = viscosidade aparente pseudoplastica (pseudo-Cp)

Kla depende ademals, da intensidade de aeracac e agita-

gac no sistema. Estes parametros na fermentagao submersa podem

vincular-se por uma equacac do tipo Kja = (p/V)*, (US)B,....
(1,4)
(P/V) = potencia aplicada por unidade de volume
(Ug) = velocidade do ar referida a secgao transversal
do fermentader.
A relacaoc entre a taxa de transferéncia de oxigenio @

Kqa, fica determinada pela equagaoc TTO = K,a (C*-C)

C* = concentracdo de saturagidc do oxigenio no meic de
cultura, sob condigoes determinadas de temperatura

e pressao
mM de 02

1 h

o

= concentracac de oxigenio dissolvide no meio de cul-

tura
mM de 09

1 h

A taxa de demanda de oxigenio é funcdo da concentragao

- 11 -



da blomassa no meio do cultura, ficando definida pPor uma equa-

¢ac do tipo TDO = Q. X', onde:

Qe = taxa especifica de demanda de oxigenio
-
[r M de 07
mg de micelic seco h
X' = concentracdaoc dc¢ biocmassa

mg de micelio scco J
1

Durante o transcurso da etapa de crescimento balanccado
com cinetica exponencial, o pardmetro Q0 se compoe da soma de

parametros Qom + Qob, onde:

Qom - taxa especifica de demanda do oxigénio requerida

bPara a manutencio g

{1

s fungdes vitais das cllulas existentes

r m M de 09

ng de micelioc seco h

Qob - taxa especifica de demanda de oxigénio requerida

. -
para a sintesc de novas células

m M de 03

mg de micelio seco h

Além dissc, a TDO aumenta proporcionalmente com o au-
mento da massa celular.

A reducaoc da diferenca TTO max - TDO a medida que trans
corre a proliferacao ceiular pode levar a valores de tensdo do
oxigenic dissolvido inferiores ac valor critico requerido para
manter um modelo 4¢ crescimento eXponencial.

Nesse casc, o modelo cinético muda para crescimento se-
gundo uma cinética lincar, representada Por uma equagac do ti-

po dx = Ch.
dt

5¢ a concentracac de nitrogcnio inicial for elevada ,ob-

- 12 -



tendo-se portanto, uma concentragao de blomassa muito grande,as
limitagles na tensao do oxigenic levam a um terceiro modelo ci-
nético, no qual ¢ micelio se acumula com uma velocidade que di-
minue com o tempo. A transicao do modelo de crescimento EXPO~
nencial a linear, provoca mudangas nas contribuigoes dos nutri-
entes. Estas que durante o modelo exponencial atingem valores
de: glicose, 8,1, nitrcgénio (orgznico) 6,7: fésforo, 0,87,pas-
sam agora a: glicose, 15,93 nitrogenic, 5,7 féstoro, 0,443 ex-
pressos em mg, de nutriente, por mg de micelio seco, por g de
meio de cultura.

0 aumento significativo na contribuigao da fonte de car-
bono, estd indicandc que a resposta as deficiencias no forneci-
mento de oxigénic, se refletem no maior consumo de carboildrato,
resultante de uma degradagdo anaerdbica parcial deste.

A taxa d¢ crescimento durante o pericdc linear, ¢ inde-
¢ diminue a me-

pendente da concentragac inicial de ni ¢nio

P

trog
dida que aumenta z concentragao de carbcidratos no melo de cul-

tura.

3.72. Prcdugao de rescrvac

Nao existe informacdc publicada, no que diz respeito a
modelos que descrevam a cinética de acumulagao de reservas e a
utilizagao do carboidrato durante a fase.

A acumulacdoc da biomassa é rdpida no inicio, e  procede
com velocidade de formagido decrescente até atingir-se um maximo
de biomassa. Borrow (9) analisa as mudangas durante csta etapa,
utilizando os parametros, g (0 + 50) - gn e X'(n+ 50) - X'n

No No




onde:

gn = glicose consumida desde ¢ infcio até o esgotamento
do nitrogenio (g/1)

g (n + 50) = glicose consumida desde o inicio, até 50

horas depois dco esgotamento do nitrogénio (g/1)

X'n e X' (n + 50) = concentracao da biomassa ao tempo
e 1

tnh ¢ tn + 50 respcctivamente mg de micélic seco

-

tn = tempo até o esgotamento do nitrogénio (h)

t (n +50) = tempo até 50 horas apés o esgotamento de nitrogenio
(h)
No = concentragao inicial de nitrogénio { mM ]
1.

Borrow no sistema de fermentagao por ele estudado, esta-

beleceu que X' (n + 50) - X'n & independente da massa celular
No
no intervalo,['o, = 60 mM |de nitrogenio inicial. Para uma
1

concentracao mdior de ~élulas (No > 60), este parametro diminue

com o aumento de No. Acontece o mesmc cocm g (n + 50) - gn,dife-
Nc
rindo o valcr de No; para o qual se¢ produz a mudanga (No = 75)

Disto resulta a existéneia de um intervalo no qual os a-
tributos especificos de cada célula sio indepcndentes da  con-
centragao celular. A mudanca produzida ¢ provocada por restri-
¢oes no fornecimento de oxigénio ao meic de cultura.

. 1 .
O intervalo no qual X (n + 50) - Xn & independente da

No
massa celular, coincide com o intervalo no qual a fase de cres-

cimento balanceada, transcorre segundc um modelo de crescimento
exponencial. Os valcres destes dois parametros, saoc independen-

tes do pH no intervalo u4-8.



Neste periode, a assimilagao de carboidrato, transcorre

segundo uma cindtica linear.

A velocidade de utilizagac - dG € independente da con-
dt
centragidc celular no mesmo intervalo no gqual 0 ¢ g (n+ 50)- gn,
- No
para valores maiores, a cinética continua lincar, scndo - dg
at
menor.
3.4, Prcdugado de Aeido Giberélico

Borrow (9) cstabeleceu para o sistema de fermentagao, no

qual desenvolveu as experiencias, que a cinética de produgac e-

ra linear, e quc a taxa de produgao dGA3 [xng (GA, = abre-
dt 1h
viatura de acido giberelico), aumenta com o aumento da concen-

tracido de células no intervalo O < No <100; diminuindo para va-
lores de No > 100. Segundo o autor, a produtividade dGA3 cres-

Nodt
ce no intervalo 0< No <60, diminuindo para No >60.

A diminuigdo de dGA3 e dGA3 para concentragoes elevadas

at Nodt
de massa cclular, ¢ uma resposta as restrigoes existentes no
fornecimento de oxigonio.
A produgdc de GAj ndo comega, enquantc nac transcorrer
grande parte da faesc de rcserva. Este rotardamentc e maior, a

medida que No aumenta.

A quantidade maxima produzida, ¢ proporcional a concen-
tragdo do nitrogenio inicial no intervalo (0,100). A taxa de
produgac & independente do pH, na faixa de 3 pH 5,5, decres-

cendo fora do intervalc; diminue ademais quandc persistir uina



elevada concentragao de glicose no meio.

Por outro ladc, Ryu, D. e Pumphrey, A (37) estabeleceranm
critérios para & otimizagio Jda produgac de antibidticos (meta-~
bélitos secunddrios). Relacionaram a taxa de produgao _dp , por

dat

uma equagac do tipo dp = Qp X' onde-

dt
p = concentragao de antibidtico (g/1)
Qp = taxa especifica de produgdao de antibidticos
[_57 antibictico ]
L mg de mic&lio secoh
X' = concentracdo de células{:mg de miceélio seco/l]‘
A taxa especifica Qp, € uma funcao complexa, de  varid-

veis de natureza bioldgica e fisico-quimica. Qp & influenciada
fundamentalmente pela composicido genética da linhagem emprega-
da.

Escolhida esta, Qp pode-se vincular com o meio e as con-

digoes de cultura, scgundo uma fungao:

Qp =¥ { u, Qo, Gc) onde:

Qo = taxa especifica de demanda de oxigénio
[ mM de 09 ]
mg micélic seco.h
Qc = taxa especifica de demanda de carboidrato
[ mM de 09 E
ng micélio seco.h J
A otimizagac de Qp se consegue quando pesta acima de um

valor critico uc, ¢ Qo e Qc sdo de tal magnitude que nao limi-

tam o metabolismo do microrganismo.No valor Stimo, Qp & inde~
pendente da concentracac celular e a velocidade dc produgao ¢
linear.



Como foi descrito antericormente, os fungos apresentam mu-
dangas no metabolismo, durante o transcurso da fermentagac.

-

Pode-se fazer ume distingdao entre o metabolismo primario e

dirio. 0 primeciro compreende o conjunto de reagces qui-
micas catalizadas pelas enzimas que ddo lugar a formagao de no-
va massa celular fornecendo ademais, a cnergia necessaria para
a formagao desta. O mctabolismo secundario compreende a produ-

gdo de encrgia e sintese, cujos produtcs finais nac dcecsempenham

nenhum papel na economia do sistema.

Os fungos om geral (com excegac das leveduras ¢ os Ficomi-
cetos inferiorcs), aprasentam necessidade de oxigenio para  le-
varem adiante o metabolismo (5). As necessidades de oxigenio «c
sua relagao com a massa celular formada, variam dc uma espécie
a outra.

Muitos fungos podem utilizar os carboidratos por uma via

anaerébica, dando produtos de fermentagdo tipicos (27). Apesar
disto, os mesmos nac podem desenvolver-se exclusivamente por

essa via, requercndo a presenga parcial de oxigenio.

A degradagac das hexoses pelos fungos, ¢ realizada por
duas vias preponderantes: Embden-Meyerhof-Parnas e Warburg- Di-
ckens (pentose-fosfatc). Menos comum ¢ o empregc da via Entner-
~Doud - roff.

As mudangas quimicas e termodinamicas produzidas ncestes

mecanismog, Se resumem d scegulr:

®

EMP: glicose + 2 ATP + 2 NAD'-——» 2 piruvato + 4 ATP + 2 NADH
Q—.—.——-

+ 2H+
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AtE cste momento, o moetabolismo ndo requer a presenga do

- -~ - - - . . Ll -
oxiginioc. A glicolise fornece energia e compostos quimicos, que
atuam como precursoras ou componentcs om sintescs ¢ reagdes de

oxi-redugao.

Na auscncia de oxigenio (ou limitagdo), o Acido pirGvi-

co € reduzido para dcido 1dtico por alguns fungos (27).

dcido pirGvico + DPNE + HY —2 3cido 1atico + DEN

g
0 acido pir(vice formado na glicdlise, & convertido  em
CO2 pela via do ciclo de Krebbs, na presenga de oxigénic COmO

receptor final de elétrons.

0 resultado da degradagdac desta molécula & a liberacgac
de e¢levada quantidade de cnergia, que a célula armazena como

ligagoes do ATP.

dcido pirivico + 4NAD' FAD #«— 3C0,+2H, O+UNADH+uH' + FADH
< 2 Z 2

Simultaneamente, os ccmpostos intermcdidrios onvolvidos
no ciclc, sao subtraides deste, para a sintese de material ce-
lular ¢ metabolitos secunddrics. A acetilcoenzima A formada na
dccarboxilagao do acido pirdvico da origem a formagac de 1lipi-
deos ¢ de metabolitos tais como o dcido giberélico. (18,46).FPor
transaminagac e aminacgao redutiva dos g-cetoacidos do ciclo,sin
tetizam-se¢ os aminodcidos. As reagbes discutidas estdc esquema-

tizadas na figura seguinte.



pentose <« glicose

¥ ¥
tetrose -+ triocse
. ¥
acido pirivico Lipideos
1~
0, ©o dcido maldnico (3
aceticoenzima A(C2%~4§ \
v acido mevalonico (CB)
+
-+ CO2
acido oxalacético = 1sopeftenll—PP (Cg)
4 dcido citrico
acido a~cetoglutarico « geranil - PP <C10)
¥
farnesil - PP (Cls)
¥

geranil-gerani” -PP (Chy)

N

diterpenoides carotencides

(giberelinas)
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3
acido giberélico

I -© L . - . . — . ; - .
5.0 - sncido pgiberelico » Propriedades Filisicas e Quimicas

Hy

- - - ~ - . .
48 gaberalinas sao compoestos guimicos de natureza acl

da. Caracterizam-szo por ser ditcrpencides com U arieils,que

0
(\
i3

tem ¢ grupo gibenn.

-

Os membros da serie das giberelinas conhecidos ate a-

1

gora, tem sidce isolados do metabolisme da Gibberella Fujiku -

roi ou aparecem como compostes naturais sintetizados relas

plantas. Custuma-se designar os membros da série, com 2 sigla

GA, e um numero ¢ identificacao.

N
HO ~ OH HO OH

.l ~ \
CHy SO | CH CO_H |
B borol. oH
glberelina 1 2 giberelina 2 3
5
GA,| A2
0
amamadips.
4
HO \/ HO o
C CO.H CH,CO.H
\ 3 2 L 3 72 copld
giberelina 3 \CHZ giberelina 7 CHZ ‘
GA acido giberelénico

\

[
0 :

[

cide giberilico ¢ o membro mais importante do gru-

ot . - - - -
po, ele ¢ designade como GA,. Seu nome quimico corretc & lac-

~J
tona 1,4 <¢ dcide 2,4 a, 7 - trihidrdxi-l-metil-8-metilenc-

~

3-gibenc - ' =11

. - - - \ . - . - . )
dicaerboxilico. Pude ser obtido come um sclido
cristalino, que se funde a 233-2359C com decomposigac, sendo

19
-~ . -
a rotagac especifica {a} = + 86
- D
E poucce scoluvel na agua (v 5g/1) e no eter sulfuri

co, moderadamente s-luvel no acetetce de etila, e apresenta bca



solubilidade em solugoes de bicarbonato de sddioc e acetatc de
sodic.

0 sal de potdssio, que pode ser obtido na forma cris
talina, € mais soldvel na agua, e apresenta a mesma atividade
biocldgica.

0 acido giberélicc apresenta problemas de estabilida-
de, devendo ser conservado, sob a forma cristalina, na auség
cia de umidade, e da luz; ou em solugoes anidras de solventes
organicos. As solugles aquosas nac sao estaveis. Nas solugles
alcalinas o GA; sofre um reagrupamento para um isor erc que €
biologic:mente inativo. Nas solugdes acidas é produzido o aci
do giberelenicc.

Ambos nac apresentam atividade bicldgica.

Varios métodos tem sids propostos, para a identifica-
gao e determinagac quantitativa deste composto. Phinney, B
(1957) (42) desenvolveu um ensaic bicldégico, empregando mutan
tes andes da planta do milho (d-1). Neste ensaio a concentra-
gac de GA3 € correlacionada com ¢ crescimento da planta.

