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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018 156
1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:
Produccion biotecnolégica de acido kdjico y su efecto en germinacién en semillas de
tomate bola i

2.- Introduccion

Las semillas son la base principal para el sustento humano, no sélo porque constituyen el principal método de
propagacion de las plantas, sino porque también son importante fuente de alimento. Es por ello por lo que la
supervivencia de la semilla es fundamental para alcanzar una exitosa germinacion, implantacién y posterior
crecimiento, que resulte en un buen rendimiento del cultivo.

La semilla una vez madura esta sujeta a presiones selectivas de distinta naturaleza: por un lado, debe ser exitosa en
la dispersién, en el establecimiento en un ambiente apropiado y en sobrevivir en condiciones ambientales
desfavorables: agua, luz, temperatura, presencia de patogenos, predadores y competidores. Las condiciones
desfavorables que deben soportar las semillas durante el proceso de germinacién pueden ser mejoradas mediante la
aplicacion de estimulantes de germinacion.

Segun datos proporcionados por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion [1], las
plantas representan mas del 80% de la dieta y la nutricion humanas. De ellas, 30 especies de plantas son los cultivos
que alimentan al mundo (entre ellas el tomate), mientras que solo cinco cereales (arroz, trigo, maiz, mijo y sorgo)
proporcionan el 60% del aporte calérico de la poblacién mundial.

Para 2050, cuando esta previsto que el crecimiento de la poblacién mundial lleve a méas de 9,000 millones de
habitantes en el planeta, debe lograrse un aumento del 60% en la produccion de alimentos [1]. Es asi como surge la
necesidad de un rapido aumento de las areas de produccion y de los rendimientos de los cultivos en la mayoria de los
paises, basados en una agricultura sustentable.

Las semillas en algunos casos pueden ser consideradas viables, pero ser incapaces de germinar. Esta caracteristica
se denomina latencia, y es un mecanismo de supervivencia a condiciones adversas del clima como: temperaturas
bajas, alternancias de épocas secas y humedas y climas desérticos, esto resulta poco ventajoso cuando se pretende
cultivarlas.

Diversas sustancias con grupos funcionales determinados pueden favorecer el control y promocion de la germinacion
de la semilla.

Tal es el caso del acido kdjico, un acido organico y metabolito secundario secretado por varios microorganismos del
genero Aspergillus, Penicilium y Mucor, que presenta grupos funcionales similares a las giberelinas, sustancias
ampliamente utilizadas en la germinacién de semillas. En la actualidad, no se han encontrado reportes de la utilizacion
de un extracto crudo que contenga acido kéjico y favorezca la germinaciéon de semillas.

Por lo anterior, la presente investigacion se enfocaréd en producir biotecnolégicamente el acido kojico, y analizar su

efecto en la germinacion de semillas de tomate.
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3.-Objetivos

Objetivo general:

¢ Producir acido koéjico mediante fermentacion en liquido, para su aplicacion como estimulante en el proceso de
germinacion de semilla de tomate.
Objetivos especificos:

* Aislar un microorganismo del género aspergillus sp. Con capacidad de produccién de acido kdjico.
» Estandarizar y optimizar las condiciones de produccion del extracto con el metabolito de interés, empleando
residuos de la industria vitivinicola en fermentacién en medio liquido.

® Aplicar el extracto de fermentacion rico en acido kojico, en la germinacién de semillas de tomate.

Hipotesis

La aplicacién de un extracto rico en acido kojico, permitira estimular la germinacién de semillas de tomate.

3.-Revision de Literatura

Semillas

La semilla es el principal érgano reproductivo de la gran mayoria de las plantas superiores terrestres y acuaticas.
Esta desempefia una funcion fundamental en la renovacion, persistencia y dispersion de las poblaciones de
plantas, la regeneracién de los bosques y la sucesion ecologica. En la naturaleza la semilla es una fuente de
alimento basico para muchos animales. También, mediante la produccion agricola, la semilla es esencial para el
ser humano, cuyo alimento principal esta constituido por semillas, directa o indirectamente, que sirven también de

alimento para varios animales domésticos.

La semilla es uno de los principales recursos para el manejo agricola y silvicola de las poblaciones de plantas,
para la reforestacion, para la conservacion del germoplasma vegetal y para Ia recuperacién de especies valiosas
sobreexplotadas. Las semillas pueden almacenarse vivas por largos periodos, asegurandose asi la preservacion
de especies y variedades de plantas valiosas.

