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Gibberellins are very useful compounds which occur naturally in minute quantities in plants, They
can be produced via fermentation, using suitable microorganisms. In this work we describe the
screening of some fungi strains of the genus Fusarium. The best results were obtained for the
strain F. moniliforme CMI 112801, which was then used for development of better culture media,
using cheap and readily available components. After improvements, the concentration of gibbellins

reached 236 mg/L.
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1. INTRODUCAO

As giberelinas constituem um grupo de hormdnios vegetais,
contendo o nicleo gibano [1]. Sdo hoje conhecidos, pelo me-
nos 90 compostos desta classe que sdo representados pela sigla
GA,, onde n é um ndmero inteiro'.

A acdo biolégica destes compostos em plantas varia de
acordo com a espécie vegetal em que ocorrem naturalmente,
ou onde sdo aplicados. Por exemplo: efeito sobre o cresci-
mento vegetal®, especialmente sobre o crescimento de mutan-
tes ands®; quebra da dorméncia de algumas sementes®; indugdo
da floragio em algumas espécies’; efeito sobre o desenvolvi-
mento de frutos®; aumento substancial do teor de acticar da
cana-de-agicar’.

O uso pritico mais intenso de giberelinas, inclusive no Bra-
sil, € o de auxiliar no processo de produgfio de malte. As in-
ddstrias do setor, maltarias, utilizam dcido giberélico (GAz)
[2] na concentragdo de 0,05 ppm. O efeito é o de uma germi-
nacdo mais rdpida e homogénea da cevada e a produgdo de
malte de melhor qualidade. Estima-se que s6 esta industria
consome, pelos menos, 30 Kg anuais de 4cido giberélico®.
Outro uso bastante comum no Brasil € o de auxiliar na germi-
nacdo da batata e na cultura da uva para aumentar o tamanho
dos engacos e pedicelos, proporcionando a formagdo de cachos
mais soltos. No Brasil, o uso de giberelinas é ainda restrito,
apesar do enorme potencial da utiliza¢fio, devido ao alto prego
deste produto, sendo ele totalmente importado. Por isso, deci-
dimos desenvolver uma metodologia de obtencdo com a utili-
zag@o de matérias-primas abundantes no pafs para composigdo
dos meios de cultura.

Em outros paises, especialmente nos EUA e no Japio, o seu
uso constitui-se numa prética cultural auxiliar utilizada em
grande escala’,

Giberelinas sdo produzidas em vérios paises'?, tais como
Estados Unidos, Hungria, Poldnia e Japdo. Os primeiros traba-
lhos sobre produgdo comercial de dcido giberélico foram de-
senvolvidos na Inglaterra, & partir de 1954, pelo grupo da Im-
perial Chemical Industries, através do uso do fungo fitopatogé-
nico Gibberella fujikuroi, o qual é a forma peritecial de Fusa-
rium moniliforme.

* Enderego atual: Instituto de Tecnologia do Parand-TECPAR).
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Avaliagio das Cepas de Fusarium e Gibberella

Viérios microorganismos (bactérias, actinomicetos e fungos)
tém sido avaliados quanto a habilidade de produzir giberelinas'!,
mas nenhum outro, exceto fungos do género Fusarium, tem
mostrado produtividade relevante do ponto de vista comercial'2,

Neste trabalho, os microorganismos utilizados foram: Fusa-
rium moniliforme CMI 112801; Gibberella fujikuroi NRRL
2278; Gibberella sp 1; Fusarium sp 1 (fornecido pelo Depar-
tamento de Agronomia - UEM); Fusarium sp 2; F. moniliforme
10C 3326; Fusarium verticilloides 10C22; Fusarium verticil-
loides 10C33 (fornecidos pelo Instituto Oswaldo Cruz).

Os fungos acima foram comparados quanto & habilidade de
produzir giberelinas, utilizando uréia como fonte de nitrogénio
e sacarose como fonte de carbono (meio de cultura n® 1).

Nas fermentagdes com a cepas Fusarium sp 1, Fusarium sp
2 e Gibberella sp 2, Fusarium verticilloides 133 e Fusarium
moniliforme 10C 3326, o 4cido giberélico ndo foi detectado
ap6s 230 horas de fermentag3o.

A cepa de F. moniliforme 10C 3326 ndo produziu GAs ap6s
307 horas.

As cepas de G. fujikuroi NRRL 2278 e Gibberella sp 1 tiveram
niveis de produc@io de GA3 préximos. A produgfo méxima alcan-
cada foi de 7 mg/L e 10 mg/L, respectivamente, apds 420 horas.