0 composte pode ser identificado a partir do maximo
de emissao de fluorescencia a 463 m p , quandc é tratado cm
acido sulfirico 85% e excitadc com um comprimento de onda de
418 m y . Esta propriedade deu lugar ac métodc de determina -
gdo analitica, publicadc por Kavanagh, F e Kuzel, N (1958 )
(24). 0 acidc gibereléenico interfere, dando a mesma reagao.

As restantes giberelinas sac também interferentes,mas
emitem com menor intensidade. A giberelina 1, a temperaturas
proximas a 0?9 C, ndo emite praticamente fluoresceéncia nessas

condigbes. Este Gltimo serviu a Theriault, RJ (1961) (44), pa

- 21 -



ra estabelecer uma técnica de andlise de GA3 em presenca de

GAl .

A fungao lactona presente nas giberelinas, permitiu

a Washburn, WH (18539) (4u4) estabelecer quantitativamente a

porcentagem de GA3 e GAjem misturas, baseando-se na absorgac

no infravermelhc provocada por esta unido. A identificagao -

das giberelinas procedeu com exito em cromatografia scbre pra
pel, e em camaca delgada (3, 18, 29, 51).

A identificagao, e a determinacac quantitativa  foi

feita por cromatografia de gases. Foram obtidos bons resulta

dos por marcagac (51, 26) com diazometano C 14 e tritic, e

identificagao por técnicas de radio-quimica. (2)

A obtengaoc de GA3 em forma cristalina ou em soclugoes
em solventes nao aquosos, requer uma sucessao de etapas bas
tante complicadas.

A separagao das giberelinas doc calde Jde cultura, foi
efetuada por adsorventes, tais como carvac ative ou celite.A
adscrgao efetua-se a baixos pH ( 2 a 4), praticando-se a de
sorgac com solventes organicos, tais comc acetcona ou butanol
(12).

Alternativamente foram descritos processos nos quais
separaram-se as giberelinas por intercambio ionico. Isto foi
feito empregando resinas anionicas, fracas, médias ou fortes
praticando-se a eluigac com solugoes aquosas de eletrolitos
ou em solventes organicos em meio aquoso.

A téenica de eluicdc por eletrolitos dissolvidos em

solventes organicos em meic aquoso deu resultados favoraveis,

- 22 -



apresentandc a vantagem de que combinada com trocadores de
basicidade elevada, requer um volume de eluinte relativamen-
te baixc.

0 solvente geralmente se compoe de¢ agua ¢ um alccol,
que pode ser metanol, etancl, prcpancl ou butanol.

0 processc so baseia no fato de que no sclvente mis
to, a constante dielétrica diminui, reduzindo a dissociacgao
em ions, do eletrclito de eluicac (10,50). Simultaneamente ,
facilita-se a solubilidade dac partes hidrdfcbas das molécu-
las organicas.

Ambos fatos trazem um deslocamento da constante de
equilibric da reagac entre os icns adsorvidos e os ions em
solucao. O anion organicc giberelina, fortementc aderido ao

trocador, & facilmente eluido com este solvente.

0 sclvente organico ¢ eliminado por evaporagac em am
bos processocs, ¢ a purificacac continua por sucessivas extra
¢Oes solvente-sclvente, no sistema acctatc de etila-agua.

0 acidc giberélico finalmente & cristalizado e  re-

cristalizadc de solugGes em acctato de etilo.



6.0 = [Rovisao Bibliografica

Borrow, A. ¢ colaboradcres (1955) (6) trabalharam com

Fusarium monilliforme ACC 917. Operandc com fermentadores e

em meios de cultura contendo glicose 4%, tartarato de amonio
0,95%, KH, PO, 0,2%, K,50,, 0,06%, Mg S0, 0,02%, obtiveram -
rendimentos de 180 mg/l de dcido giberélico.

Borrow, A e cclaboradores (1958) (7) com a mesma 1i-

nhagem ¢ empregandc nitrato de amonioc desenvolveram um proces

so em duas etapas. O mesmo envolve uma etapa de crescimento

com nitrogenio comc substrato limitante em concentragoes de
0,2 a 0,5% de NHuNO3, e glicose, sacarose ou glicerina como
fonte de carbono. 0 micélic formado é transferido a sutro
meio com uma relagac C:N de 30 a 55:1, obtido a paprtir = 12

0,11-0,5% de NHMNO e 3,3 a 26% de glicose. Obtiveram 413

3
mg/1l em 400 horas. Com uma modificagao deste processcyno qual
rosteriormente - 2o crescimento, se efetuou uma adigaoc conti

nua de glicose ac meio, chegaram a obter 1000 mg/l em 450-500

horas. A quantidade de arboidratos requerida fci de 35%

e . . . mM
(—RE5° _V ¢ o meic continha aproximadamentse 100 —_— de
volume 1
nitrogenic.

Darken, M e colaboradores (1959) (13) empregaram

F,moniliforme Kew 917 e um meio de cultura baseado em: agua

de maceragac de milhe 2,5%, sulfato de ambdnio 0,1%, KH, PO
0,05%. Obtiveram rendimentos de 880 mg/l em agitadores de
movimentc excentricc (r=2,5 cm; 240 r.p.m.), cultivando em
Erlenmeyer de 250 ml 20% de volume de meio de cultura; e
650 mg/1 em fermentadores de 4000 1. OUs autores estudaram o

emprego de fontes de carbono de utilizagao lenta, e a adigao

- U -



continua de glicose, mantendo niveis de concentracao de gli-
cose menores ou iguais a 1 mg/l, posteriormente ao desenvolvi
mento do cultivo. Em frascos obtiveram os melhores resultados
com uma fonte de carbono composta de: glicose 1% glicerina 2%
e lactosa 2%:; em fermentadores com amido 2%, glicerina 3%, ou
por adicdc inicial de 2% de glicose e 3% em forma continua. O
tempo de fermentagao foi de 168 horas, e o acido giberélico -

foi determinado por fluorimetria, segunde Theriault (L4u).

Serzedello, A e Whitaker, N(1960) (39) com F. moni-
1iforme 1135 e trabalhando com agitadores de movimento excen-
trico, Erlenmeyer de 500 ml, 20% de meio de cultura, obtive -
ram rendimentos de 400 mg/l em 576 horas. Desenvolveram a fer

mentagac no meio de Borrow (6), com adigao gradativa de saca-

rose, e tartarato de amGnio numa concentracdo equivalente a
mM
1

103

de nitrogenio.

a

Sanchez-Marroquin A. (1983) (38) estudou a atividade

de 43 linhagens de Gibberella fujikurci, provenientes do Ins

tituto de Micoclogia da Universidade de Recife e dc Instituto
Oswalde Cruz, encentrando que somente duas delas F. monilifor

me Scheldon IMUR 1145 e F. moniliforme IOC 3326, produziam o

metabolito com bons rendimentos. Investigou a incidencia de um
conjuntc de substancias que supcstamente prcmoveriam a produ-
gao do acido, encontrando que nenhuma delas melhorava signifi
cativamente o©s rendimentos. O autor desenvolveu um meio de
cultura com a seguinte ccmposigac:glicose 2%, 3gua de macera-
cao de milho 2,5%, NH,NO, 0,26%, KH

PO, 0,05%, K,S0, 0,02

o

2 2
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Empregando~o, obteve, com a linhagem IOC 3326, rendimentos de
1196 mg/1 com agitadores de movimento excantrico (r = 2,5 cm,
200 r.p.m.), usando Erlenmeyer de 250 ml,20% de volume. Em
fermentadores de 50 1.,a 0,5 v.v.mde aeragao ¢ 230 r.p.m. atin
giu um rendimento de 997 mg/1.

Os tempos de fermentacao foram de 168 horasz e o acido

giberélico foi determinado por fluorimetria, segunde Kavanagh

e Kuzel (24).

Podojil, M e Ricicova, A (1964) (35) estudaram = in
fluencia das fontes de nitrogénio sobre a produgac de dcido
giberélico. Encontraran que nos meics que continham dgua de
maceragac de milho, obtém-se unicamente GA4. Com o nitrogénio
proveniente da farinha de soja, obtém-se misturas de giberell
nas e empregandc a fracao II da hidrélise da farinha de soja
(Thornbersy e Sranahan, {1951)), aumenta-se o rendimentc em gi
berelinas, em 25% relative ac da farinha de socja. Estimula-se

Ial

JAQ: G

a producao de GA; e obtém-se uma relacao de 4; 1.Com

G

Al
de

=ty

o chidrdlise

3TN

0 meio base de Fuske e cclaboradcres ¢ a fr

8]

i
IT, se obtém 380 mg/l de GA3 operardo em agitador de movimen-
to excentrico (r = 5,5 cm, 200 r.p.m.), com Erlenmeyer de 500
ml, 16% do volume. 0s autores indicam que o cstimulo da produ

caoc de GA3 no meio contendo a fragao II, & provocado pele al

to tecr de carboidratos e celulose da mesma.

Holme, T e Zacharias, B (1965) (21) estudaram a produ-
gao de dcido giberélico, em agitadores de movimento excentri-
co (r = 2,5 emy 220 r.p.m.), empregando Erlenmeyer de 1000ml,

30% de volume; e sob processo continuo, com fermentadores de



3 e 20 litrous, com uma aeracac de 0,17 e 0,25 v.v.m. respec-
tivamente, sendo a TTO de 85 mM de 02/1h (determinada pela

sulfito). Empregaram o meio basea ce

[@)

técnica de oxidacac d

Borrow (8), compost. de: glicose 16%; NH, NO. 0,24%; KH.PO
3 b g 3 4 3 s 2 i

0,5%; Mg SO, 7H,0 0,1%.
Com ©. monoliforme ACCS817, cbtiveram rendimentos de

2186 mg/l em 360 horas cultivando em frascos, e 564 mg/l em

fermentagio continua com um tempo de detenciao de 200 horas.
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IV - MATERIAIS E METODOS

1.0 Microrganismo

Neste trabalho utilizaram-se culturas puras de Gibbe

rella fujikurci IZ 12399, Gibberella moniliforme IZ 1213 e

}_J

Gibberella saubinette IZ 1400, fornccidas e Institute Zi1

motecnico "Prof. Jaime Rocha de /Ailmeida" da Escola Sureriar
de sgricultura "Luiz de Queircz” USP, Piracicaba.
Do Instituto "Oswaldo Cruz" Ministéric de Salde, Rio

de Janeirc, GB, obteve-se a cultura <da Gibberella -fujikuroi

I0C 3326.

Todas as culturas foram recebidas em tubos de agar
inclinado. Feram mentidas na geladeira; efetuando-se suces-
sivos repasses cada dois meses, ¢m tubos de agar-batata-dex
trese inclinadcs.

Das culturas padra: se inccularam tub.s de agar- ba
tata-dextrose, as quais foram por sua vez mantidas por su
cessivos pericdos de uma semana sob a t.mperatura de 27¢ C.
A partir <estes Gltimos, retiruu-se o material de semeadura

para as expericncias.



2.0 lfeics de cultura e Reativos Microbicligices

3

Fara manutenca: das linhagens empregcu-sec Agar-bata-
ta-dextrose~-Difeo. A composicas do meic o (14):
infusas de 200 g de batata
dextrose 20 g
agar 1b ¢
3% g desta fOormula sao rehidratados emn
1000 ml de &gua

pH final 5,6

Tubus de ensaic (18x180 mm) contends 12 ml Ade meio,
foram esterilizados em autoclave per 15 minutes a 1219C.  An
tes da sua utilizagau, foram aquecidos em banho de Agua  atd

fusac do agar e inclinados.

(93}

03 melcs de cultura empregadas no estuds da fermenta

cao foram preparados a partir Je:

D(+) glicuse (monchidratada) para bacterioclogia, fos
fato moncpotassico Pi, nitrato de amonio P.AL, sulfato de
magnesio heptahidratads P.A., todos Ja linha Merck; amido so

livel P.A., Reagen, lactose RP, Carlo Erba.

A =We
FANN S

Uy
o}

ua de maceragac Jde milhc foi fernecida por Refi

v

nagoes de Milhc Brasil Ltda. A mesma & comercializad~ - como

"Milhcecina 50%". A andlise desta cdeu os seguintes resultados:

residuo seco ( 100 - 1109 C ) 50.6%
nitrogenio total 3,45%

Fol empregada Aagua destilada, em tcdas as formulacoes

de meios de cultura. Quando foi adicicnado antiespumante, uti

- 29 -



lizou-se oleo de girassol, previamente esterilizadc em tubos

de ensaiov, durante 20 minutos a 1219 C.

Os mcive le cultura, pars a fermentagdo em frascos
Erlenmever ‘e 500 ml (volume do meic ¢ cultura igual a 10
ou 20% de capacidade nominal), se¢ esterilizaram durante 15

minutos a 1212 C. Para experiéncias no fermentador se¢ “upli-

ceu o tempo e esterilizacac.

Quando fol necessaria a adigac de glicose durante o
transcursc da fermentagac, prepararam-se solucdes de concen-
tragac o 50% ( W/y), esterdlizados ex frascos Erlenmeyer  de
250 ml (20% de sclugao), durante 30 minutos a 1059 C. O mate
rial de vidro utilizade na transfercncia Jde culturas o ou-
tras operagoes, foi esterilizado nc calor sécco, durante 2 ho

ras a 160¢ C.



3. Loulmanentos —ara
rrascos
Para ©

cs seruintes couilrementos
fritador Jde movim

Scicentifid

al *. a
caracteristicas

Lcitador de movim

swick Scientific Co. Inc.,
\ L -
Cairacteristicas.

o deswnvolvimento ca

-
~nte reclIrcod, marca
R. 8.

_—
aev!

cstude <a fermentacac em frascos empresaran-se

Erunswuick

Ceslocanznte (1) zjustavel entre U e

1¢ ecm, em intervalos
cidacde de deslocament
tre 50 ¢ 200 c.Tm.Tn.

a

znto excentrico, marc

modelo G 53.

de =

raic ciro: r 2.5

3

variavel entre 3.0 e 3

d

=
[y

1
4

<

cm,veloeid

en-

1 b}

O orLTam.

/Aritador de wmovimentc excentrico, marca Pew Brunswick
Scicentific Co. Inc.mocelo O 27.

Capacteristicas. raic e piro: r = 2,54 o, velocida-

de. varidvel entre 40 o 43D r.o.m.
~ +
Contrecle do temperature de carara entre 0-50¢ O, -
5.

Tocas as fermentacdes foram realizadas em  frascsas Lr
lennmcyer de 500 ml (carccidade nominal), emrresando-se volum:s
do meic de cultura com 12 2 20% desta.Como tamrac —ara manuten
cao da assersia colocou-se alroddo reccberte com raze. Im 2l

Fumas exTeriencias,

frascos Lrlenmeyear

usacos,

foram

aae s



modificados para aumentar a TTO e a intensidade e agitacao
(16, 41, 43, 7).