Germinacion y plantula

La germinacion de las semillas comprende tres etapas sucesivas que se superponen parcialmente:

1) La absorcion de agua por imbibicién, causando su hinchamiento vy la ruptura final de |a testa:

2) El inicio de la actividad enzimatica y del metabolismo respiratorio, translocacion y asimilacién de las reservas
alimentarias en las regiones en crecimiento del embrion.

3) El crecimiento y la divisién celular que provoca la emergencia de la radicula y posteriormente de la plamula. En la
mayoria de las semillas el agua penetra inicialmente por el micropilo y la primera manifestacion de la germinacion
exitosa es la emergencia de la radicula.

Cultivo de tomate

La produccién de tomate representa cerca del 33 por ciento de la produccién horticola mundial. El area de cultivo de
esta hortaliza se ha incrementado en 18.8 por ciento, al pasar de 3'892 820 hectareas a 4'643,957 hectareas, los
mayores productores son China, Estados Unidos,India y Turquia [2]. El cultivo del tomate, en México es de gran
importancia, porque se produce durante todo el afio; en los primeros meses, es cuando se genera el tope de
produccion nacional, en el estado de Sinaloa, que abastece al mercado nacional y la mitad del norteamericano.
Durante el verano, la produccién de los estados del centro y de Baja California, es la que abastecen la demanda
interna y de exportacion y finalmente, en los meses de agosto a diciembre, son otras entidades las que cubren la

produccién [3].
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Acido kojico

El acido kojico es un acido organico y es un metabolito secundario secretada por varios microorganismos del género
Asp_ergiﬂus, tales como Asperygillus oryzae, Aspergillus tamari, Aspergillus parasiticus y Aspergillus flavus [4]. Ha
habldo 58 cepas diferentes usadas para la produccion de acido kéjico son Penicillium, Mucor, Aspergillus como
p;nncipalf[ess] [5]. El acido kojico también puede ser producido mediante el uso de varias plantas, tales como Kigella
africana [6].

Caracteristicas principales

El écid'o kéjico se puede sintetizar artificialmente a partir de la conversion quimica de diversos sustratos,
comercialmente es producido por la fermentacion aerobica por la especie de Aspergillus y es una de las mejores
practicas se estan llevando a cabo en las industrias.

La estructura quimica se determiné como 5- hidroxi-2-hidroximetil-5-pirona por Yabuta en 1924 [7]. Es de multiples
funciones y que tiene débiles propiedades acidas. El origen natural de acido kojico no es peligroso, la degradacion del
esqueleto hace que sea atractiva y rentable para el desarrollo de compuestos biologicos activos por su derivacion.

Propiedades fisicas del acido kéjico.
1) La estrucgara del acido kojico se determina como 5-hidroxi-2-hidroximetil-3-pirona. [8].
l l OH

HO
0O

2) La formula molecular del acido kéjico es CsHsOa y el peso molecular es 142.11g / mol [9].

3) El acido kojico cristaliza en forma de agujas incoloras, que subliman bajo prismaticas condiciones de vacio sin
ningun cambio. [10]

4) Punto de fusion de cadenas de acido kojico entre 150-160°C [11,12]

Propiedades quimicas. (
1) El acido kojico es soluble en sustancias polares como el agua, etanol, acetato de etilo etc. Pero es menos
soluble en cloroformo, éter, etc.

2) La molécula de acido kdjico es reactivo en cada posicién en un anillo.

El acido kdjico tiene muchas aplicaciones industriales y su demanda esta aumentando a medida que se aplica a las
diversas areas relativas a la salud, la agricultura, procesamiento de alimentos, industrias cosméticas y muchas otras
industrias quimicas, etc.

Aplicaciones

El acido kojico tiene muchas aplicaciones industriales y su demanda esta aumentando a medida que se aplica a las
diversas areas relativas a la salud, la agricultura, procesamiento de alimentos, industrias cosméticas y muchas otras
industrias quimicas.

El acido kojico tiene varios usos econémicos en diversos campos. En el campo médico, el acido kdéjico se utiliza como
un agente antibacteriano y anti fangico. En las industrias quimicas de que ha sido utilizado con éxito para hacer
colorantes azoicos y algunos otros compuestos importantes y bio-degradables. En la industria alimentaria, el acido
kéjico se usa como un anti-mota y anti-melanosis (ennegrecimiento de producto) agente de los productos agricolas.