O fungo F. moniliforme 10C 3326 foi utilizada por Sanchez-
Marroquin'® usando diversos meios de cultura. A ndo detecgdo
de GA; foi surpreendente, uma vez que o pior resultado encon-
trado por Sanchez-Marroquin, de 190 mg/L, foi com meio uti-
lizando alta concentrac@o inicial de sacarose, o que inibe o
desenvolvimento do fungo. A possivel explicagio pode ser
devido a auséncia de algum fator ou micronutriente contido no
“corn steep liquor”.
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Com a cepa F. moniliforme CMI 112801 a produg@o méxi-
ma alcanc¢ada foi de 90 mg/L apés 300 horas sendo, portanto,
a mais produtiva. Esta cepa foi, entdio, utilizada para otimiza-
¢do dos meios de cultura (Fig. 2), e o trabalho com as demais
foi descontinuado.

A comparacdo entre as trés cepas melhores produtoras pode
ser vista na figura 1.
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Figura 1. Comparagdo entre as trés melhores cepas.

2.2 Otimizac¢ao da Produtividade do F. moniliforme
CMI 112801

Para melhorar a produtividade do F. moniliforme CMI
112801, realizamos algumas altera¢Ges no meio de cultura e
registramos os valores de GA® produzidos em cada caso.

Na composi¢do do meio de cultura, desde a fase anterior, a
glicose e o nitrato de aménio utilizada por Borrow et al.'’,
foram substituidos por sacarose e uréia respectivamente, com a
finalidade de diminuir os custos. A substitui¢do da glicose por
sacarose parece ndo ter sido tentada anteriormente, enquanto
que a substitui¢do do nitrato de ambnio por uréia, por nés re-
alizada, produziu resultados equivalentes aqueles obtidos por
Borrow et al.'%. O molibdato de potéssio foi substituido por
heptamolibdato de aménio, por questdo de disponibilidade. Os
resultados estdio resumidos na figura 2.

g

—I—.\-

=l Molo 1

~®— Melo 1 cf lec da sofa
—~ Meic 2 ¢/ 6leo de soja
W Meio 1 ¢/ leo de milho

Concentragdo de GA3 (mL/g)
g

T T T T T —
400 500

8
8
g

Tempo (horas)

Figura 2. Fermentagdes com diferentes meios utilizando F. monilifor-
me CMI 112801.

A curva n° 1 mostra os teores obtidos de GAj3, utilizando o
mesmo meio de cultura da fase anterior (meio n° 1). O teor de
sacarose foi mantido entre 2 e 3 % através de adigGes periddi-
cas. Obteve-se um méximo de 91 mg/L de GAj ap6s 351 horas
de fermentagio.
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A tentativa seguinte foi a de, mantendo 0 mesmo meio de
cultura anterior, adicionar 6leo de soja apés o consumo da
sacarose. O resultado, mostrado pela curva no. 2, indicou au-
mento do teor de GAj; que atingiu um mdaximo de 180 mg/L
apés 263 horas.

O experimento seguinte foi semelhante ao anterior, agora
com adi¢do de 6leo de milho apds o consumo da sacarose, e
estd representado pela curva n° 3. O resultado foi ligeiramente
inferior € o maximo obtido foi de 166 mg/L apds 432 horas.

Finalmente, foi realizada uma tentativa agora utilizando
farelo de soja desoleificado como fonte de nitrogénio e adigdo
de 6leo de soja apés consumo da sacarose inicial. O resultado,
representado pela curva n° 4, foi o melhor obtido. Apés 428
horas o teor de GAj; atingiu o médximo de 236 mg/L.

O F. moniliforme CMI 112801 foi utilizado por Hernandez
e Mendoza!* e fizeram uso de subprodutos da industrializagdo
da azeitona para composi¢do do meio de cultura. Um rendi-
mento de aproximadamente 260 mg/L. de GA3 foi obtido por
aqueles autores. O rendimento de 236 mg/L por nés obtido
neste trabalho, utilizando farelo e 6leo de soja, estd dentro dos
valores esperados.

As fermenta¢des com utilizagdo de 6leo como fonte secun-
déria de carbono foram iniciadas com sacarose e, ap6s a con-
centracdo cair abaixo de 4%, o 6leo foi adicionado em volu-
mes de 20 mL, mantendo a quantidade de 6leoc de tal forma
que uma fina camada de 6leo, sob a superficie do meio de
cultura, pudesse ser observada.

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Equipamentos e materiais

As fermentagdes foram conduzidas no microfermentador
“New Brunswick Scientific Co.”, modelo MF-202F, com capa-
cidade iitil de um litro de meio de cultura. As leituras espec-
trofotométricas foram feitas no aparelho Varian modelo 634.