As modificacles foram:

a) Colocagac e um defletor horizontal (segundc de
senhu anexado no apendice Pag. 105 ), Dara a wperagac no a
gitador reciproco.

L) Censtrugac de defletores laterais dispostos em
forma triangular (segundce desenho anexado no apendice pag
106 ), para emprego ncs agitadores de movimento excen-
trico. A preparacas destes ultimos foi realizada na "seccao

Vidraria", do Instituto de Fisica, "Cleb Watachin" UNICAMP.



4.0 Estudos em Fermentador, na Escala de Laboratorio

Empregou-se um fermentador, marca Fermentation Design

Caracteristicas:

Arita-dcr: ostao

9

1660,

metro ©3 mm, capacidade 57 ml/em  de
altura.

» - . . . L
cilindrics, oorrtrimentc 5 cm;y diame-

tro 1 em, proyulsac magnética

Centrole de temperatura: por acuecimentc comc resis -

Aeracao:

toénciae e refrigeracdc com agua, pre-

P
cisao - 0,59 C

bomba de diafragma marca Metaframe -
Corporation, modelo Comet 90U, capaci
dade maxima 1 1/min (ar): rotametro

Fast §Tite, 0-1,51 min de ar a 1 atm

g 21,19 C; filtr. de esterilizagac -
de ar; material filtrante de 1 de

vidro.

4 determinacgac Jde oxigenic dissclvido durante o trans

curso da fermentagac, foi

marca Fermentation Design

efetuada com um eletrodc de oxigenio

Tne. modelo T 100, de desenho galva

nico e um analisador de oxigénio de igual procedencia, modelc

DOAR.

0 analisador Jde oxigenio possue um registrador com as

. - . 3 - -
seguintes ceracteristicas:velccidade de avango do papel grafi-

co: 2,54 em/h. Caracteristicas do na



immressoes/min

R RN vl

5

A ocstorilizag®: do fermentedeor, filtroe de 17 2 vi
dro o condutores do oar se efetuaros: em aute-clovs, o
mei, de culturs j4 intrciuzilo ne fermentador. U oletrldo -
de oxirénis foi autcel-va i duas vezes sntes ‘e ser usads
afir Qe estorilizi-lc.

¢ ajuste coerrespondents o vento 05 (auszncia e
-xifenic Jiss lvide) . foi ofetunde com o ferrment-dor sem

acvacao o aritogas, imedi-tomente denolis de autcclovado =

P+

= P - o . - 4. - =
2justido na ternteraturs de CTelagio (

29 C).

-

© ajuste corresondente ao monte 1205 (saturag

i
O

de¢ oxirenio no sclugno), ¢ ofetundo, mantendo-ce

O
h
]
o]
=3
{1
3
-t
1oy

- or 1) minutcs, nac condigces de agitagat e aeragac,co

]

restondentes @ exTeriencio. S otemreraturs se a2justou oomou

_‘
O
§

.
I
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0
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O pH foi determinade com um 2aparelhs marca Titriskerp

Metrohm lerisan ¢ posteric rmente com um nmedider marcz Horiba,

<

.‘7‘ 1,- PREEN

modelo Hb. Alternativamente quand. o guantilade meic da

cultura estava limitada, foi empregadc papel inlicador Merck.

>

As determinagoes sc¢ efetuaram no meic Jde cultura com o micé

liz, e depois de separar este ultime por filtracgan. Nao se
encontraram <iferengas entre os valores obtidos segundo Ccs

dois procedimentcs.

Os carboidratos redutores foram estimalos espectrofo

tometricamente com o reative "Antrone", segundo uma modifica
cao (17) d» métode original de Morris (25). As leituras  de
absorbancia se efetuaram em un espectrufstometre marca Cole
man, modele 295 B, sobre cubetas e 19 mm Je diametre. . o Os

reativos empregados foram:

v,

- - . Bl .
Anthrona para sintese, Merck ¢ acido sulfurico P.A.,

C)

. T. Baker (Brasil).

Cy

(ocurva padrac se Jdeterminou com solugces le glicose,
rreparadas a partir le D (+) rlicose (monohidratada) para bac
teriologla, Merck. Para um comprimentc le onda Jde 630 m yu s

obtem-se uma reta que¢ passa rpela origem. A tangente inversa

y/ml . \ .
tem um valor de 62,5 —&r , no intervalo 0,08-0,24  uni
U.A
dades e abscrbancia (U.A.)
fis Jleterminacoes nos caldos de cultura, fioram feitas
depcis de separar o micclic por filtragdc. Scbre uma determi

nagas feita em quintuplicata, »obteve-se um valor médio de

- 35 -



51/39p/1aum un lesvico nodras Je o+ 2.48. A determinacar  efe-

tucu-se diluin'le . calde 2 2:190000.

Fara a “eterninacio 1 massa cclular, scepirou-se o

micelio por filtraci- 1 vicu-.

~

-
-
Mmice Ll X

I rotido zobre o papel e filtro Whatman HQ.
52 (massa lcterminada no temperatura e secagen), foi lavaids
duas vezes com aguz lestilada e secad. em balanga Mettler,m:
I, com lampada Jle infravermelho de igunl proceden-
cia, mcdelo LP 11. A temperatura Jda camari ‘le secagen fol de

75

-0
b

C. Os resultades se expressam come pesw e micelln seco,

b 3

e mels de cultura inicial,

)
O
i
fd
(@]
O
3
=

4 determinugas em quintuplicata deu um desvie padrac

de - h23, parn um valer médic de Y20 me/100 mi.

C acids giberdélic fol determinado segunto a tecnica

- . . . - LI
Co, em presenga le aeides mincerais Ailuilos.

TN
W;- - --0H

H CH

SOHY ¢ %
H

Acide giberdlizc - Apido giberelénico

45 duplas ligacgoes conjugaldas Ao acide giberelenicao,

o8]

lhe conferem um maxime Je absorgac na faixa ultravicleta,ccom
um compriment. de ~nda de 254 myp . 4 reagas se cofetua en

conligdes controlalias e temperatura ¢ de tempo, empregando-



- . - R . L. - . . P
-se aclda ciosrl.irico J1lulds e adicionando-se aicool absolu-

t3> para retardar a Jecomposicic o acido gibercelénico forma-

Jdo, para acido alogibérice ¢ posteri-rmente dcide gibérico.
Betes deols compostis apresentam abscrcao fraca no ul

travioleta.
Jde cultura podem conter acidc giberelenico,
assim como acido de Sumikvi (dcice S-hidroximetilfurano—2~ca§

boxilice). O métude indica corregbes pela influéncia dos me

o

mos na determinagaoc.

Com excegic da giberelina 7, que ¢da a2 mesma  reacao
que o acido giberélicou, o restc “as giberelinas nao interfe-
rem na -leterminacac.

0 procedimento seguido consistiu em tratar o meilc e
cultura ja liberade o micélio por filtragdc ou centrifuga-
¢as. Iste ¢ clarificads por adicfc sucessiva Je acctate  de
zinco ¢ ferrncianeto de potassis. Por filtracac separa-se o

4

meio de culturs clarificado o

2]

flocos, ajusta-sc a Zildicao

9}

2

¢ efetua o tratoments de decomposigac da amostra.

As leitures se cfetuaram num espectrofotimetrs Carl
Zeiss, modelc PMQ II, empregandc cubetas e quartze de 1 cm.
de espessura (15). Nas determinagces, empregcu-se: acido clc
ridricc e dcide acético P.4A., J. T. Baker (Brasil); alcool
abscluts P.A., Analpur Kikion (Brasil) jacetatc de zinco PUA.,
QUEEL (Brasil); ferrocianets de potassio P.A., Mercok.
lice das amostras calcu-
lou-~se na base de uma curva padrac, preparada com a mesma

fal

técnica de decomposigio do acide giberélico (apéndice pagin?).



As leituras efetruaram-se a 25k muy  CCL Ula largura de banua

Toi empregalo come padran Seilo giberclico grau 1T,

sureza minima 90%, procedencia:r Sigma Chemical Company (St.

Louis, U3A). Nao foi necessaric introduzir na curva padrac,

vela presenga e interferentes (apenddce pag.102).

Iy

corregons
Nas determinacoes aofetuadas cem os caldes de cultura, nac

se controlcu a presenca de interferentes.

Para as observagoes microscopicas das culturas, em-
pregou-se um microscopio Carl Zeiss. Cs caldos de cultura fo
ram observados em gota pendente com um aumento de 4O x 12,5=
= 500 vezes.

A3 mudangas na morfolougia 1o micéli. durante ¢ trans
curse da fermentagac foram fotografadas. As microf. tografias

foram tomadas nc Instituto Jde Biologia, UNICAMP, sentc reve-

iadas e copiadas na Secgas "Documentacg o Cientifica®™; UNI-
CAMP.

Foi empregade filme FujiNecpan S8J135, 24 x 36 mm e
papel fotografice Kodakbromile F3. Parte das preparacgces  fo
ram montadas em gota pendente, suspoendendlde = miceli~ cm lac
tofenol e incorperando "Cotton blue' ou Sudan preto para sua
coloracgac.

Slternadamente tomaram-se fotografias com a objetiva
de imersdc. Para ela, o micélic se fixcu na lamina com  for
mol, efetuanic-se coloracdes com azul le toluidina, safrani-
na ou Sudan preto. As coplas correspondem a aumento de 49c0
vezes para as suspensces em lactofencl e 1300 para as toma -

das por imersaoc.



£.0 Fro-sramagas Jdas Dxoperdencios

Us cinjuntos le experiencias programadas tiveram co-
mo base estudar:
) O comportamentc das linhagens com rospeito a pro-

4

dugie e acits giberélico.

1

b) -~ determinacac dc meic Jde cultura Stime baseado
no palange le materiails dos nutricentes, e no efei
to da natureza dcs mesmos, sobre o metabolismo do

microrganlismo.

¢) A influencia Jas cendigdes da cultura, principal-

mente os cfeitos la aeracao e agitacac.

0 estudo dns varidveis mencicnadas realizou-se:
2) estudanto comparativamente as linhagens.

b) Empregando meics de cultura ncs quais se modifica

ram o35 nutrientes e a concentracac lestcs.

¢} Com agitadores de frascos de movimento reciprocs e
excentrico, us quais se ensaiaram em Jiferentes -
condigies ¢ operacaoc.

2) FTazends usc de frascos com lefletores, para aumen

4

-
luilde ensaiadao.,

=

tar o grau ‘e turbulencia do

e) Hum fermentador e laboratiric com analizaedor de

5

oxigenio dissolvido.

0 conjunts de experiencias realizadas se detalha nc
apendice pag.7l a 76.0 quadrc 1 nele apresentado, faz refe -
rencia as condigoes, de cultura oxperimentadas, principal -

mente aeragac ¢ agitacdc ¢ as linhagens ensaiacas. 0 quadrc

2 apresentz o meios e cultura estudados.
- 39 -



¥ - KRESULTADOS B DISCUSSAC
1.0 - Andlises Parciais das Experiéncias
1.1. Experiencia T
A experiencia foi projetada para observar a reagac das
linhagens, no meio de cultura desenvolvidec por Sanchez - Marro-

P . ~
quin (38), e a resposta das mesmas a nossas condigdes de cultu-
ra.

Com excegao da Gibberella Saubinette IZ14J0 que forma

"pellets", todas se desenvolveram de preferéncia em filamentos.
Nas L8 horas, registrou-se um aumento de pH a valores de 8,7,
8,9 A observagao microscopica das culturas mostrou fragmenta-
cac e alargamento das hifas, formagdo de um grande vaclUolo cen-
tral (ou dois), ficando o resto do citoplasma contornando a pa-

rede celular. O crescimento se deteve, caindo logo a concentra-

cao de biomassa, por causa da autdlise cbservada.

Adicionande glicose conseguiu-se a recuperacgao do micé-
lio. Formaram-se hifas de¢ comprimento médio, septadas e pouco
ramificadas, sem formagoes de reserva visiveis. O pH caiu nova-
mente para os valorcs 3,8-4,2 (5 para IZ 1400), em seguida ele-

-

vou-se aproximadamente para 7,0, onde se manteve ate as 170 ho-
ras.

A partir deste instante, repetiu-se o fenomenc de dege-
neragao celular, acompanhada das mesmas mudancas. A I0C 3326 ndo
apresentou a Ultima etapa, o pH elevou-se lentamente de 4,0 até
7,03 o micélio manteve as caracteristicas ja estabelecidas.

Os pesos de micélio obtidos com as diferentes espécies

do microrganismc, situaram-se na faixa 1090-1220 mg/100 ml (mi-



célio seco). O meic de cultura continha 63,0 mM/1 de  nitroge-
nio.

Baseando-se nos dadoc obtidos, pode-se estabelecer que:

2) As culturas nas condicoes ensaladas nac podem manter-

J]

carbolidratos estabelecida

®
¢

-se com a concentragac d

finy

por Sdnchez-darroquin, sem sofrer degeneracao.

b) A concentragao de glicose exigida foil maior que 40

c) Os pcsos dos micélios obtidos, sao da mesma ordem,pa-

ra todas as variedades.

1.2. Experieéncia II

Foi ensaiado um meic de¢ cultura baseado no meio I, no
qual sc reduziu o nitrogenio a uma concentragao de 35,5 mM/ 1.
Isto leva a uma diminuigdc de 43,6% na quantidade de células a
formar-se¢ = uma redugao do consumo de carboldratos.

0 comportamento rcoldgicoe do sistema muda, diminui a vis-
cosidade aparente e mclhora a taxa de transferencia de oxigenio

(TTO). O nitrogenio de natureza organica representa 9,5% do to-

tal.
Cursoc da fermentagac
11l I12 113 Iy
Tempo 171398 171413 i 1721400 10C 3326
gl%cose assimi- 5 42 L7 87 .5
lada % >
36,5 geqo de micelic ;
- T 100 320 L3O 770
seco mg/100 ml
%ié;oic assimLe 57 98 98,5 98,5
61 h -
peso de micelio !
seco mg/100 ml | 860 870 910 1170




Anzlisandc o gquadro do valores, pode-se ¢stabllecer  que

a linhagem 10T 532t s& desenvolveu mals rapldamente,apresentan-
hdl . . - .

do uma taxa especifica de cresclmento maicy que as demals. A e-

tapa de crescimento foil acompanhada de uma queda de pH, ate al-

P

cangar vaiores de:II 1 = 2.6, II2 = 3,5; II2 = 4,1 IT4 = 2,8,

)
Nestz fase ¢ micilic € saptado, as hifas sdao compridas,
delgadas = poucd ramificadas. Inicialmente observaram-se as ma-

croconidias caracteristicas deste genero (em forma de fuso) (40)

0 fim da fase, se caracterizou por uma clevacgaoc do pH,
chegando a valcres de: II1 = 7,0y I1I2 = 7,8: 113 = 6,4 II4 =

5,4. A resposta ao csgotamento da glicose (proxime das 60 ho-
5 it =) g

ras), foi ume ¢levacac gradual do pH ac intervalo 8,5 - §,0.