El acido kéjico podria ser econémicamente importante en el proceso de post cosecha. Ademas, el acido kéjico también
se utiliza como un agente quelante y el activador de la produccion de insecticidas.

En la industria alimentaria, el acido kojico se utiliza como un agente para prevenir la melanosis indeseable
(Ennegrecimiento) de productos agricolas, tales como verduras, frutas y crustaceos durante almacenamiento. El acido
kéjico tiene la capacidad de inhibir la accion de la enzima polifenol oxidasa (PPO) cuando estos productos estan
expuestos al oxigeno [13].

El acido kojico es ampliamente utilizado en la agricultura como un agente quelante y activador para la produccién de
4
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insecticidas. Se han disefiado dos ligandos compuestos de moléculas de vaniline y O-vaniline, cada molécula con dos
moleculas de acido kéjico que se unieron con el grupo metileno, han demostrado ser potentes quelantes de hierro y
aluminio [14].

La adicion de acido kdjico 5% aumenta la toxicidad de los insecticidas nicotina de 5 a 35% [15,16]. Los compuestos
naturales que presentan efectos secundarios significativos en el medio ambiente o medicinales son fuentes
potenciales de agentes antiftingicos en la agricultura, ya sea en forma normal o como una espina dorsal estructural de
derivados organicos mas eficaces y eficientes.

Fuentes de obtencién
El acido kojico es producido industrialmente por especies de Aspergillus en fermentacion aerébica. La produccion de
acido kdjico incluye las siguientes principales tres etapas:

1) El desarrolle del indculo

2) Bio- produccion de acido kojico

3) Extraccion y Purificacion de acido kojico

Hay algunos factores que afectan a la fermentacion de acido kojico incluyen: los microorganismos que producen, los
medios de produccion, el tipo de operacién de la fermentacion, condiciones, la aireacion y la agitacién y minerales.
Los factores fisiolégicos que afectan a la produccién del acido kdjico son:

1. pH
2. Temperatura
3. Humedad

Fermentacién en medio liquido

La fermentacion en estado liquido o fermentacion sumergida (FEL) es aquella en la cual hay por lo menos la misma
concentracion de agua y de sustrato sélido (nutrientes) en el proceso, es decir que hay una solucién de los nutrientes
[17]. Es el tipo de fermentacion mas utilizado en la industria debido a que es sencillo, pueden controlarse muchas mas
variables que en la fermentacion en estado solido (FES) y el producto final es mucho mas facil de recuperar. En ella
los microorganismos se desarrollan flotando en el medio de cultivo y en el caso de los hongos miceliales, éstos
pueden formar pequerias esferas de micelio denominadas “pellets” cuando hay agitacion, de otra forma, crecen en la
superficie. En la FEL el desarrollo del microorganismo se presenta de una forma tipica, dando origen a una fase de
latencia, una de crecimiento (fase logaritmica), una fase estacionaria y la Gltima, la fase de muerte. La FEL a su vez
puede dividirse en continua, por lote y alimentada, segun la entrada y salida tanto del sustrato como del producto,
respectivamente.

Uso de residuos agroindustriales en fermentacion

En la agroindustria, las materias primas son sometidas a procesos de adecuacién o transformacion para darle valor
agregado, mediante la implementaciéon de operaciones unitarias para facilitar su consumo; generando una de las
principales problematicas ambientales en nuestro medio, la alta producciéon de residuos. En algunos casos estos
residuos son tratados; hasta reducir el impacto negativo que su emision, vertimiento o disposicion pudiera generar;
convirtiéndolos en un producto Gtil y de mayor valor agregado que solucione una problematica y genere ingresos
econdémicos adicionales.

Las pocas alternativas, desde el punto de vista economico, social y nutricional, que en la actualidad se presentan para
el aprovechamiento de los residuos agroindustriales, aunado a la falta de conciencia en la proteccion del medio
ambiente provocan que estos sean mal manejados y se conviertan en fuentes de contaminacion de los recursos
naturales; suelo, agua y aire [18].

Los residuos agroindustriales presentan caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para utilizarse como sustratos en
procesos de fermentaciones. En general tienen un alto contenido de polisacaridos de glucosa, como celulosa y
hemicelulosa, esto es de suma importancia para que actien como fuente de carbono para el crecimiento de los
microorganismos.

4 - Procedimiento Experimental
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Ubicacién

El desarrollo de la investigacién “Produccion biotecnolégica de acido kéjico y su efecto en germinacién de semillas de
tomate bola" se realizara en la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, en el Departamento de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos y en el Departamento de Horticultura.

