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Resumen

En este estudio se evalud la capacidad del hongo Penicillium purpurogenum GH-2, de producir pigmentos tanto en
medios liquidos como s6lidos, asi como en medios minimos y enriquecidos. La cepa fue capaz de crecer y producir
pigmentos en estos medios. Adicionalmente, se probaron 9 medios de cultivo para la produccién de pigmentos, en
medio s6lido. El microorganismo fue capaz de crecer en todos los medios, obteniéndose diferentes velocidades de
crecimiento, las mayores velocidades de crecimiento se reportaron en los medios 1, 3 y 9 (0.0903, 0.0874, y 0.0837
cm. h, respectivamente). La produccién de pigmentos, se observé en 6 de los 9 medios analizados. De acuerdo a
los barridos de exploracion las maximas absorbancias se encontraron en una longitud de onda entre los 400 — 600
nm, obteniéndose 2 picos significativos de 505 y 425 nm.

Palabras clave: Penicillium purpurogenum, pigmentos, produccion.
Abstract

In this study, the capacity of Penicillium purpurogenum GH2 for pigments production was evaluated in liquid and
solid state fermentation, as well using minimum and enriched media. The strain was able to growth and produce
pigments in these media. Nine culture media reported for pigment production were evaluated in solid state
fermentation. Microorganism was able to of growth in all media tested, obtaining different specific growth rates,
the highest specific growth rate was reported in the 1, 3 and 9 media (0.0903, 0.0874, y 0.0837 cm. h™,
respectively). The pigments production, was observed in 6 of the 9 analyzed media. In accordance with the
exploration scanning analysis, the values of maximum absorbances were found between 400 and 600 nm; in this
regions two peaks at 505 and 425 nm were used to evaluated the pigment concentration.

Keywords: Penicillium purpurogenum, pigments, production.

1. Introduccion

Los pigmentos son sustancias quimicas que
imparten color a otros materiales por el efecto 6ptico
de la refraccion de la luz del sol. Igualmente un
pigmento puede ser definido como una sustancia en
polvo que cuando se mezcla con un liquido vehiculo
imparte color a una superficie (Wani y col., 2004).
Debido a esta caracteristica son muy importantes
para diversas industrias, como la alimentaria (como
aditivos, intensificacién de color, etc.), farmacéutica
(coloracion de vehiculos, coloracion de cosméticos,
etc.), textil (coloracion de prendas), etc.

Desde hace mucho tiempo se ha investigado la
produccion de pigmentos de origen natural, asilando,
caracterizando y purificando muchos compuestos de
este tipo (Duran, y col., 2002); los cuales se han
obtenido a partir de plantas y microorganismos
principalmente. Sin  embargo los  procesos
biotecnolégicos, parecen ser una mejor alternativa,
para la obtencion de estos compuestos. EI empleo de
microorganismos,  especialmente  los  hongos
filamentosos, ha traido consigo la generacion de
nuevas tecnologias, y nuevos pigmentos; asi mismo,
la obtencidn de estos productos, puede reemplazar en
gran parte el uso de colorantes quimicos 6 sintéticos.
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Los hongos filamentosos han sido estudiados
por su actividad metabdlica, en la generacion de una
cantidad de metabolitos tanto primarios como
secundarios (como los pigmentos), ademas de su
capacidad de produccion extracelular, facilitar
procesos fermentativos y por los altos rendimientos
obtenidos (Carvalho y col.,, 2003). Los hongos
pertenecientes al género Monascus sp. han sido
estudiados por muchos afios y muchos autores
refieren a estos hongos, como un potencial productor
de pigmentos naturales (Blanc y col., 1994; Carvalho
y col.,, 2003), los cuales se han utilizado como
ingredientes alimenticios desde hace muchos afios,
produciéndose en granos de arroz (Ahmed y col.,
2001). Algunas especies de Monascus sp. producen
pigmentos hidrosolubles y que difunden por todo el
medio de cultivo con tonalidades rojas a amarillas;
los cuales son aplicados a la industria de los
alimentos como ingredientes alimenticios (Blanc y
col., 2001).