A linhagem 17 1413 sofreu degencraniao similar a encen-
trada na experiencia 1. As restantes csporularam-se dando me -

croconidias, ¢ citoplasma, perdeu sua granulacao.

W

cbre uma parte dos frascos, efctuou-se adigao de glico-
ge, evitando-se o esgotamento do narbcidrato. Desta forma se
consecguiu entrar na fasc de reserve, dando lugar ac aparecimen-

to de uma filzira de gldébulos de gordura no citoplasma. 0 pH

passou ao intervalc 4-5, mantcndo-sc nessa faixa cnquanto @ cul-

tura nac esgotouagliccse. A linhagem JOC33268 rcagiu a adicac
de glicose com uma mudanga na pigmentagac do caldo de cultura

que passou do rosado ac amarelo.

(

Nestas condigoes de fermentacac nac se chegou a obter o
x

dcido giberélico.



1.3, Expericreis IIX

Heste conjunto de sxpericneias, procourou-se obter infor-
magac sob o efiito da concentragac de glicose, no retabolismo

do micelio.

Empregando a linhogem IOC 3376 foram ostudadas:

a) A z2digio de uma slevada concentracio inicial de o gli-
cose (Lxp. IITL)

- - P ind . . -~ - 5 —~—

D) A adigao um etapas mantendo niveils deo concentragaoc

supericres a 19 g/l (bExp. III3) e 5 g/l (Exp. IIIu;,
c¢) A influencia das condicdes de cultura (aeragao ¢ agi-
tagac) sobr< a quantidade d¢ biomassa obtida, median-

te a variagao da concentragic do substrato limitante.

Cursc do fernentacgao

IIT 1 IIT 2 ITIT 3 IIT 4

tompo total(h) 233 238 196.5 196.5
nitrogenlo

mM/ 1 28,3 £3,0 35,5 35,5

. Organico o ~
MLl (;a) “q’/ q,d?LY 836 8,b
AP0, ~ 74 ~ 24 ~ Lt BT

FASE DE
CRESC. BA-
BALANCEADO | giicose consu-
mida p/m Milo

duragac aprox.| termina { termina |f. de re-] £. de 1o
FASE DE (h) as 14?2 2 119,5)serva in-| serva in
o - completa ¢ completa

~ - 170 151

- . 0,582 0,418

RESERVA nax. pPase de
mic. secoc  mg/ 534 261 394 27¢C
mMNo
A fase de crescimento balanceadc foi de menor duragao

-

para III 1 e 2. Atr:ipui-se istc ao fato de haver inoculado IIT

3 ¢ 4, com micélio cultivado por um periodo d¢ 56 horas. Este
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ultime alim de aumentar o periodo de latincia
dade de avance da fermentagaoe, ndc chegande a completar-se a fa-
195.,% horas.

F

se de reserva ig

o8}

L = [RPSR, I
VO LUQIC Lo prl

Com « meilo contende alta concentracic inizial 42 corboi-

arato o pH se =zituvu dentro do intervalo 3-4. mantendoc-s= o pH

enquanto que III 3 « 4 ao finalizar csta fase, sc situam no in-

Tervalc 4-5 ¢ 3,5-4% % respectivamente.

Morfologia dc micélio

h

da fase do crescimento foi similzr 3 observada na GXpo-
riencia II; Na fase dc veserva IIT 1, apresentou hifas d¢  com-
primento médio, poucc ramiiicadas, ¢ com uma Su nais Tileiraszs

- - . . -« -
de globulos de gordura visivois.
O IiT 2 apresinta hifas compridas, pouco ramificadas ¢
nunca apresentands mails de umz fileir=

US oextremos Jda  hifa

para este Ultino.

qu2 a terga parte Ao centre da mesma.

ITT 1 ¢ 2 apresentaran pigmentacao zmarcla, no caldo de
cultura, os restantes tomam cor purpu Marron.
Dos dados obtidos pode-se estabeltcer que a adicgdo do

nitrogenio orginico ndo tem efcito significativo sobre a cinc-

tica de crescimento. Comparando III 1 = 7 pode~-se estabeleccr
b X
Que 0s pesos maximos do micélio obtido, nio estio em relagac

direta com a concontragao do nitrogenic.

AT



A fase de reserva «m IIT 2 foi detida ates. ITesto pode

explicar-se se a TTO do sistema, ¢ "nsuficiente para a TDO

nax

concentragao de nitrogérioc ne meio ITI 2,

8N

corresporidente

im IIL 1 observou-s¢ uma utilizacdo de glicose muito al-
ta. Comparando III 3 ¢ % observou-se qu= na fermentag¢ac em que
se manteve um nivel de glicose mais elevado, a utilizacgao da

glicose também foi maior. lido se obteve Scido giberélico em III

1 e em III 2.

1.4, Experiencia IV

Baseado na informagac obtida nas experiéncias anterio-

res, variaram-se as condigdes de cultura para aumentar a TTowé

no sistema. Este paramnetro diminui a msdida que aumenta i con-
centragac da massa celular, devido as propriedades reclogicas

do sistema microrganismo-meio de cultura.

Baseado nisto, reduziu-se o deslocamento do agitador re-

,.

ciproco em 25%, com istc permitiu-se elevar o nimers de oocila-

o

¢Oes por minutc ac miaximo. Desta forma a intensidade de agita-
¢ao em presenca do micélio degenvolvido, aumcnta. Este aumento

incide favoravelmante sobre a TTOmA no sistema. Para aumentar

n

X
mais a turbulencia, nc fundo dos frascos colocaram=-se defleto

res,

Og fatores estudados foram:

a) Lfeito da glicose a uma concentracdc inicial elevada,
contra a adigao controlada (IV 1 e 2)
b) Efeito da concentragdo da biomassa no sistema (IV 2 e

3)



c) Atividad: das linhagens (IV 7 = I0C 3326
IV 4 = I7 1339)
@) Dfcite da colocagdo de defletores horizontais (IV 4 e
5)
curso de fopmentagaoc
Iv 1 v 2 IV 3 Iv 4 IV 5
conc. de nitrogenio
mM/1 ] 40,0 40,0 53,0 0,0 | 40,0
tempo total (h) 240 140,5 1ug,5 165 191
consumo total de glicosec .,
‘ £-1COS 4,60 1,85 | 1,10 1,90 | 2,07
g/m MNo ’ : ’
duracao apx. R ]
o - 27 22 272 46,5 72,5
Fase de (h) 0 i
crescimento |glicose con- i
balanceado |sumida 2,33 0,2330 0,247 0,309 0,434
oo /mMc j
micelilo S2CO {4, e
T e 1705 224 712 185 173
g /mMNo
duragao apx. .t .. A - -
LA b 75,5 70,5 70,5 |118,5 |118,5
(h)
Fase dc glicusa con-
reserva sumidca 0,530 1,59+ 1,56
g/ nk!
micelio = B . ,
t1o see 340 TR Y
gz /mMNO
duragac ap
c 5 48 - -
\
Fase de glicos:
manuternigac |sumida 0,156 - -
o/ LNo |
-AG AtNp 2/m C o L -
- = > 4 0.00325 - -
Mivon |2500852{0,01%¢ |0,0052
Evolugac do pH
Em IV 1 repotiram-s2 as mesmas mudancas observadas €m
ITTI 1. Os restantes apresentaram pico minimo caracteristico do

fim da fase

de

emy7  2-7,5 durante a fase

Em

Iv

2

<

da

¢ pli caiu a 6, du

el
£

crescimento, c¢levando-se novamente e mantendo-se

resexrva.

arite a fasec estacionaria

quantc que em IV 3 permaneceu em 7,0-7,5.
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A Tase do oregcimento teve ume duragio aproximada do o 22
horas para a I0C 3376, Az concentragdos de bicmassa proporcic-

~

nals ao nitrcgon: inicral em IV 1, 2, 3 indicaram quc a fase
transcorreu om todos sol. ¢ moesmno modelo cinetioo. A mesma  oon-~

tribuigao de glicose a dois nivels de concantracao 4o nitvoge-

nio em IV 7 e 3 demenstrou gque ndo houve doficicncias de aera-

9]

Comparando IV 2 ¢ 4 fica estabelecido gque a taxa cspeci-
fica de crescimento (u) & maior para a I0C 3326. Da andlise de
IV 4 e 5 observa-se que a duraegac da fase do¢ crescimento balan-
ceado € maior para IV ., sendo a contribuicio da glicose tambénm
maior ¢ aparecando ‘pellets" na cultura. De acordc com isso am-
bos nac transcorreram scgundo © mesmo modelo cinético do cres-

cimento. A maiocr contribuicgdo da glicose cm IV 9. indica limi-

tagoes de aeragdo ¢ agitagio (auséncia de dafletores).

Lm IV I a degradacac de carboidrato efetuou-sc por uma
via diferente de IV 2.
As limitagOes na acragic ¢ agitagao ficom estabelccidas

comparando IV 2 ¢ 3. A concentragac de bilomassa sbtida(mp/mMNo)
no final da fasc de reserva, fol menor em IV 3 de que em IV 2.
A taxa de utilizagfo da glicose foi menor em IV 3, durante a fa-
se estaciondria.

Ambos fatos comprovaram que nestas condig¢des de cultura,
63 m M/, de nitrogtnic sdo excessivos.

A

A presenga favordvel do defletor sobre a agitagac e ae-

ragao pode ser vista novamentc em IV U4 e 5; na ultima fasc de



reserva fol de maior duracdo.

Morfologia do Micilio

IV 1 apresentou na fasc de reserva, hifas compridas e
pouco ramificadas, com uma cu mais fileiras de glébulos de re-
serva. bm IV 2 pelc contrario, nredominou um tipo de hifeas,

muito curtas, e sem ramificagdes.

A produgac de dcido giberélico ndo comega, enquanto ndo

houver transcorrido praticamente toda a fase de reserva.

Para determinar a eficiencia da fermentacdo no que diz
respeito a produgac de dcido, esta foi apresentada como rendi-
mento especifico e produtividade. O primeiro destes parametros,
corresponde & quantidade de GA3 produzida numa fermentagao e re-
ferida ac conteudo inicial de nitrogénio, no meio de cultura. A
produtividade corresponde ac valor anterior dividido pelo tempo

de duragao da fermentacao.

A produgac foi baixa obtendo-se os seguintes valores

destes parametros:

Rendimento Produtividade
especifico mg/mMNo mg /mMNo . h
v 1 2,38 0,0099
TV 2 2,12 0,018
Iv 3 1,85 0,0159

-

A linhagen 17

-
w
w
QO

nao produz acido giberélico.

1.5. Experiéncia V

Foram estudadas as condigoes de cultura correspondentes

ao agitador de movimento excentrico, empregando frascos com de-
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fletores laterais.

Curso de¢ farmentacao
Al Vo
“ocnc. de mitroge-
nio m M/1 37.8 63,0
tempo total (h) 25¢ 259
censuno glicose P ~
(z/mMie) o, 20 3,80
ac tempo (h) $1,5 1 ,R
. micelic seco oo
crescimento | TS © 250 212
(g /NG J
Falanceado glicose consumida

{g/mMNo)
finaliza (h)
may, pcso micelio

Reserva {(mg/mMyo)
glicose consumida 3 7 > L
; 5 S, /U s
(2/mMNo) 2 Y ’

- N;’Afﬁb t

HManutencaoc .
& (g/ml‘ti\uh)

0,0098 -

O desecnvolviments da fermentagdc ndo fol uniforme. Uma
parte dos frascos correspondentes ac conjunto V2 nido  entraram

na fase de roscrva, poomanecendo em una concentragac maxima de

biomassa dc¢ 129 m steg frascos consomem uma quantidade

el

~
=
=
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o

{
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de glicosc muito inferior aos demais. Observou-se nos dcis
conjuntos IV 1 o 7, ws aumento na duracac da fase de crescil-

mento. O micelic inicialmente descnvolve-so om "pollets™.

A contribuigao da glicose nesta fase foi muito elevada,

o

© gue ven Iindicar doficicéncias no forrnecimento de oxigénio na
cultura.

A agitagao intensa que provoca cste tipo de defletores
d& lugar a formagace 4. uma camada de espuma densa, de grande
espessura. Atribui-se csta formagdo a uma resisténcia na trans

ferencia de oxigénic na cultura.

¢ pH manteve-ge no intervals de L-=5 tomandc © meio de

1

=

w
i



cultura uma pigmentacac amarelc. Durante a fose de reserva as

hifas se apresentaram com comprimente médic e pouco ramifica-
das com apenas uma fileira de globulos (le reserva.

O consumos de glicose na fermentacac fol muitc elevads
para ambos s conjuntos. De accrds com iss: a glicose nas con

digdes estu”adus niu & degenerala por ume via cxclusiva mente

aercbica.

F:wnp¢c“c1ﬂ VI

Foram experimentadas a2

<]

linhagens IZ 1395, IZ 1413 ¢
IZ 1400, cultivando-as em agitador de movimento cxcéntrico e
empregando frascos com defletures laterais.

foetapa @le multiplicagao celuler efetucu-se no agita-
dor reciproco, para evitar a extensac da fase, observada na

expericneln V.

furco de Fermentacao

Concentragio inicial Jde nitrogénic: 37,8 mM/1.

N

Vempe de fermentacac: 400 roras.

Consume de ~licousa: 22 =/ (adicao gralativa).
- £/ mMNo £

‘33(_./_

Pesc maxime e micélic seco my/ TZ 1399 | IZ 1413 IZ 1400
7 mMNo i

P

560 610 g

(@)
w

A eliminacac da prefermentagas provicou um periodc de
latencia d¢ aproximalamente 24 horas.
0 inicio do crescimente caracterizou-se pela presenga ¢ 'pel
lets" passand: posterivrmente a desenvelver micélic filamento

sC para todas as linhagens.



N fose de crescimento durcu aproximadamente 48 horas
(sem contar o atrass inicial), a fase Jc¢ reserva tolaviaz  se
wanteve em 400 hroas,

O pH ap’s z multizlicacas celular situcu-sc na faixa

de 5,4-5,7. & linhagem IZ 1413 caracterizou-se por apresen -

=

)

tar molor atividale, ¢ acumular mai r ouanticade ‘e substan-

4 quantidade de glicose adizicnada a cartir das 140

horas foi da ordem de 5g/1 dia (equivalente a 7.,0055-g/mM.
i 9 L

]

Noh). A extensac <da fase e reserva é um2 resposta 2 disponi
bilida:de limitada de carboislrato.
Nernhuma “as linhagens ensaiaZes produziu &cilc gibe-

ralico.