Aislamiento de microorganismos

El microorganismo a utilizar sera una cepa
o Aspergillus  (DCTA-UAAAN)
e Aislada de zarzamora
e  Aislada de pan

Identificaciéon de microorganismos
La identificacién de los microorganismos se realizara bajo tres métodos:

e Microscopica (Tincion con Lactofenol)
1.- Propagar la cepa mediante un asa metalica para hongos.
2.- Sellar la caja con plastico, abarcando la tapa y la base de la caja Petri, para evitar deshidratacién del agar.
3.- Colocar las cajas en incubacién a 30 °C con la tapa hacia abajo, para evitar condensacion.
4 .-Dejar en incubacion de 6 a 7 dias.
5.-Colocar una pequefia muestra del microorganismo con un asa metalica en un porta objeto, agregarle una gota de
azul de algodon y cubrirlo con un cubre objetos.
6.-Observar al microscopio con un aumento de 40x cuidadosamente cada substrato infectado y determine el tipo de
colonia que desarrolla.
6.-Describir el aspecto externo de las colonias de hongos.
7.-Comparar con la literatura.

¢ Macroscopica
1.- Propagar la cepa mediante un asa metalica para hongos.
2.- Sellar la caja con plastico, abarcando la tapa y la base de la caja Petri, para evitar deshidratacién del agar.
3.- Colocar las cajas en incubacion a 30 °C con la tapa hacia abajo, para evitar condensacion.
4 -Dejar en incubacion de 6 a 7 dias.
5.-Observar cuidadosamente cada substrato infectado y determine el tipo de colonia gue desarrolla.
6.-Describir el aspecto externo de las colonias de hongos.
7.-Comparar con la literatura.

e Identificacion Molecular
Se empleara la secuenciacion del gen 18s ribosomal y la comparacion en el banco de genes NCBI, de los fragmentos
amplificados de ADNr por PCR en punto final.

Residuos de industria vitivinicola

1.-Obtener el bagazo de uva de una empresa vinicola de parras
2.-Realizar una deshidratacién a 60°C por 48Horas

3.-Realizar una molienda

4 -Tamizar con mallas de diferentes tamanos #18, #30, #12
5.-Clasificar por tamafio de particula

Proceso de fermentacion en liquido
Produccion utilizando residuos ‘
e Propagar la cepa en agar PDA, incubando a 30°C durante 6-7 dias. Cosechar con una solucion de glicerol
20% (v/v)

e Realizar conteo de esporas para inocular 1x10¢ esporas por mL de medio.
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®  Prestratar el matarial (molerlo y tratarlo térmicamente)

¢ El medio para la fermentacion consistira en 100 g/L de RESIDUO, 5 g/L de extracto de levadura, 1 g/L de
fosfato de potasio monobéasico y 0.5 g/L de sulfato de manganeso. El medio se ajustara a un pH de 3.0 [19].

e La fermentacién se realizara en matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 100 mL de medio,
tapados con algodén y gasa. La agitacién sera de 200 rpm y la temperatura a 30°C [19].

Optimizacién del proceso fermentativo
Optimizacion de la produccion de acido kéjico
o En esta etapa se realizara un disefio de experimentos Taguchi L-8, analizando 4 factores (tamafio de particula
del sustrato, pH, relacién glucosa-residuo y agitacién durante la fermentacion) en 2 niveles cada uno.
* Con los resultados obtenidos se realizara una ultima fermentacion (por triplicado), confirmando los valores
optimizados por el disefio.

Estudio de germinacién en semillas
Germir_war utilizando: acido kéjico estandar, AK de fermentacion, acido giberélico y un control. Se emplearan
condiciones ideales y condiciones de baja humedad y de altas y bajas temperaturas (hacer disefio de experimentos)

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar E [F (M 1A (M Jd 101K S F8° K h
Revision de literatura x x x X X x x x x x X
Aislar e Identificar el microorganismo X | % | x X

Estandarizar y optimizar x % [0 mE ek x x

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar E LF 0 (A& [ 14 3 A TS Eos e
Revisién de literatura

Aislar e ldentificar el microorganismo x X

Estandarizar y optimizar x x x

Duracién total del proyecto
| Ao de Inicio  [2018 | Afio estimado de conclusion [ 2019

5.-Productos Esperados
e 1 articulo cientifico
e 2 tesis de Licenciatura
e 1 participacién en un Congreso Nacional
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