Monascus sp. no es el Gnico microorganismo
que puede producir pigmentos, otros
microorganismos como los pertenecientes al género
Paecilomyces sp. también producen pigmentos en
tonalidades rojas, amarillas y violetas; en cantidades
de hasta 4.73 gL™ (Cho y col., 2002). Los hongos
pertenecientes a los géneros Aspergillus sp. y
Penicillium sp. también han sido estudiados, como
potenciales productores de pigmentos naturales
(Engstrom y col., 1982; Larsen y Breinholt, 1999;
Suhr y col., 2002). Ademas se han reportado el uso
de microorganismos tales como bacterias, levaduras
y actinomicetos, en la produccion de pigmentos;
como ha sido el caso de Phaffia rhodozyma (Fontana
y col., 1996; Lim y col., 2002). Esta levadura se ha
utilizado para la produccion de un pigmento rojo con
mucho uso en la industria de los alimentos, la
astaxantina, con nombre comercial “AstaXin”,
comercializada por Igene Biotechnology Inc.,
Columbia, Maryland; astaxanthin of Mera
Pharmaceuticals Inc. (Wani y col., 2004). Otros
microorganismos han sido modificados
genéticamente para poder producir pigmentos, tal es
el caso de Escherichia coli, trasformada para la
sintesis de carotenoides. (Yokohama y col., 1998).

Los microorganismos endémicos de la region
semidesértica de Coahuila, no han sido estudiados en
detalle, algunos de ellos presentan mucho potencial
industrial (debido al metabolismo muy eficiente que
presentan como resultado de las condiciones
extremas en las que se llegan a desarrollar).
Recientemente Espinoza (2004), caracterizaron
fisiologica, morfolégica y molecularmente 3 cepas
de Penicillium sp. aisladas del semidesierto de
Coahuila (Cruz-Hernandez y col., 2005), con uso
potencial en la produccion de pigmentos, en sus
estudios encontraron que a una temperatura de 24°C
y a un pH inicial de 10, las cepas en medio tanto
s6lidos como liquidos, producen el pigmento.
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
produccioén de pigmentos en condiciones de cultivo
tanto liquido como sélido. Y comparar 9 medios de
cultivo para la produccién de pigmentos y su
influencia en el crecimiento de la cepa de
Penicillium purpurogenum GH-2, aislada de la
region semidesértica de Coahuila, México.

2. Metodologia.
2.1. Cepa

Se utiliz6 la cepa Penicillium purpurogenum
GH-2, de la coleccion D.I.A - U.A.deC. Previamente
aislada y purificada por Cruz-Hernandez y col.
(2005), y caracterizada morfoldgica, fisiologica y
molecularmente por Espinoza - Hernandez (2004). El
microorganismo se conservé mediante una cosecha
de esporas en una solucién acuosa de leche
descremada (9 %) y glicerol (10 %) a pH 7. Y se
coloco en congelacion a -21° C en tubos eppendorf
estériles.

2.2. Medios y condiciones de cultivo

Para la produccién del pigmento la cepa se
sembré en medios de PDA, y en agar Czapek-dox
para medios sélidos y se incub6 a 28°C de 5 - 7 dias.

Para la produccion del pigmento en medio
liquido se prepararon 1000 mL. de una infusion de
papa, ajustando el pH a 3.5 con &cido tartarico antes
de esterilizar. La fermentacion se llevé a cabo en un
biorreactor Fermentation Design, con un reactor de
vidrio de 2000 mL. (Pyrex); con una agitacion de
200 r.p.m. y una temperatura de 30°C. Se prepar0
medio Czapek-dox, liquido, con &cido tanico como
Unica fuente de carbono, se colocd en un agitador
Multi-Wrist marca LAB-LINE a 3.5 unidades de
movimiento a una temperatura de 30°C.

Con el extracto crudo pigmentado se
realizaron pruebas de solubilidad usando como
solventes agua, etanol (96°) y acetona. En los
cultivos soélidos, se removieron las esporas y el
micelio con agua destilada, y el agar se partié y se
coloc6 en morteros donde se macerd con los
diferentes disolventes, de la misma manera se coloco
en vasos de precipitado muestras maceradas y
muestras solo partidas, y agregandose los solventes
mencionados para probar la solubilidad del
pigmento.

Para probar la estabilidad del pigmento y su
resistencia a la degradacion por la temperatura, se
esterilizaron los matraces con el medio, el hongo y el
pigmento, en una autoclave marca All American
modelo 25X-1 a 15 libras de presion por 15-20
minutos.
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2.3. Evaluacion del crecimiento y la produccion de
pigmentos

Para la evaluacién del crecimiento y
pigmentacion se probaron 9 medios de cultivos
reportados con anterioridad para la produccién de
pigmentos en hongos Monascus y Paecilomyces sp.
(Tabla 1).

La cepa fue crecida sobre agar de papa y
dextrosa (PDA), a 30°C, por 5 — 7 dias, donde
presentd esporulacion de color verde, con
crecimiento radial, y la pigmentacion se observo al
reverso de la colonia, de color rojo, y difundida en
todo el medio de cultivo. Esta cepa se mantuvo en
refrigeracion a 4°C (+/— 2°C), hasta su empleo en las
pruebas.