Experiencia VIT

£ multiplicagao cclular realizou-se no agitader re
ciproco, e imediatamente a fermentacac continuou no agitader
de m.vimento excentrico. Empregaram-cz frascos com deflete -
res laterais.

e}
v

meio de cultura formou-se com duas frntes de carbe
no, uma de rapida assimilagac (glicose) e cutra de utiliza -
gac mais difieil {amido). P.stericrmente, 2 fermentacido ccn-

tinuou com a adicao gradativa de glicose, . fornecendc~ se

0,131 g/mMNo. dia.

Curso la Fermentacac

Concentragas “e nitrogenio inicial: 37,8 mM

1



Tempo de fermentacao: 374 hores

Consumoc de carboidrato: 2,75 g/mMNo
Pesc maximo Jde micclio zenu: 785 mp/mMNo

_—

A fase de multiplicacgac ceslular completou-se em apro-
ximadamente 24 horag. Predomincu a formagac e unidades cur
tas ¢ sem ramificacoes, ararecendo posteriormente as . forma
¢ces de reserva.

O pH, durante 2 fase de¢ reserva, manteve-se dentro o
intervalo 6,5-7,5%. A fase de reserva transcorreu até conside-
rar-se finalizada a fermentacac.

Os 67% <o pesv maximo do micélio foram obtidos em 110

horas (528 mg/ ). Durante este perisdo utilizou-se o amido.

b
De acorde com o pesc dc micelio cbtide e + tempo trans

corride, este substratoe fol utilizald. sem Cificuldade pelo mi
crorganismo. Além 2isso, nao apresentou © problema de ser de
gradalo de forma ineficiente, come sucede com a glicose em e-
levadas concentracles.

/o continuagao lenta da fase de reserva, atribui-se as
adigoes relativamente baixas de glicuse, que limitaram a velo
cidade de formagac de reservas, ampliandc n duracas da fase.

A quantidade dosada de glicose fol de 0,131 g/dia mMNG *

A produgac de GA, (0,450 m ) foi muito baixa, e

a/
S mMNo

resultou < sictrato.
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A permanencia ¢o pH prdximo & neutralidade correspon-



Expericncia VIII

Projetou-se para obter condigues nas quzis a TTO max
do sistema, viesse 2 superar a TDO max 3o micdlic.

Simultancamente efetuou-sc uma experiencin nas condl
¢oes especificadas por outros sutores (28); diste & frascos
Erlenmeyer com um volume Jo meic de culturs e 20% a capaci
cade nominal. Ambas s condicgoes forarm estuctadas, empragandc

frascos com cu sem Jdefletores laterais, o meis de culturea foi

semelhante ac Ja experiencia VIT.

Curs.o da Fermentacac

VITI1  ViIT2 VIIL3  yIIIy

Concentragas inicial e ni | 25,2 25,2 49,9 49,9

trogenio mM/1

120 120

Temps total (h) 63,5 |263,5

i
i

-

Blicose consumida ;/mMNe 3,38 2,63 - -

Fase de  ao tempo (h 167,5 1167,5 120 ' 120
max peso de m.se

reserva ] P 1100 1150 Lah 325
0 mﬁ,/mhf\.‘ [ :
Fase <de ma  duracac (h) ;96 96 - -
nutencas . . ' - R
¢ -AG/ . a/mHioh - 5.8x10-30 - P
N. &t © ‘ :
0 : ;
Em VIII 1 ¢ 2 a fase Je cresciments —upra 24 hceras

enquante que em VIIT B nas 24 horas ainda se mantém tal fa-
t 1

—

se. Nas 120 horas VIIT 4 alcanca um pesc de micdlic de apro

-

ximadamente 70% dc VIiI3, Por outroe ladc VIIIZ néste interva
lo de tempc represcenta somente 6u% le VIIT 1 e 2.

A analise anterior dem nstra a importancia Ja aera-
cac e agitagdc sobre o Jesenvolvimento 1o micdlic.

VIIT le 7 registraram as mesmas variagoes a respeito



3

aumento o pes. du omleelis, consumo (e carboidratos e cvelu -

-
i

~ R _
cao o | 5

Estes resultados pormitem costabolecer Lue, nas condi-

-

s 7 cultura de VIIL 1 ¢ 2, nao hd limitagdes na .égitacd.

o

<

€ na cerugac. 4 TTO mex Jdo sistema & mai.r que z TDO max dc
microrganisnc,

Zvolugac 1o nH

Neo final Ja fase de reserva VIII 1 e 2 situam-se no

intervale §,4-6,5, e¢nquanto que VIII 3 e Y4 mantém-se entre 7,0

Morfologia celular

VIII 1 e 2 apresentam grance predominio de uni‘ales -
muite curtas, e sem rrmificacles ¢ também prande guantidade -

de substancias e reserva. Em VIIT 3 ¢ U as hifas sac compri-

=]

vas 2 pouct ramificadas, sendc para VIIT 4 mais delgadas e
com a terga parte central oom maicr espessura; VIIIH sempre

apresenta uma unica fileira de gldbulos.

VITT i e 2 produzem dcids giberélico. A vrodugas come
ga nas 72 horas, aumentando gradativaimente até obter-se um va
lor maximc de 52 mg/l nac 240 horas.

Este valcr corresponde a um rendimento cspecifico de
1,94 mg/mMNO e uma produtividade de 00,0081 mg/mMNo. Verifica-

-se que © metabolito comege a produzir-se a uma velocidade em

p

sideravel, cuando termina a fase e reserva.

1.9 Experiencia IX

Tende-se determinado condigoes de operacdo  nas quais

54



2 TTO max nac ¢ um fator limitante na fermentacgidc, estudou -

-se o efeitc de uma fonte de carboidrato de mais Jifiecil as

Prepercu-s.. um meic de cultura, cuntends glicos

P
3
P

cessaria a fase de crescimento 2 parte “a rceouericda durante

& P

F

h]

a fase de reserva.

0 meio de cultura continha, também lactose em uma
concentragac tal que ~ carboidratce total, f.sse idéntico ac
consumidc npa experiencia VIII. Realizou-s: 1 experiéncia em

frascos com e sem Jdefletores.

Curso da Fermentacac :

IX 1 IX 2

Cone. de nitropgcnio (ni/l)é 25,2 ‘ 25,2

Tempo total (h) - 327,5 *327,5

Censums Jde carboidrato
1,30 1,30
{g/mMNo) > i ’

Fage e Max pesc de m. se !
o 2 = - :
i ; . ] o !
reserva: oo (ng/mMNo) i 8O0 583
co o Ang/miiNe ) g REM L 900
- . : ! - o
Termins 159 159

0 micélin desenvolveu-se sob a forma de hifas compri
das, “delgadas e pouco ramificadas. Durante a fase de reserva,
as mesmas formaram uma sé fileira de gldbulos. A fase e re
Serva nao comegou enquantc nac se adicionaram as 25g/1 (e g1
cose nas 63 horas, cessanco com 0 esgotamento <esta.

4 resposta ac csgotamento da glicose fol - -&levegao
do pH. Posteriormente, este calu novamente até valores de 5-

-6. No final da fermentacdao o pesoc (lo micélio Aiminuiu en

|
@]
[@2]
i



quants que ¢ carboidrats manteve-se a 50 g/1.

De acordo com isso pole estebelocer-se que a lactose

]

Has 260 horas chegou-se a ume Droduclo do Acido Tibe
ralico de 4,62 mg/mMNo correstonderte ~ uma produtividade o

0,0178 mg/mMNoh. N¢ final da experiéncin ans2iou-se novamen-

i

k\

te a presenga de metabelite, nac se encontrands aumentos na

produgao.

1.10 Experi@ncia X

Procurcu-se comprouvar resultzados obtidos em experien

tigoec de cultura nas quais

o]
O
o]
.,\.
i

cias anteriores e estabelccer
2 TTO max seja maior que a TDO max. Variande a concentracac
inicizl <de nitrogenio, sstulou-se o efeits destes parametrcs,
scbre ¢ peso do micélic obtidoe, utilizacac de carboidratce e
produgac 4de metabolito.

Opcerou-se no agitalor ‘e movimentc cxcentrico. Nas

experiéncias, em que se utilizaram uma concentracac elevada
de nitrogénio3 empregaram-s¢ frascos com defletores laterais.
0 meio de cultura foi formulado com uma concentracac de gli-
cose 1inicial baixa. Baseando-se na informagao anteriormente
obtida, sobre a utilizacdo de fonte de carbono, efetucu -se
um programa de adigac gradativa de glicose.

Nos frascos com defletores laterais adicionou-se o-

leo de girassol a 6% como antiespumante.

WHICAMP
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XTI X2 X3 Xk
Cone. de nitrogenio (mM/1): 16,1 19,1 37,8 53,0
: i
Tempo total (h) 327,85 . 327,% 231,5 1 135,5
- - ' T
Consumo de glicose {g/mMNo) 3,26 3,58 3,151 3,28 |
. : |
Fase de max. pesa de n. j !
. . seco (mg/mMNG) 1090 630 ., 1080 1030
ragerva i i : ;
‘finalizagao (h) : 135,5 i 231,5 ‘' 135.,5 135,65
. ”l i J
. ! 1
F.Manutencao - AG/N.A t . \ v :
-ons o 00,0109 ' 0,0115 ! - -
(g/mlMNch) :

A adigac de antiespumante permitiu desenvolver a fase
de crescimento, com o mesme modelo cinético em todos os con -
juntos.

Confirmou-se¢, gue a camada de espuma provoca uma  re-
sistencia muitc grande rna transferéncia de oxigénio.

4 fermentacac trenscorreu de forma similar para todos

K]

os niveis de concentragac do substrato limitante. Em todas as

O]
)

lea

TESCS de

cocnecentragoes de nitrogenic cnsaiadas obtiveram-
mic&lio e consumcs Je glicose, proporcionais & enncentragido -
deste.

Nac existem portantc, limitacgles de aecracic e agita -
¢ao, nas condigdes experimentalas. A TTO max € maisr ou igual
a TDO max em tcdos os casos.

A maior concentragac de biomassa cenduz a fermentacgac

9

a valores

o

le pH mais beixos.
A linhagem IZ 1383 (Exp X2) produz menor quantidade -

de substancias de reserva que a IOC 3326 (XI).



tm todos os conjuntos correspondentes a linhagem ICC

de hifas curtas e

1

nao ramificacas, com abundincia de formagoes ¢ reserva. Pe

lo contrario a IZ 1399 forma sempre hifas Je compriments  mé

dio, com algumas rami ificacoes.
U rendimento maximc de Jeido giberélics obtém-se  en

230 horas, com um valcr de 4,19 mg/mMNG (melia ce 2 CJetermina

2

5) esta corresponde a uma rrodutividade de 00,0181 mg/

[4]

<

=

(;\
/mMNoh.

A produgao de deide giberélico é preporcional i con

centragac de nitrogénic no meic de cultura.

Depois Zas 230 horas cesso a utilizagac de gliccse -
pela linhagem TOC 3326,
1.11 Lxperiencie XI

A experiencia realizou-se em fermentador de laborato
rio. Estudou se¢ a variagac de tensdo de oxigeénio dissclvido,

durante as fases dJd¢ metabnlismo do fung:. Este parametro for

nece informagac, a respeito 1o valer ‘a diferenga de parame-

fu

tros TTC0max -TDO pax.

Simultaneamente estudcu-se o comportamento deste eis
tema, para operar com culturas de microrganismos filamento -
scs, de propriedades recldgicas nac - newtonianas.

A fermentagas foi efctuada com uma aeragio de 1 v.v.
L. @ a maxima intensidade de agitacao. Foi adicionade anties
pumante, sendo a semcadura inicial de 6% da capacidade Gtil
do fermentador. 0 meic de cultura formulou-se com glicose ,

amido e lactuse.



Cursc e Termentacgzo

£ Termentac..o transcorreu durante 174 horas, obtendo
-se um peso maximno te micelie de 600 mg/mMNe o recuerenlc-sc
1,57 g/m¥No 3o earboldrato. Obtiveram-se 5,4 ne/ndio de  aci

doopiberclicn coerrespordente a uma produtividade Ao 0,031 -

mg/mMNoh A fasc Qe crescimento Jdurcu aproximasamernte U8 he
ras. A fermentagio conduziu- atraves <e valores Jde pH bai-

X08, 1sto &, entre L-4,5, O micélic formadc caracteriza - sc
por apresentar hifas de comprimento mélic, e pouco ramificn-
das, com uma uUnica fileira de gldbulos d¢ reserva.

Inicialmente o fermentador apresenta um bom modelo de

agitacac ¢ dispersac do ar, o qual € uniforme através de to

d¢ o volume Util. Quanio o micélic aumenta de uma forma  con

sideravel, essas propriedades caem. C fermentador divide -se

- . - - - . .« -
e duas zZonas, 2 inferilor gue mantem as caracteristicas Jja
expostas e o supericr, na gual a intensidade de agitacans  se
reduz de forme consicderavel. A medida cue a multiplicacao ce

srogride, a wona e turbulencia vai-se reduzindo, e al

canca nas 30 horac zomente 65% 1o volume.

1

[69)

A concentracho de oxigenio dissclvide <21 rapidamen-

te a medida gue o micelis comega a multiplicar-se, alcangan-
-« . . 3
dc valores minimes uma vez avanga A faze de crescimento.
Durante 2 fase de reserva mantim-se a queda e ten

sao do oxigenio, indicandlo a elevagao desta, o final deste ~
- - - - . . -~ -

pericdo. E necessaric, portantc, um fornecimento de oxigenio

relativamente gran'e vara 2 sintesc o reservas.

A curva de tensac de oxigenic expressa que durante -

&



purte da fasc de crescimento « na fase de reserva, se equili

bram 2 TT0 max Jdo fermentodor com a TDO do micélio. Lste ul

(1Y

by

timo parametro et

)

oy que a TRC max o micilic, para estas
condigoes Jde operacgac.
Nestas condigoes, a duplicacao da taxa de acragioc, -

-

nac aumenta & tensao Jo cxiganic, ou seja, a intensidade de

'

agitacaoc vem controlar a TTO.

A Fase de reserva rleteve-se nas 120 horas ficando
sem utilizar parte Jdo amido ¢ Jda lactose. As restricgces na

TTO max impediram alcancar o maxime de massa micelial.
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De tonas ag linhagens experimentadas, somente a I10C

-

3326, p oduz Acide giberélico. Per outrs lalo, & a que 2pre-
- :" -

senta malor taxn especifica de crescimento, ¢ capacidade de

acumulag a0 le reservas.