Cromatografias em camada delgada foram desenvolvidas em
placas cromatogrificas de silica G PF;s4, “Merck”, de 0,2 mm
de espessura.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, exce-
to sacarose. A uréia utilizada foi da marca “Petrofértil”, o 6leo
de soja foi da marca “Cocamar”, o 6leo de milho foi da marca
“Mazolla” e o farelo de soja foi fornecido pela “Cocamar”. O
acetato de etila e o etanol comerciais foram purificados.

3.2 Métodos analiticos
a) Andlise qualitativa do dcido giberélico

As anélises qualitativas do 4cido giberélico foram executa-
das em cromatografia de camada delgada, utilizando-se uma
amostra auténtica como padrdo, com mistura eluente composta
de cloroférmio: acetato de etila: 4cido acético!’ na proporgio
40:60:5. As visualizagdes das manchas foram feitas com a lam-
pada ultravioleta a 366 nm, ap6s a pulverizagfo das placas com
mistura 4cido sulftirico/metanol 1:1 e posterior aquecimento com
pistola de ar quente, até o aparecimento das manchas.

b) Andlise quantitativa de dcido giberélico

Foi utilizado o método espectrofométrico de Holbrook, Edge
e Bailey'®.
Dentro deste método duas variantes foram usadas:

i) Pré-clarificagdo do caldo fermentativo com acetato de zinco
e ferrocianeto de potéassio: aliquota de 20 mL do caldo fil-
trado foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL junta-
mente com 10 mL de etanol. Foram adicionados 2 mL de
solugdo de acetato de zinco (21,9 g/100 mL), o baldo foi
agitado e depois deixado em repouso por 3 minutos. A seguir
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foram adicionados 2 mL de solugdio de ferrocianeto de po-
tassio (10,6 g/100 mL), o baldo foi novamente agitado e
deixado em repouso por 5 minutos, e a seguir a solucgdo foi
filtrada. Uma aliquota de 10 mL deste filtrado foi transferi-
da para um baldo volumétrico de 100 mL, ao qual foram
adicionados 8 mL de etanol e o volume foi completado com
HC1 a 30%. Imediatamente foi feita leitura da absorbancia a
254nm, usando cubeta de quartzo. Os reagentes foram dei-
xados em banho-maria a 20 °C por 75 minutos e, entdo, foi
feita nova leitura. A concentragido de GAj foi obtida através
da curva de calibracfio previamente preparada.

Quando o meio de cultura era complexo, a clarificagio pelo
método anterior ndo foi satisfatéria, e a seguinte variagfo
foi empregada.

ii) Extrac@o direta com acetato de etila: aliquota de 20 mL de
caldo filtrado foi acidificada com solugdo de HCI 0,1 M em,
pH 2,5 e submetida a particdes com porg¢des de 40, 30, 30
mL de acetato de etila. As giberelinas foram reextraidas com
solugdo tampdo fosfato a pH 7,4, com porgdes de 40, 30 e
20 mL, e as por¢des combinadas em um baldo de 100 mL e
completadas com o mesmo tampdo. Uma aliquota de 20 mL
foi transferida para outro baldo de 100 mL, com a adicdo de
10 mL de etanol. O volume do baldo foi completado com
solucdo de HCl a 35% e lida imediatamente a absorvancia a
254 nm. Apés deixado em banho a 20°C por 80 minutos foi
feita nova leitura. A leitura no tempo zero foi considerada
como branco. A concentra¢fio de dcido giberélico foi determi-
nada através de curva de calibragdo previamente preparada.

¢) Determinagdo de agiicares

O método adotado foi o de Dubois et al.' (1956). Uma
aliquota de I mL foi retirada do fermentador, diluida para 20
mL em balfo volumétrico e filtrada. O filtrado foi dilufdo para
um volume adequado para faixa de leitura da curva de
calibragdo. Em um tubo de ensaio 15 x 1,5 cm, foram adicio-
nados | mL da amostra diluida, 1 mL de fenol 5% e 5 mL de
4cido sulfiirico concentrado. A mistura foi deixada em repouso
por 20 minutos a temperatura ambiente e depois resfriada em
dgua corrente, antes da leitura espectrofotométrica. Para o bran-
co, o procedimento foi o mesmo, exceto que a amostra foi
substituida por dgua destilada.