Tabla 1. Medios de Cultivo utilizados para producir
pigmentos usando la cepa de
P. purpurogenum GH-2.

| Medio _ Clave Referencia |

1 YCSO3 Su, 1983

2 YJalm  Choy col., 2002

3 Bas Choy col., 2002

4 BI Blancy col., 1994
5 Bc Kimy col., 1999

6 CH Kimy col., 1999

7 H Shiny col., 1998

8 YJ Choy col., 2002

9 YM Su, 1983

2.4. Determinacion de la Velocidad de Crecimiento

El crecimiento radial y la produccion de
pigmentos fueron evaluados diariamente en los 9
medios distintos (por triplicado). Los medios fueron
incubados a 24°C por 7-10 dias. El crecimiento radial
fue medido milimetricamente de los 4 puntos
cardinales.

2.5. Seleccion de la longitud de onda y medicion de
los pigmentos

Al final del periodo de incubacion, los medios
fueron guardados en refrigeracion a 4°C (+/- 2), por
1 dia para su posterior analisis. Se analizaron los
medios en donde existia pigmentacion roja, los
deméas medios se descartaron por no presentarse la
pigmentacion. Los pigmentos fueron extraidos de
acuerdo al método reportado por Shin y col., (1998).
Después de la extraccion, el liquido pigmentado se
centrifug6 a 14, 000 rpm, durante 10 minutos, en una
microcentrifuga, Eppendorf, Centrifuge 5415 D. El
sobrenadante se transfirié a frascos de 20 mL por
decantacién. Este sobrenadante fue empleado para
realizar el barrido de exploracion el cual se llevo a
cabo en el espectro visible (400 — 800 nm),
empleando un Espectrofotometro Cintra 20 UV —
Visible Spectrometer. Los valores de absorbancia de

los pigmentos se analizaron directamente del barrido
de exploracion.

3. Resultados y discusion.
3.1. Condiciones de produccion del pigmento

La producciéon del pigmento se observd en
medio PDA y en agar Czapek-dox con &cido tanico
como fuente de carbono. En algunos experimentos el
hongo se sembr6 en PDA donde no produjo
pigmento, se sembr6 entonces en Czapek-dox con
acido tanico como fuente de carbono y un pH de 6.5
- 6.6 observandose la produccion del pigmento y el
crecimiento del hongo. Después de resembrar en
PDA se logré observar la produccion de pigmento
con tonalidades mas fuertes y difundido por todo el
medio. Si el hongo se hace crecer directamente sobre
PDA, la produccion del pigmento es positiva, pero se
observa una difusion en el medio menor a
comparacién de la producida en el mismo medio,
pero con previo estrés en el medio Czapek-dox con
acido tanico como fuente de carbono.

La produccion de pigmentos en medio liquido
Czapek-dox con acido tanico como Unica fuente de
carbono se observo solo a nivel intracelular y no se
excreto al medio de cultivo.

En la fermentacién realizada en infusion de
papa se observé la produccion de pigmento en el
micelio a los 3 dias de haberse inoculado, la difusion
del pigmento en el medio a los 5 dias. A los 8 dias se
observ6 una coloracion roja mas intensa.

De acuerdo con estos experimentos se
determinéd que el pigmento es hidrosoluble, y
presentd una alta estabilidad; sin embargo deben de
llevarse a cabo mas estudios para confirmar los
resultados preliminares.

3.2. Evaluacion del crecimiento y produccion de
pigmentos

El crecimiento del hongo filamentoso
Penicillium purpurogenum GH-2, fue diferente en
cada medio de cultivo analizado, observandose un
crecimiento de tipo radial y muy lento, en la mayoria
de los medios; obteniendo el crecimiento de 40 mm
maximo por caja en un periodo de tiempo de 500
horas (Fig. 1).

Se obtuvo ademas la velocidad de
crecimiento, por medio de la relacion del crecimiento
y el tiempo, al obtener una linea en donde la
pendiente corresponde a la velocidad de crecimiento
radial, en cada medio. Las mayores velocidades de
crecimiento radial, se obtuvieron en los medios 1, 3y
9 (0.0903, 0.0874, y 0.0837 cm. h¥
respectivamente); estos fueron los valores mayores
de crecimiento, sin embargo, en los medios 2, 4, 7 y
8 se obtuvieron valores muy parecidos entre ellos
(0.0793, 0.0748, 0.0784 y 0.0712 cm. h*
respectivamente) y cercanos a los maximos valores;
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y en los medios 5 y 6 se encontraron los valores mas
bajos de velocidad de crecimiento, 0.0345 y 0.0567
cm h%, respectivamente (Fig. 2).