2.1 Utilizagao o Carboidrato

A linhagem IO0OC 3326 consumiu Aurante algumas fermen-

tagoes (III 1, IV 1, V 1 « 2), cquantidades excessivas ‘le car

bolidratos.Simultineanente ac metabolisme aerdobico, existem
vias <e degradagac da glicose, aue nao requerem a interven -

cao Jo oxigenic. Estas sas responsaveis pela utilizagao 1ine

Observou-se o aparccimento Jdeste mecani ismo, nos mel s
com elevade relagac inicial G: N(ITI 1 e IV 1). Quandc a ten
530 de oxigenic dissclvido, cai abaixc de um valor critics ,
na fase de crescimento balanceade, o microrganisme <a entra-
da a esse¢ mecanisms de utilizcocae de giicose (TIX I, v 1 e
Z2vs. IV 2 e 3). A glicuse & metabolizada de um~ maneira mas

Rl

eficiente, quandc as condigoes ‘e cperagao permitem altos va

nantér em baixas concentracdes

lores de TTO, e a plicose se

o3
3

cdurante ¢ processc. U amido que permite manter concentracgces
muit~ baixas de glicouse dissclvida, restringe ¢ empregc ine

ficiente !¢ carboidrato. Na experiencia XI, onde a tensao Jo

e

oxigenic dissolvide caiu ac minimo, ¢ emprege deste substra-
to restringiu a utilizaclc do carboidrate por esse mecanismo
A duragac da fase de crescimento extendeu-se, e °~ obteve-se

maior peso final do micélio, do que em outras fermentacgoes.

- 6561 -



Quande o micrurganisme faz uso desta vin, mroduz=se
uma mudanga de pigmentacac no meio de cultura, que passa para

a coloracao amarela.

2.2. Lvolucao do pH

A4 evolugao do pH para a Gibberella fujikuroi I0C 3326,
depende de fatores como a TTO max e a concentragao de glicose.
Ambos estlo estreitamente vinculados entre si. lias fermenta
¢oes, em que parte da glicose se degradou sem intervengiao do
oxigenio (III 1, IV 1, V 1 e 2), o pH se mantém no intervalc
4-5. Este metabolismo da glicose, vai acompanhado da formacgao

de compostos organicos dcidos, responsdveis pelc baixo pH.

O metabolismo aznaerdbico dos fungos, pode produzir a-

cido latico, como produto final. Verificou-se a formacac de

(X9)]

te composto nos Ficomicetos inferiores e em espéeies do géne

r¢ Rhizeopus (27), quando se submetem a condig¢des anaerdbicas.

i

Provavelmente, nesta fermentagdo, este dcido seja o responsa-
vel pelo baixc pH.

Quandc © microrganismo desenvolve um metabclismo de
preferencia aerdbicc, o pH baixa para valcres da crdem de 3,5
no fim da fase de crecscimentso. Durante a faso de reserva, no

vamente sobe, dependendo os valores alcancados, da concentra-

¢@o inicial do nitrogénic. Quantc maior £3r esta, mais baixo

“

1

transcorre a fase de rcserva

ol

sera o pH, através o que
(X 1,2 e u).
A causa desta pode atribuir-se a acumulacdo de produ-

tos fcrmados no metabolismo. A reagdo a um baixo nivel de gli



~

cose, menifeste-se pelo aumento do pH entre 7 e 7,5 (IV 2,3 e

O esgotamento da glicosc, vali acompanhado do  aumentc
do pH, a valcres maiores que 8.
Durante ¢ fim da fase de reserva, e a fase de marnuten

cac, o pH baixa novamente.

it Py

-~ - - . - .
2.3. Caracteristicas dc micélio

A

A tendencia do micélic & de descnvolver-se em filamen
tos. A maicria das experieéncias rcalizadas, apresentam exclu-
sivamente este tips de formagic. O aparecimentc de "pellets"e
uma resposta as condigies desfavoriveis de cultura. Estes fo
ram cbservados nas prefermentacoes e na experiénciaVl(na qual
nao se efetuou a préfermentagic). A formacac resulta a fal
ta de adaptagac do miecrcrganisme, originalmente cultivado em
um meic semi-sClidc, com cutros nutrientes. Na exneriencie V,
as deficiencias n¢ fornecimente de cxigenio, acompanhadas de
uma agitacac viclenta, provocaram a formacac de "pellets".

A morfelogia de micélic parece depender da TTO  max,
da intensidade da agitagao, e¢ da concentracac de carboidratos
dissclvides no meio. A observagic piecroscdpiea do micéhio,mog
tra para a fase de crescimento balanceadc, septacac das hifas
(apendice pagl8-109) ¢ granulacdc do citoplasma. A septacao
€ a@ parede celular, foram identificadas em coloracdes com sa
franina. A granulacac do citoplasma foi observada, colorindo-
-a com azul de metileno e azul de toluidina.

O Ultimc dos corantes, possibilitcu estabelecer a pre

senga de granulos contende fosfolipidecs. Durante a fase  de

- 63 -



> Apurecem gldbulos que corressondem acs lipidecs sin
tetizades pele microrganismo. A coloragac com Sudan, confir-
mou a naturcza dos mesmous (3).

Nas experiencias, nas quals se ODCPOU oM uma TTC
Lax elevada, agitacdc intensa e uma relacac G: N inicialmen-
te baixa, (VIII 1 e 2, X), o micélic arresentcu-se com hifas
multo curtas ¢ sen rarificacoes.
Nas mesmas condigdes de cultura, porém, com uma rela

cao G:N inicial alta, ararveceram hifas lungas e ramificadas

Em IV 1 e 2, a c¢levada relacac G:N inicial do _pri
meirs, provoes. a formagdo de hifas longas.

Em ITI 1 2 2, a2 TDO e¢levada do ﬁltimo, Drovocou a
formagno de hifas longas, nas Juals as extremidades sin mui
te mais delgadas que a terga prrte central. O mesme fenomeno

-

sucedeu em VIII 3 e &4, embors o mesms tenha sido causads pe

la mencr TTO max de VIII 4. De acorde corm istc, a formagao -

T

)

vad

©
Qi

de hifas curtas ¢ favorecida por uma ol C mex e uma a
gitagdo intensa. Os meics, com elevards concentracac inicial

de carboidratc dissclvido, tendem a rrovecar a formagao de

A ccumulagas de substancias de peserva, & fungac da
diferenga de parametros TTOmax - TDO max. Quando esta dife -
renga permite que a tensac de oxigénic dissclvido seja maior

- Y - . -~ -
cu 1lgual a um determinado valor critico, consegue-se alcan -

gar o maximo de acumulacd: de reservas (experiencias VIII 1

- B4 -



¢ 2, X1, 2, 2 e 4). Operand- com agitador de moviments —xcén
trico, e frascos =-m defletores laterais, nac hd  limitacoes
P

no fornecimert¢ de oxigenio, para TDO correcpondentes a 20-63

mM/1l de nitrogenio. O péso mixima de micilio 3 ob ndo

T

ido, cu.

i

a disponibilidade de carbcidratos, satisfaz a demanda corres-
pondente a manutencic das fungces vitais do micZlic e as ne-
cessicdades de carbonc para a formagac de substancias de reser
va e metabolitos.

Nas expericncias VII e IX 1 ¢ 2, nao foi alcangado o

maximo, por deficiéncias deste substratc. EFm VII, as dcses a-

dicionadas, nao foram suficientes para atender ambas demandas

Em IX, ao esgotar-se a glicose, a fonte de carbonoc
restante (lactose), & de dificil assimilacac, provocando o

m

fim da acumulagdo. Nas experiéncias IV, V e X nas quais a TTO

max nac foi suficiente para satisfazer a TDO max, a acumula -

¢ao de reservas deteve-se em valores mencres. Em IV a agita -
¢ao nac fei suficientemente intensa para alcangar a TTOC max
requerida.

Comparando V. 1 e 2 vs. X 3 e 4, a agitacac f-i da
mesma grandeza. As deficlencias no fornecimente de - %ifenic
durante a etapa de multiplicacao celular, impediram de che

gar ac peso maximc ne conjunto V.

De acordc com isto comprova-se cue nac é a intensida-
de de agitacac, mas a diferenca TTOmax-TDO max que controla
O processc de acumulacac de reservas. O mecanismc e degrada
950 anaerdbica da_glicose,ﬂé@ tem influencia sobre a acumula-
cao de reservas. Nas expericncias IV 1 e 2 ubteve-se o mesmc

pesv de micelio independentemente das vias de metabolismo da

- bb -



fonte de carbond>. V 1 e 2 nas alcancam os pesos de nicelio
corresponcentes a X 3 e U, arnesar de haver degradacac anaerd-

>

bica da glicose na expericéncia V.

Na experiéncia X, na cual foi verificada a queda de
tensac do oxigenio dissolvide nao se censegulu alcancar o ma
ximo de reservas. Em IV 4 ¢ 5, a veloucidade de acumulacac de
reservas, fol menor ~ara o sistema mencs agitado, rarecends

que a agitagaoc atua favoravelmente sobre a velocidade de acu

mulagao de reservas.

2.5 Produgac de dcido giberélico

Nas condigoes estudadas, a producic de Acido gibereli

co da linhagem IOC 3326, foi baixa. A produgdc ndao comecga en

quantc nac transcorrer a maior parte da fase de reserva. Na
guelas experiencias (IV 2, 3, XI) nas quais a diferenca TTO

max - TDCmax limitou a acumulagac de reservas, a producgio ini
cion-se antes. A produtivicade dos mesmos alcancou valores da
mesma crdemn das experiencias X 1 e 3 (zem liritacSes na forma
¢ao de reservas). O compuste guimico inicial para a biossinte

-

se do écide giberélico ¢ a formagac de lipideus, & a acetileco

enzima. Portanto, 2 formacic de ambos & competitiva. A rela -

1oy

¢av de produgac de reservas: G, ¢ fungdc dos parimetros cin
ticos de ambos ¢s processcs.

4 acumulacgas de reservas transcorre no infcio da fase,
rapidamente, e logo om seguida, com velocidade decresceénte,
até cessar a acumulacido. A cinética de producac de matabolitos
€ linear. A competicdo de ambas as reagles, limita a producao

de GA, durante a parte inicial da fase. Na experiencia IV 1,na

w



quas verificaram-se dois mecanismos de utilizagac Jo  carboil

U rendimerto fol da mesma ordem em ambos. A redugac

da difevenca TT0 max - TDU max nera val-res limitantes no

3
-

focrneciment. de

L2, diminui 2 producic de Ca, (IV2'

®
w

3y X). 4 agitagi excessiva, nac favorece a producac do

£y
(0]
1 Eed

Jdo giberélic: (IX vs XI).
Us melhrores resultados foram obtidos nes condicles
correspindentes ac fermerntador, tanto no que diz respeit. a

rendimentos bem come a produtividade.



RESULTADOS OBTIDOUS COM RELACAQ A0S OU

TROS AUTORES

Us melhores resultados due dizem respeito a rendimen-

tos de acide giberélico, foram os publicados por Borrow (&),

Darken (13), Sanchez-Marroquin (392). ©

autores foram ccmparados aos resultados

resultados

S

chbtidos

destes

no presente

(mg/m MNoh) ! ;

trabalho, ¢ quadro anexo analisa os mesmos.
" tnen o
. ‘Sanchez-
Borrow Darken NOSSOS resul'
(1958)1 (1959) -Marroquin i
(1963) tados |
e SO R - [ —
linhagem ACC 917 ACC 917 I0C 3326 IOC 3326 i
nitrogenic inicial Lo R |
__E.M_Q')._,__N___ - ._____,____l_o_oﬂ____ _i‘*l 59 bb, o 19,1 ‘
carboidrata utiliza oL o oo
do_(g/m MNo)_ I B }_’,1{% . C)",Zqu- . 1,’ 5_7- .
Rendimentc(mg/1) 1000 560 1,196 103
- e - e e e - —_——— - ——
Rendimento especifi-
co (mg/m MNc} 10 21 1 17,9 5,4
Produtividade 0,020 9,110 0,105 0,031

ofo
«

do milho foil estabelecida Je accordo com (43)

A porcentagem de nitrogenic proveniente da agua de maceragaoc

Os rendimentos obtides sac inferiores acs citados. Atri

1

buimos a causa disto a baixa capacidade

to, que apresentou a linhagem recebida.
obtidos em produgac de Jcide giberélico
rencia a utilizacdc da linhagem ACC 917

gem de grande atividade.

60
¢

de produgac
Us melhcres
, geralmente

, catalogada

do metaboll

resultados
fazem refe

com¢c linha-



3 ¢?e

nchez~Marroguin (3€) com Gibberella

n
9]
2] 3

Os rendimento

¢

fujikurci I0C 3326, dJdiferem significativamente dcs nossos. -

B

tribuimos isto diferengas no metabolismo da linhagem recebi-

9]

da por ele. Este autor realiza o processo fermentativo reque -
rendo unicamente 0,295 g de glicose por mM de nitrogaenioc no
meic de cultura. Em nenhura das experiencias realizadas por -
nds, pudenos controlar a fermentacac com essa quanticade ce

A

carboidrato. A quanticdade deste foi de 5 a 10 vezes maicr.

Mantende a cultura de IOC 3326 com a quantidade de car
boidratce formulada por Sanchez-Marrcquin, o micdlio degenerava
por esgotamento da fonte de carbono e nao se obtinha ¢ acido

giberélico.



w
.

~

VI1 - CONCLUSOES

b)

Dias lirhagens cneajadaz, somente a Gibberella Fujiku
roi IOC 2328, produz dcido ziberélicc.

. - - - ~ -
O rendinmerto especificc e a produtividd ~de sao infe -

ricres wos resultadcs publicados p2r outros autores.
0 rendimento especifico e a produtividade sao  fun-

¢oes de parametros tais como a diferenga TTO max -

-TDOmax; a intensicads de agitacio ¢ a relacac G: N
no meic Je cultura.

Valores maiovres que zerce do parametr<  TTO max - TD

max melhoram os rendimentos.

Intensidade de agitacao eleva.l -a8, reduzem a produti-
vidade de dcido giberélico.

Relagies G:N iniciczlmente grandies e em condicdes que
pessibiliten ¢ empraege ineficiente Aa glicrse, retar
dam a produgac de GA,, sem alterar os rendimentos ob
tidos.

VYalores do paranetro TTOmax ~-TDOmax, cue levam a uma

bl

tensac critica de c¢xigénio dissclvide, reduzem a acu

0q

mulagac de reservas ativande a producac de GA3.
As condigoes Stimas e fermentagar nara a producao de
GA,, implicam cperar com intensicades de agitagac mo

igtes de tensdc de oxigenic dissal-

[N
(]
] w
&S}
oR
{2
9]
It
[l
=
0
)
’l,

vido que limitem a po lagac e reservas.