3.3 Meios de cultura
3.3.1 Agar Batata Glicosado (PDA)

Batata inglesa pré-cozida ................ 20 %
Glicose -
AZAT et

3.3.2 Meio de Cultura 1

O meio de cultura utilizado foi uma modificagdo daquele
descrito por Borrow et al.'™:

SACATOSE ..vvvvevirrcrinininicsisenie e 10 %
Diidrogeno fosfato de potéssio....... 0.5 %
Sulfato de magnésio.........ccoereriunnee 0,1 %
Uréia ..o 0.3 %
Solugdo de elementos-trago ............ 0,2 %

A solugio de tragos tem a seguinte composi¢do (em mg/100
mL):

Sulfato ferroso heptahidratado............ 100
Sulfato de cobre pentahidratado........... 15
Sulfato de zinco heptahidratado ......... 100
Sulfato de manganés heptahidratado ... 10
Molibdato de potassio .......c.ccocecereninens 10
Nitrato de cobalto .......ccoevcevviviniinnennn, 10
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Foram efetuadas as seguintes alteragdes no meio de cultura
de Borrow et al.: glicose 10% para sacarose 10%; nitrato de
amonio 0,4% para uréia 0,3%; molibdato de potéssio para hep-
tamolibdato de amoénio; adigdo de nitrato de cobalto, 10 mg.

3.3.3 Meio de Cultura 2

SACATOSE c.vviviriicririirencii s 10 %
Diidrogeno fosfato de potdssio....... 0,5 %
Sulfato de magnésio.....c.cccceocvvrnunane

Farelo de soja .....coccoceeeeiins
Solugdo de elementos-traco

3.4 Microorganismos

Os microorganismos utilizados foram: Fusarium monilifor-
me CMI 112801; F. moniliforme 10C 3326; Gibberella
Sfujikuroi NRRL 2278, Gibberella sp 1; Fusarium sp 1 (cedida
pelo Dep. de agronomia - UEM); Fusarium sp 2; Fusarium
verticilloides 133 (cedida pelo Instituto Oswaldo Cruz).

Os microorganismos foram cultivados a temperatura ambi-
ente, em tubos de ensaio contendo o meio Agar Batata Glico-
sado (PDA), e guardados em geladeira a 10 °C.

3.5 Técnica fermentativa

A técnica fermentativa adotada, foi a de batelada alimenta-
da, descrita por Borrow et al.!>!6,

Em todas as fermentacdes, o volume de meio utilizado foi
de 1 litro e o pH inicial foi ajustado para a faixa 3,5-3,6 com
solucdo de HC1 5%. Apés autoclavagem a 120°C por 20 minu-
tos e depois de resfriado, foi adicionado o indculo. O indculo
foi preparado a partir do tubo de ensaio contendo a cultura do
fungo, apds adi¢dio de dgua destilada e esterilizada.

Ap6s o inicio da fermentagio, foram deixados decorrer 3
dias para o inicio da monitoragdo do teor de agticar. A deter-
minagdo do 4cido giberélico foi iniciada apds o teor inicial de
acticar cair para valores abaixo de 4%.

Neste trabalho foi utilizada a temperatura de 29°C.

A taxa de aeragdo adotada foi de 1 volume de ar por volume
de meio (v.v.m.) enquanto que a velocidade de rotagdo do agi-
tador foi de 200 rotagdes por minuto (r.p.m.), exceto para a
fermentagdo com F. moniliforme 10C 3326, que foi de 800 rpm.

3.6 Avaliacio das Cepas de Fusarium e Gibberella

Os microorganismos utilizados foram: Fusarium monilifor-
me CMI 112801; Gibberella fujikuroi NRRL 2278; Gibberella
sp 1; Fusarium sp 1 (fornecido pelo Departamento de Agrono-
mia - UEM); Fusarium sp 2; F. moniliforme 10C 3326; Fusa-
rium verticilloides 10C22; Fusarium verticilloides 10C33. As
cepas foram mantidas em tubos de PDA, na geladeira. Os
indculos foram transferidos assepticamente para o vaso de fer-
mentacdo, contendo o meio n° 1, e o desenvolvimento da fer-
mentagio foi monitorado quanto ao consumo de agicares e
producgdo de giberelinas.

3.7 Otimizagdo da Produtividade do F. moniliforme
CMI 112801

Experimento 1: foi utilizado o meio de cultura n° 1 (1 litro) e
o teor de acucar foi mantido entre 2 e 3 % através de adigdes
periédicas. Foram monitorados os teores de agicares e de 4ci-
do giberélico.

Experimento 2: foi utilizado o meio de cultura n° 1 (1 litro) e,
ap6s o consumo da sacarose foi adicionado 6leo de soja este-
rilizado (20 mL). Foram monitorados os teores de agiicares e
de giberelinas.
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Experimento 3: foi utilizado o meio de cultura n° 1 (1 litro) e,
ap6s o consumo da sacarose foi adicionado 6leo de milho es-
terilizado (20 mL). Foram monitorados os teores de agticares e
de giberelinas.

Experimento 4: foi utilizado o meio de cultura n® 2 (1 litro) e,
ap6s o consumo da sacarose foi adicionado 6leo de soja este-
rilizado (20 mL). Foram monitorados os teores de agticares e
de giberelinas.
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