40 4
35 —e—Medio 1

—a— Medio 2
30 4

B —e—medio 3
£ 25|

= medio 4
o

& 204 <o medio 5
o .

© 154 —e—medio 6
(&}

104 —+—medio 7
—<—medio 8

medio 9

Tiempo (h)

Fig. 1. Medicién del crecimiento radial de P.
purpurogenum GH- 2; en 9 medios de cultivo
diferentes, durante 500 horas.
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Fig. 2. Velocidad especifica de crecimiento (n
(cm.h™)) de P.purpurogenum GH2, sobre 9 medios
de cultivo diferentes.

3.3. Produccién de pigmento en diferentes medios.

La produccién de pigmentos, se observo en 6
de los 9 medios analizados, con tonalidades rojas en
diferentes intensidades, a excepcion de 3 de ellos en
donde la pigmentacion fue muy poca o no hubo
produccion (Fig. 3y 5).

De acuerdo a los barridos de exploracion las
maximas absorbancias se encontraron a una longitud
de onda entre los 400 — 600 nm, obteniéndose 2
picos significativos de 505 y 425 nm, estos 2 picos
aparecieron en los 6 medios en donde se produjo la
pigmentacion. De acuerdo con otros autores la
presencia de estos dos picos pueden deberse a la
mezcla de 2 o mas pigmentos, para pigmentos
amarillos-naranjas longitudes de onda de 405 nm y
rojos de 495 nm en pigmentos de Monascus
(Dominguez— Espinosa y col., 2002), y longitudes de
onda de 400 nm para pigmentos amarillos, 470 para
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naranjas y 500 para pigmentos rojos (Cho y col.,
2002b), en pigmentos de Paecilomyces.

;@L
LQL
L@g

Fig. 3. Produccion de pigmentos sobre diferentes
medios de cultivo, a partir de P. purpurogenum GH-
2.
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Sin embargo la maxima absorcion de
pigmentos rojos producidos por hongos filamentosos
se da en el rango de los 500 nm, teniendo
concordancia con los valores obtenidos en esta
investigacion. Se puede considerar que estas 2
longitudes de onda pueden ser una mezcla de
pigmentos en donde uno de ellos se enmascare por el
otro al estar uno en mayores cantidades, o bien estos
2 picos de absorbancia maxima pueden deberse a que
existan isomeros de una misma molécula de
pigmento  (con  diferentes  sustituyentes o
protonados). Lo cual puede ser lo méas probable,
debido a que en este trabajo encontramos para el
medio 7 la méxima absorbancia, que esta se obtuvo a
los 425 y no a los 505 nm, presentando una tonalidad
roja, lo cual no corresponde a los datos encontrados
por otros autores, adn asi en este medio se observo la
maxima absorbancia en las 2 longitudes de onda
obtenidas (Fig. 4). La medicién de los pigmentos de
P. purpurogenum GH-2, analizados directamente de
los barridos, (Fig. 5), proporciond los méximos
valores de absorbancia para cada uno de los
diferentes medios, encontrando que en el medio 7
(Shin y col., 1998), se obtuvo el valor mas alto de
absorbancia (Fig. 6), seguido por los medios 9 (Su,
1983), 2 (Cho y col., 2002a), 1 (Su, 1983), 4 (Blanc
y col., 1994) y 8 (Cho y col., 2002a), como reflejo de
la cantidad de pigmento presente en la muestra.

Nuestro equipo ha trabajado con cepas de P.
purpurogenum, para la produccién de pigmentos en
diferentes medios de cultivo, encontrando que este
microorganismo es capaz de producir pigmentos
rojos en diferentes medios de cultivo, con diferentes
fuentes de carbono, y de nitrégeno; aln asi se
obtuvieron pigmentos con caracteristicas similares de
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color, y propiedades de absorcién en el espectro
visible (Méndez—Zavala y col., 2002, 2004).

Barrido de Pigmentos

Abs

400 4638 527,6 5914 6552 719 782,8

Longitud de onda (nm)

Fig. 4. Barrido de exploracion en el Espectro Visible
(400 - 800 nm) de los 6 medios de cultivo en donde
se observo la produccion de pigmentos.

- R |

Fig. 5. Produccion de pigmentos sobre diferentes
medios de cultivo. 1. YCSOs.; 2. YJalm. 4. Bl. 7. H.
8.YJ.9. YM.