93]
3
=
O
i
e
0
c
3

N

£oglicose deve ser mantida numa concentragac nuito
reduzida durante a operacdo, a fim de restringir a
utilizagac ineficiente da mesma.

..70..



VIII APENDICE
Quadro I - Resumc das Experiéncias Realizadas
! Experiencia
¢ - ) - . ﬁ v
I 1.2,5 et |T11,2,8 e % | IIT1,2,3 o 4 |IV1,2,3,4 o5
I1: IZ 1399 |II1: IZ 1399 I¥ 1,2 3
linhagem {I2: IZ 1413 [II2: IV 1413 | I0C 332¢ ' I0C 3376
estudada {I23: I7 1400 [II3: I7Z 1uQoO IVvh e 5:
Ih: TOC 3326 II4: I0OC 3324 I7 13983
fempera= 1 5y ss0c 20-269C 25-299C 22-249C
tura
agitador agitador agitador agitador
reciproco reciproco reciproco reciproco
1=10cm 1=10cm. 1=10cm, 1=7,6cm
Q 3 b 3
CONDICOES 1i0cpm 14 0cpm 140cpm 200cpm
DE
*EM500m1, EMS00m1, EM500ml, EM500m1,
CULTURA 10% 10% 10% 10%
c/defletor
horizontal
m.de cul- m.de cultu-
tura IT ra IV 2
Idem Idem Cond. de [ Cond. de
fermenta- fermenta- cultura: !t cultura:
PREFER- cao cao idem fer- agitador
MENTA- meptagao reciproco
® ’ 1171 3 e U 1:796 Cchl,
cac ' prefer- 132 cpm
mentacao
56h
EM500ml,
10%
EM: Abreviatura de Erlenmeyer
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Quadro I -  Continuacgio

Exporiénci

a
1}
.2 @ 3y, VIT OV VITI 1 ¢ 7 |VIII 3 o u

V1l e 2 VI
I0C 3226 | VIl: I7 1399

tinhagem TZ 1413 T0C 33720 I0C 3328

12 1400

-

-

P b b
S I SN
.

estudada

<

VIT: I0C 3326
=
HEIPETAT | o soc 24-280C 24-280C 24-280C
tura
agitador agitador agitador agitador
mov. ex- | mov. excaen- mOV. excen-|mov. excen-
céntrico trico trico trico
r= Zgtem, | r= 2:5 cm, r= 2,5 cm,|r= 2,5 cm,
230 rpm 210 rpm 210 rpm 210 rpm
EM 500 ml, EM 500 ml,[EM 500 ml,
10%, ¢/ de- 10% c/defle|l0% o/ de-
CONDICOES fletores tores late- |fletores
DE laterais, rais, fras-j|laterais,
EM 500 ml, frascos cos 1ncli-|frascos
CULTURA 0% inclinados nados inclinados
309 159 15¢
c/defletoq Ftapa de Etapa de|Etapa de
s late- creszcimen- crescimentolcrescimento
rais to em agi- em agltcdor m agiltador
tador re- reciproco |re iproco
ciproco 1= 7,6 em, 1= 7,6 cm,
1= 7.8 cm, 200 c.p.m. 200 c.p.m.
200 c.p.m.

m. de cul~ m. de cul- m. de cul- |m. de cul-
tura IV 2 tura VI tursa VIIIZ |tura VIII3
condigdes | condigdes

de cultu~ | de cult
PREFER- rac: 2dem ra:
fermenta- ,gltador

MENTAQAO ao MoV, excen~ Idem VI idem VI
¢ :
trico
?2 nrefer- P
m‘;iz gﬁr r= 2,5 cm,
FREECOeS 1910 rpm
sucessi- !
vas EM 50 ! i
2’4 h o /Ll tjl i i J uil “ ( g




Quadro 1 - Continuacdo

Expericncia

X1, 2, 3 e b

XI

X1, 3 2 4

linhagem T0C 3376 T0C 3325 10C 3326
@studada X2: 17 13953
Tﬁ?g;ga 24-279C 23-279C 28,559C
agitador mov. agitador mov. fermentador
excentrico excentrico vol. de meio
r= 72,5 Qi r= 245 am, de  cultura:
210 rpm, 210 ropm 500 ml
EM 500 ml, X. 1l e 2
CONDIGOES | 10%, incl. EM 500 ml, aeragao: lvvm
159. 10%. agitacdo: ma-
DE IX1: ¢/defle- Xima
tores
CULTURA IX2: s/defle-
tores
Etapa de cres X3 ey
cimento em a- EM 500 ml,
gitador 10%,
reciproco c/defletores, Indculo 5%
1= 7.6 cm, inclinagao
200 cpm 30%
m. de cultura m. de cultura m. de cultura
VIII X1 XTI
PREFER- condi¢oOes de agitador de aglitador de
cultura mov. excentri mov. excentri
MENTACAC Idem VI co - co

r= 72,5 cm,
210 rpn

EM 500 m1,

10%

r= 2,5 am,
210 rpm

EM 500 ml,
10%
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Quadro

- Meios de Cultur: Empregados

cncia

Experi

Componentes® | 11 2.2,4|T01,2 3,6 1173 | TTT2 (I115 |T1Te |Tvi
gllczijllnl' 20,00 27,00 | 160,06 40,50{20,00] 20,00[175,0
glicose adi- ) _ ~ N Hn o n _
cionada \38,7 LI-O,O 2050
amido i - - - i
lactose - - - - - ~
i

Séodiemiiiii 25,006 2,50 1,100 25,00 2,50/ 2:50]15,00
NH) NG, 2,60 7,60 2,16| 2,60 2,600 2,60] 1,55
KH, PO, 0,50 0,50 5,00 5,00, 2,00 2.,00] 2,00
MgSO, 7H,0 - - 1,00, 1,000 1,00 1,0¢| 9,20
K,50, 0,20 0, 20 - - - - -
p}i 5,6 5,0 L+§5 59" 5',0 (:)90 1 ugu
*) expressus em g; todos os meios de culture foram preparados

adicionando os componentes a 1000 ml de dgua destilada.
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Quadro 2 - Continuaciao

!
Componentes | IV2,4 | IVz,4,5] IV 3] vI |v2 NI1 2.3(9I1 [VIITL
gllcfi§1Lnl“ 12,00 | 12,00  |20,00{ 25,00/40,00f24,00 | 15,00
gllf?ffnifl‘ 60,0 |25,0 60,0 | 210,0] 2200{ 98,0 |50,0065,0
amido - - - - - - 40,00 130, 00
lactose - - - - - - -

a. de macera
gao de milho

NH,NO, 1,55 | 1,s¢ 2,60 1,58/ 2.60 1,55 |1,55
KH, PO, | 2,00 | 2,00 2,00| 2,000 2,00 2,00 |2,00
MgS0, 7H,0 0,20 | 0,20 | 0:30| 0,200 0,20 0,20 |0.20
K, 50, i 3 ) i} . .
DH L5050 Ts,0 15,0 5,0 5 (n,e ?




Quadro 2 - Continuacgao

Componentes | VIIL 2 VITIS,4 | Ix1,2 | %1.2 | X2 |xu XTI
1 an d1mi ]
gllfgji R AT, 15,00 7550 | 15,00] 30500] 55,007,450
licose ad - - N
& cionada =] 80,5 - 55,0 | 55,0 | 110,09 155,0
amido 20,90 50,00 - - - 130,00
lactose - 50,00 - 42,00
a. de mace-
ragio de | 12,50 25,00 [12,50| 7,500 15,000 25,001 7,50
milbho
NH, NO4 0,78 1455 | 0,78 5,78] 1,550 2,80| 0,78
K, PO, 1,00 2,00 1,00| 1,00 2,000 2,33] 1,00
MgS0, 7H,0 0,2 0,20 | 0,15 0,100 0,200 o0,33] 0,10
K,SO,, ) _ ) 5 ) ) )
pH 4y 5 4,5 6,0 b5 L oua5 ! u,5 | 5,0

~1

e}



Experitneia Il

e (1 . A e les1y | @llccse adicic- | peso  de
Tempo (h)| pH |conz.dc glicosel(g/15] & nada (g/1) rieSlio
seco
(rng/1C0ml)
0 5,6 20% -
2 by 3] - - -
ho 8, 8 U0 20 380
772 8,8 : - 160
95 33 8 - 1.092°
118 G, 7 - .
141 7,5 - - -
L73C,5 258 Jelt? 30 920
192,°% Saly - - -
213,70 6,2 - -
237,5 N S - - -
(*) contida nc meio de cultura
Experiencia I?
Tempo (h)| pH |conc.de glicose(g/l) gllc?se adicio-| peso de
' nada (g/1) micelio
seco
(mg/100m1)
0 556 - 20% -
24 6y 2 - - 60
T 9,0 0,0 20 490
72 3,8 ~ - 270
g5 T - - 1.100
118 752 - - -
141 Ba7 - - -
170,65 8a 8 0,18 30 1.080
1925 5s b4 - - -
213,5 6 U - -
237,45 Gyl - - l -
(*) contida no meio de cultura



Expericncia I3

Tempce (h)| pH Concentracac Glicose Peso de
dv glicose adicicnada micelic scco
(g/1) (g/1) (mg/100 ml)
U 546 - 20% -
2t 6,7 - b3g
ey 547 g,0 20 530
72 8,7 - - 220
55 647 - - 1.17¢
114 5,1 - - -
141 T - - -
170,¢ 8,2 0,12 30 1.220
192.5 5,4 - - -
21%4,5 5,3 - - -
237.5 5,8 - ~

(*) contida no meioc de

cultura



pH

(o)

I

§

i 4.

N W For o gw W
H

Experiencia I 4

19
1g
30004 \\
\ \
10 - \ \
\ \
2900 \
\
\
5 \ 4
. 1,090_ / \
glicose [micalic \ \\
g1 (o) Sccou ) \ \
1 () Img ., ! \
7/ 1oo ml > 3
4/: : : , ! ;
WooMs 72095 119 11 170,56 192,5 213,50 237,
(h
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Experiencia II 1

Temr pH concentragao glicose peso de
' ‘"w"""*“gg glicose(g/1) adicionada |micelio seco
() 171 111475, 11 al (g/1)111 a | (me/100 ml)
0 510 - ; 20% -
3605 14:2 15;1 g - 100
61,0 | 2,6 0162 - 860
88,5 | 7,0 . - _
111,0} 7,0 22,5 740
132,5{ 8,5 . - -
156,51} 8,8 7+1 0,54 22 45 -
181,514 8,5 3,8 - - -
209,5 | 8,5 3,8 - -
230,5 | 8,8 3,4 - - -

a - frascos nos quais se adiciona glicose

(*)~ contida no meio de cultura

- 8d -



Experiéncia II?

Tempo H concentragao de jglicose adi- peso de mi
(h) P _glicose (g/1) f{cionada (g/l)] célio seco
II1  Ila | Im IIla IIla (mg/100 ml)
8] 500 - 20% -
36;5 345 11,60 - 320
61,0 748 0435 - 870
88,5 | 8,2 - - -
111,0 8,8 - 22,5 520
132,5 { 9,0 5,1 - -
156,5 8,8 5.4 4,30 2245 -
181,5 { 8,8 5,1 - -
209,5 | 8,5 4,1 - - -
230,5 | 8,8 4,8 - _ -
a - frascos nos quais se adiciona glicose
(*#) contida no meio de cultura
Experiencia II3
Tempo H concentragao de {glicose adi-] peso de mi
(h) p glicose (g/l) cionada (g/1)} ceélic seco
II1  ITla | II1 IT1a ITla (mg/100m1)
0 550 - 20% 1 -
363s5] 3,8 1056 - 400
61,0 4,1 0,13 - 910
88351 6ak - - -
111:0| 6,4 - 6,2 22,5 520
132,54} 7,2 5,1 - - -
156.5) 755 5,1 - - -
181s5) 7,5 456 - - -
20995 7,6 591 - - -
23055 8+6 5,¢ - - -
a - frascos nos quais se adiciocna: glicose

(*) contida no meio de cultura



pH (o)

Experiencia II 4

S o
8 J IT 4
7 J ()
o 4000 J ,
; | o | II 4 a
5 15 = o ° 0 o
Y - \
3 = \ -
2 3000 4 \
\
10 - \ ITY4 a
2000 | \
1
\
5 \
. 1000 _ \ A .
glicose [micelio \
Seco \Q‘.
8/1 (Q ) mg/ 0001 ~
{A)
\Q ) T 7 T T 1

12,5 36,5

61

88,5 111,0 132.5

156,5 181,5 20g,

5

230,5(h)



pH (o)

Experiencia IIT 1

N w & o 2@ W0

150

100~

50 ~

glicose |picalio
seco

€n )

M/ 1 00m1

1000 -

(A)

[al

©
e

L]

23,5 46,0 70,0 94,0

T
.

i

U ) ] J t

119,5 142,0 169,5 196,5 215,u .238(h)



pH (o)

Experiencia III 2

23,5 46,0 70,0 94

-84~

4000 | - 0
S © o °
30 = A /
3000 \T
20 \ a
2000
D
I\
N \\\i; A
10 ,,‘
1000 - 7
glicose {micélic 4 \
g seco 7/ 4
1B mg sy 0oma | 7
(a) ¥V
3 { H { ] i 1 1 ! i

119,5 142,0 169,5 196,5 215,5 236

(h)



Experiencia IIT 3

S o
8 J
7‘
6 4000
5 15 = o
0 :
4= \\M O’J/{ \:g ) \o\-o
3=
2. 3000 _| '
1
pH (o) 10~ ;
t
2000

5
1000 ,/’///
glicose |micélio 7| -~
seco / FaY
&/1 (o) D"

™€ /100m1 _A—
(a)y | - —

-

L} t H ! ) 1 ! !

23,5 46,0 70,0 94,0 119,5 142,0 169,5 196,5 215,5 (h)
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pH (o)

NN W KOO w0 W

Experiencia ITI 4

- 4000 |
- 15 = o
- -
- 3000
10 .
2090
]
5 ]
glicose | . :,LQOO A
_ micelio :
8/1 () | s2co N &./
L
oomf AN
(A /"/
' ! i 1 I ¥
23,5 45,0 94 119,5 42,0 169,5 196.5 (h)
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Fxperiencia TV &

94
0w
I //—-‘3\"\‘_‘
5 5 - )
15— 5-3_\_— / (-] D
L= ¢
PH 3:-
(@) 27\
\
10+
\ (K
2000 &\
2 N
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. L0000 -
glicose micelic
seco
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g/1 (o) PE/100m1
(AdL -

5 (n)
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xperiencia IV &
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2000

rAY
AN
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Expericncia V1

T
Tem C , ~ _ ! eSO de T
(hg - concentragas de glicose adi- lf}iivj“ﬁ?%h
B glicose (g/1) clonada (g/i» DA i
© £ 572 (mg/10G ml)
0 5,1 - ou

19,0 | u,1 9,4 b 110

41,5 LR BITa L 850

~ - - -~ -

65,5 S 31453 -

91,0 Gy R 0457 Lo 1.390
114, 0 oL 34,4 20 1.56¢
138,5 | u,u " 20 -
162590 el 0,37 20 1.650
180,18 bh,1 - 20 1.770
210, 5 - 1'3,7,}_ 20 b
250,03 | 5, 0,00 .74

Expericncia V0

meio

de cultur:z

Tempo
(h>

i(‘i
s
ey

pesc de mi-
celic  seco
(mg/100 ml)

[
<

-
pe:S

4=
O OoOmMmUrO

-

OO o

- M 2

T oy FOFEoan
W\?ﬁ -

CO =1 ~1 O

(SN = R

[So )]

114,
136845
162 ,0
190,5 -
210,5 | 4,
259,0 1 |

4

oy
©

i

[82]
fod
x

jan
[ea}
(@]
(e

730,

250

800
1.940
1.05¢0
1.7040
’ . 330
2.7250
91U
790

]

% contide no

melo



Expceriencia

j .2
Tompo o - . . Teso do mice-~
B - concuntracas de| glicose adi- =
(h) Pk cliccon (ar1) Cohada (=)o) lio SeCo
gliccse (g/1 ciona B/ (mg/100 mi
0 Lol - Dk -
114 o0 J0x2, 3% -
138,585 5,4 D37 5x1 1.268
162,521 04,2 1,086 5x?2 1.620
287,54 6,0 £,35 5x5 1.950
402 6,7 1,2% i 5x3 2.160
% contida no meic de cultura
#%  significa 2 adigoes de 20 g/l ¢ uma de 3 g/1
durante © periodo 118,55 - 138,5 horas
Experiencia VI?
Tempo ~ - . peso de mi-
13 ., leoncentragac de glicose adi- C277 .
(h) pit glicosc (g/1) cionada (e/1) celic seco
LCOGe A 21on o o/ Ly )
e & (mg/100 ml)
aJ 5s b - 24 -
114 5,8 20x72, 3¢ -
138,51 6,3 0,50 Sxli 1.080
162,510 338 U,87 5x7 1.65C
282,51 3,4 1,06 5x5 1.025
G SPRY 1ol 5x3 L300
452 5 1ok] 5x3 2.30
i
® contids no meio de cultura
#% significa 7 adigdes de 20 g/ ¢ uma de 3 g/1
durante ¢ periodce 1i4,5 ~ 138%;5 horas
- 43 -



Pxperiencia VI 2
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y foe S
i \5/4)
[ H L it *
v . v,% ; -
114 548
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1 36 - \JE 6,/ \\',C‘».
1562.,8 £, Tk
s Yol iy 7 I
262,5 6,7 | 1,25

bo? 5,4 1,00

* contila no meio de cultura
% glgnifica 2 acdigles de 20 g/1
durante o periocde 11 ~

0 [N .
)gd - i lSG,H‘r
R ) . |
110,56 8,2 | G679
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[ o) ] oy : I
158 V!’O 4,0¢ | 5
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5

s@ addi- ress de mi

ca (/1)

celio secd
P (me/200ml) o

i

138,5 horas

= | (mg/1)
!

- |
1980 ]
1720 | -
2750 17
2970 ~

glicuse, /. = amidc

<urante ¢ pericdo 110,5 -

- 158 h.

so de mi, acide gihe
i1t seco | rélicn N
me/100ml )
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v e e e be L i e L
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! 152¢C
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Experienci

a ViIi 1

PATIRNN
W

signific

Experienci

a 2 adicces

de 10 g/1

@

a vIII 2

T I S

Tempo

(h)

~H
LA

ac! carb

coneentragadc!
[ tooa

carbcl

nadc

! ~ i B . : ga . . .
Temsc iconcentracgac ;carﬁoldru~;pesw Je racldn gibe,
S ne : . L. . .l - . -

‘ H ide carboidra | to dilCli—imlC*ll relicc ,

h PR e (g/1) ‘nado leeco / |
(h) = D (me/1y L (me/L)

(g/l) { VHIR /7 L
=7 - { :
i
e oSO 0 5 O S E VO § e ]‘
o HQS - 7gbG) BOr - -

71,5 7.9 0,31 10x2 1567 15
119,5 65,7 1,31 20x2 1850 22 :
167,65 by2 18,5 5 2770 42 :
239,5 542 14,8 - 2620 -

!
* contidos no meic le cultura;G = glicose, A = amidc

- -
no periodo 71,5 -

oldra » pesc  de . Zcido pi
dicio micélio ' beréliceo
- |
i seac

(mg/ 100

[@a]

239,45 5y
262,5 4,
% contidos
OB . ~
“¥ gignifica

periude 7

5 - 745@
5 N
5 0,75 5, 1

noe meic de cultura; G
uma adicac de
- 119,5 h

5 g/l

1,5

)
;
i ml) i
1 i

[

= glicose A = amidc
o outre de 10 g/1 durante o



cic

ol

JIII 3 ¢

H

to (g/1)

concentracac
de carboidra

arboi

=
Ie

C
a

(g/1

dicionade

i
drato] peso e ni-,
'eclio seco

) :

(mg/100 ml)

(h) '
i
ol 4,5 - 15G, 604 i
1t | 7,7 1ol | - 2370 VIII 3
| s
233 7,7 | 0 g - 2150
0 4955 - i 156G, BOA%
1hy 7,1 1,32 f - 1640 VIIT &
|
288 7,1 | 0 ; - 1860
} i
E |
#* contilos no meic de cultura
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Exveriencia IX 1
' T i . T
l D concentracio courboidrate ‘reso  de  lacide
i Tempo - 1 R B . oL -
(~; ; PH; carbordrato :aulolunag( ‘micelir 'relicc
: n t : i . i :
i : (/1) ? (g/1) Seco P (mg/1)
| ; ; (ng/100m1)
! ! , i i
{ , o ] o e e
O Lo, - ‘ /556 50Lw ~ -
; i . | -
72 6,7 - i 25 @ - -
s ’ |
b1 s - , - - -
- [ - ~ -
2 159 L 8,8 65,0 - 15C0 O
- b i -
255 5,0 52,7 - 1480 96
L8270 L 0,7 . 5048 S S < 1 X R | 91
®  contides no meio de cultura
Experiencia 1X 2
! y T T — N 1T T TmTT T o - - 'l” s
U Tempc | ¢neentragas carboidrate | Desc de mijacidr.
pH Y de carboi- | adicicnads | o3 se berelico

(h

- ]

(o8]
[6a]

(@al
)

!._.4

W

1

[
|

drato (¢/1)

i

(/1)

755G, 50L%

1430
A 836 ]

(mg/1)

i




Experiencia XTI

- e o Aparee o kit s o = t e e o n

| I T '
Lempo . concantracag] glicoss Tess de miﬁiCldc 7ibe
(h) TH de plicose adicicna-| celiz secr [rélicc '
7 B pEg . T DO i
(Lf/_f\/ aa (,n/l) (Ilg/lJUJll) i me/1
SN SR A U VU - e e
0 5,0 - 5 -
39,5 6y 5 - 5 -
£3,5 | 5538 - -
| 87;5 7,2 3851 1480
| 136,5 7,5 7,76 204C 30
¢ 183,59 5,14 7,89 2000 5
B ots oT4 : o e
| 281,5%9 5.9 7,82 2110 75
32745 5,6 - 2180
! < |
(RSSO P J
* contida no meic da cultura
¥ valrres médils de duas determincagCes
Expericneia X2

|

bt

concentragic |

A ”1 P, S o1 - ~ /3
(h) e i jpiqn nada (g/1) coon
. /1
! & (g /100
+4 T U — e Tide ) e
0 £,0 - 15% ' -
3965 Dol | - 15 -
6365 5,1 | ~ 30 -
87,5 | u,u £1,2 - 290
135,57 4,b Z 10 1060
183,5 | ,6 2,10 - 1180
221,5 4,3 1,52 - -
327,51 5,6 - - 1210
i ! i

glicose adicic : pest de

micélic

dcido
gibere-
lico

(mg/1)

naao

forma




N =
&
N (T
}
|

cvncentiogio olico sz adi iress e b .
Tempe \Je licuen 1o _ -0 . boaciodo o1
Lempe e glicoses CCrIoneln miece 11 i -~
* - i | loc -1 - berélico
5 L:f‘l | = ; s i ‘
(h) b (gD g/ D) sear ' (me/1)
| ((mg /100 ml) 7E
i
~ /' IS,U - i ?O* I _ ;
39,5 ¢ - | 0 l -
63,5 - - LD I
87,5 16,5 750 - i 76
135,5 65t - ‘ 20 C4300 -
[ole) fedrn o N
167, 5%45,9 I c
S#ah !
|

«©O
(@)

centida no mel s de cultura

N

% valores médios de uas determinacgoes

Expericncia ¥ 4

. o Concentreacas | glicuse ali res: e P .
Termno 1 L | o s &, 5 YT pacits gi
: [ opi (de slicrsce clona.a micalio ! =

. oy - - berélicr
(h) (/1) L () sea

|
(ag/100 ml1)  (mg/1)
- ; — :
P P e
) 59; i - 55 e -
aq ‘ : ‘ -
32,50 4,k ! - 55 - - nas se de
53,5 gl ~ L10GC - + .
o7 L ~ ' ST ]
3 ,5 \_197 i 14005 i - HUEC : erminou
135,5%46,7 | - } - 6900

* contida no meic de cultura

*% valeres medics de uas determinacoes



Experienciea XI - Fermentador

IEXime peso

de miceélio séco 1130 mg/700 m)

100
90
80 _
A A
A
70 \ 9}"6 5D
/ . 6,0
601 ! i )8
50 _() P i = 550
T3 o ~ 9
(85} pma O
40 - o ’ _ 4,0
5 30 - 350
oxigenio .
N pH
dissolvi 20+ (o)
do (A) 1qp 4§ /f
4‘I\ /\"/
A T ] L3 T 1 T
24 43 72 36 120 IR 1.68 (h)

~100~



absorvancia

0,8 1,6 2,u

[9%]
>
[N
=
.
f—

mg/lOOml

Comprimento de onde 254 pp Largura de banda 1,6 m/up

Acido Gibarélico Grade TIT
90% pureza ninima

SIGMA CHEMICAL COMPANY
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Corregoes na Jdeterminacin do deide giberélico por espectrofo-

tometria,

1.

—

3

Determinagao <a percentagem de 4cido de Sumiki nas  amos-

tras e acido giberélico:
. .- . e 1GC 1 190
3% 2é acide  J4-Sumiki=(y-x)x —==< y X , onde:

25 W (443)

y = absorbancia da solugdc alcoGlica Aacida a 268 m u
X = v 1 ] i r),du-tr\a a 268 m u
W = pesce da amostra de GA, (g)
. . PR 1%
(443) = diferenca das absorbancias especificas ( E7° ) do
lcm

acido de Sumiki em solugCes alcodlicas neutras e dcidas,
v}

determinadas 2 25¢ myu, para uma ccncentracas de 1% e

uma espaessura de 1 com.
Corregac das leituras pela presenga do rceido de Sumikic:

Leitura corrigida a 282 mp = leiturn wbservada -

( % e Sumiki x (510)w N
100 x 4

Leitura corrigida a 25% m p = leitura chservada -

e

ac. Sumiki x (833)w

T > ]
100 x4

)

P
t

Leitura corrigida a 266 m y = leitura shscrvada -

( %2 ac. Sumiki x (841w )
10C x 4

Onde: (51C), (293) e {241), =3¢ absorbancias e pecificas

1% - . X s . . S
(E ), para o acido de Sumiki a 247, 254 e 206 mu
lem

, res-

pectivamente.



Determinagac da percentagem de deide giberalénico nas a-

mostras de acidc giberelico, Laseado nas leituras curri-
gidas pel: presenga <de Acicdo de Suniki.
ac. gibereleéenico =

<3ait.§orr.a242 tleit.corr.a 206m Wx40C

2 ] | J

eit.ccrr.a 254 mu -

1%,
EY 242 mp + EY° 206m w
u
1% cm lem
onde: (156) = E*° 254mu - — , para o
lem 9
dcido giberelenico.

(€]
.

Corregao 2 aplicar sob ¢ branco:

. . W .
Branco corrs branco observado 3 (% ac.giberelenicox- x(228))
2000

Onde: (226) = ¢

254 m¥ , para o Acido giberelénico. dimi-

{

nuigao durante tempo da determinacao

Nossa curva pacdran a correcac a aplicar sob o branceo (U.A=

=0,058), cscilou entre 0,0006 U.A., para 7,2 mg/l de GA3
e 0,003 U. A,, para 4,0 mg/l de GA.. Nio foi necessario in

troduzir correcies na curva padrac.

- 103 -



Curva padrao de Glicose, corprimento de onda 630 mu

L. Lugm _ g5 v8/™) 54 (0,08-0,24 UA D
m 0,24 UA
030 =
!
020 - :
;
i
I
0,10 :
¥ i
] i
1 i
//////‘ !
Ve ! !
rd ! I
\ 1
10 15
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FCTO 1

Inicio da fase de crescimento, hifas e macroconidias: fotografado eom objetiva
de tmereao (aumento:1300 vezes); coloragao com azul de metileno.

FOTO 2

b8

Micelio na fase de crescimento balanceado; fotografado com objetiva de imersdo
(aumento: 1300 vezes); coloragao com azul de metileno.
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FOTO &

Parede celular e micélio septado, no término da fase de erescimento; fotogra-
fado com objetiva de imersao aumento: 1300 vezes); coloragdo com safranina.

FOTO 4

Granulagao do citoplasma, presenga de fosfolipideos; fotografado com objetiva
de imersao ( aumento: 1300 vezes); coloragdao com azul de toluidina.

~108~



FOTO 5

Hifa mostrando fileiras de globulos correspondentes a formagao de reservas de

lipideos ; fotografado em gota pendente (aumento: 900 vezes); coloragao  com
sudam preto.

FOTO 6

Hifas curtas sem ramificagoes, cultivadas a elevadas TTO, fase de reserva,pre-
senga de globulos de gordura ; fotografado com objetiva de imersao (aumento:
1300 vezes); coloragao com sudam preto.

-109-




FOTO 7

Hifas na fase de reserva, cultivadas a elevadas relagoes G:N, e com aeragao de-
ficiente; fotografado com objetiva de imersao ( aumento: 1300 vezes ) coloragao
eom sudam preto.

FOTO 8

Micélio cultivado em meio de cultura com deficiéncia de glicose, degeneragio
do micelio;: fotografado com objetiva de imersao ( aumento; 1300 vezes ); colo
ragao com  azul de metileno.
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