La produccion de pigmentos por P.
purpurogenum GH-2, en 6 de los 9 medios probados
estd influenciada por la presencia de sustratos
complejos de menor asimilacion por el
microorganismo como los presentes en los medios en
donde se obtuvo la mayor coloracion (medios 7, 2,
9), que aquellos compuestos de mas facil
asimilacion. En estos medios la presencia de
compuestos tales como Sacarosa (100 gL™), extracto
de malta, acido casamino, y mayor cantidad de sales,
incremento la coloracion, asi como en los otros 2
medios la presencia de almidén, y extracto de malta,
marcaron la alta pigmentacion encontrada en los
respectivos medios; datos similares encontrados por
otros autores en donde la presencia de componentes
de alto peso molecular o de polisacaridos, tales como
el almidon incrementan la produccion de pigmentos
(Cho y col., 2002a), asi como la presencia de

sacarosa a tenido efectos positivos sobre la
produccion de pigmento, en cantidades menores que
en el caso de almidén, mas sin embargo teniendo
resultados positivos a menor costo (Cho y col.,
2002a). Su, en 1983, utilizando una cepa de
Monascus, encontrdé que el uso de arroz en polvo,
favorece la produccion de pigmentos tanto intra
como extracelularmente, a comparacion de fuentes
de carbono como la glucosa. De igual manera la
fuente de nitrdgeno marca un efecto muy
significativo sobre la expresion de estos compuestos,
encontrandose que con el uso de fuentes orgénicas de
nitrégeno, el incrementd en la produccion de
pigmentos a comparacion de las fuentes inorganicas
(Cho y col., 2002b). Su (1983), encontrd que las
fuentes de nitrégeno organicas tales como el
monoglutamato de sodio (MSG), el acido casamino,
incrementan la produccién de pigmentos, y la
presencia de nitrato de potasio también influye de
manera positiva en la produccion de pigmentos.

En lo que respecta a los medios en donde no se
observé pigmentacién, se asocié a la presencia de
compuestos sustratos monosacaridos.

0,9 1 [
0,84 [
Abs (505 nm)
0,71 |1 ABEE25 nm)
0,61
2 g5 [
= ’
0,44
0,31
0,24
0,14
D_
1 2 4 7 8 g

Medios Salidos

Fig. 6. Absorbancia de los pigmentos de Penicillium
purpurogenum GH-2, sobre los 9 medios de cultivo
diferentes.

En el caso del medio 5, la presencia de caseina
tanto como fuente de carbono y nitrégeno no
favorecié el crecimiento micelial y por lo tanto no se
observo la produccién de pigmentos. Con el medio
No. 3 podemos observar que a comparacién de
medios como el 7'y 9, por ejemplo; la produccién de
pigmentos es minima (Fig. 3), esto debido a la
presencia de glucosa que favorece el crecimiento
més que la produccion de pigmentos, (Su, 1983) y
tomando en cuenta que las fuentes de nitrégeno, aln
siendo orgéanicas no favorecieron una adecuada
pigmentacion en el medio, pero si en el micelio, pues
la baja concentracion de estos y la presencia de
glucosa, favorecio el crecimiento y no la produccion
de pigmentos. Con el medio 6, sucede algo similar,
pues la presencia de dextrosa, en cantidades bajas
(2.0 gL™) favorecié el crecimiento y no la
produccién de pigmentos, aln y cuando la presencia
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de fuentes de nitrogeno presentes en este medio
favoreceria la produccién de pigmentos.

Conclusiones

La cepa de P. purpurogenum GH-2, es capaz
de crecer y producir pigmentos sobre diferentes
medios, con diversos sustratos, obteniendo diferentes
velocidades de crecimiento relativamente bajas
(0.0903 cm. h en el medio 1, como maxima
velocidad). En el medio 7 se obtuvo el nivel més alto
de pigmentacién adn cuando no tuvo la mejor
velocidad de crecimiento radial. Con este estudio se
puede establecer la necesidad de optimizar el proceso
para la produccion de pigmentos de interés industrial
y la caracterizacién molecular del pigmento, ademas
de dar una idea del tipo de metabolismo y las
necesidades de nutrientes involucrados en la
produccién de pigmentos. El obtener pigmentos de
origen fangico para su aplicacion en diversas
industrias, se hace utilizando tecnologias limpias
mediante procesos biotecnolégicos, y con posibles
altos rendimientos, bajos costos y disminucion de
tiempo y materias primas; ademas de no generar
productos de desecho toxicos. Se han reportado muy
pocos estudios sobre la produccién de pigmentos a
partir de Penicillium sp. siendo esta propuesta uno de
los estudios méas originales en Meéxico para la
exploracion y explotacion de este tipo oportunidades.
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