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Resumen

El interés en la produccion de exopolisacaridos (EPS) a nivel mundial se ha incrementado debido a
la versatilidad en sus usos como biosurfactantes, emulgentes, antibioticos entre otros. El objetivo
de este proyecto fue determinar la produccion de EPS de una cepa del hongo Penicillium sp.,
aislado de la Antartida. El ensayo se realizd bajo un disefio factorial en dos medios de cultivo
MEB y PDB, los cuales se evaluaron bajo las siguientes condiciones: temperatura 25°C y 30°C;
pH: 6, 7 y 8; y agitacion constante a 130 rpm. La composicion quimica de los EPS evaluados en el
presente estudio fueron carbohidratos, proteina, restos acetilo, restos piruvato y hexosaminas.
Los mejores resultados obtenidos fueron: proteinas 9,984+1.5 ug/g en MEB, pH 8 'y 25°C, restos de
acetilo 2742+1983 pg/g en PDB, pH 6 a 30°C, carbohidratos 2,5495+1.43 ug/g en PDB, pH 8 a 25°C,
hexosaminas 7.53+6.41 mg/g en PDB, pH 6 a 30°C y restos de piruvato 4242+3087 pg/g en PDB, pH
8 a25°C. La produccion de EPS dependio de los parametros a las que el hongo fue sometido, siendo
el pH y la temperatura factores determinantes en el proceso. Ademas, se determind que no existe
correlacion entre la produccion de biomasa y los EPS.

Palabras claves: Carbohidratos, exopolisacaridos, hexosaminas, piruvato, Penicillium sp., restos
de acetilo.

Abstract

The worldwide interest on exopolysaccharides (EPS) production has increased due to the versatility
in its uses as biosurfactants, emulsifiers, and antibiotics among others. The aim of this work was to
determine EPS production from a strain of Penicillium sp. isolated from Antarctica. The assay was
performed under a factorial design on MEB and PDB culture media, those were evaluated under the
following conditions: temperature 25°C and 30°C; pH: 6, 7, and 8; and a constant stirring at 130
rpm. The chemical composition of EPSs tested in the present study were carbohydrates, protein,
acetyl residues, pyruvate residues and hexosamines. The best results were: proteins 9,984+1.5
ug/g in MEB, pH 8 and 25°C, acetyl residues 2742+1983 ng/g in PDB, pH 6 at 30°C, carbohydrates
2,5495+1.43 pg/g in PDB, pH 8 to 25°C, hexosamines 7.53+6.41 mg/g in PDB, pH 6 at 30°C and
residues of pyruvate 4242+3087 pg/g in PDB, pH 8 at 25°C. The production of EPS depends on the
parameters under which the fungus was submitted, among those, pH and temperature were the
determining factors on the process. In addition, no proportional correlation between biomass
production and EPS was determined.

Key words: Acetyl residues, carbohydrates, exopolysaccharides, hexosamines, pyruvate,
Penicillium sp.
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Introduccion

Los polisacaridos son carbohidratos relativamente
complejos, es decir; que constan de uniones de
monosacaridos, estos polisacaridos se caracterizan por
poseer una propiedad de adherencia o viscosidad, por
lo que actualmente estan siendo estudiados debido a
su alto interés comercial (Laroche y Michaud, 2007).

La composicion quimica de los EPS esta constituida
fundamentalmente por carbohidratos, aunque con
diversos sustituyentes organicos en su composicion
como restos acetilo, restos piruvatos, hexosaminas
y proteinas, las cuales le confieren caracteristicas
acidas al EPS (Gomez, 2006; Paris, 2009).

Existen EPS de origen microbiano que poseen
funciones viscosantes, emulgentes y estabilizadoras;
estas propiedades las han adquirido hongos y bacterias
como evolucion para poder adherirse y adaptarse a
sustratos u otros medios (Mathur y Mathur 2006).

Algunas especies de hongos han sido estudiados en
los Gltimos afos por ser productores de EPS, tales
como: Ganoderma lucidum, Agaricus blazi, Cordyceps
sp., Lentinus edodes y Grifola frondosa, estos
reportan actividades biologicas interesantes que van
a depender de las condiciones fisicas a las que sea
sometido el hongo como también del medio de cultivo
y su composicion (Yang y He, 2008).

La produccion de EPS a partir de microorganismos
ofrece una variedad de alternativas para su utilizacion
en las industrias farmacéuticas y cosméticas, ademas
de su uso como estabilizadores en la industria
alimenticia, un claro ejemplo de polisacaridos de
origen microbianos es el xantano (Sutherland, 2002).
El objetivo del presente estudio fue caracterizar
por espectrofotometria de luz visible los principales

componentes quimicos de los exopolisacaridos
producidos por una cepa de Penicillium sp., aislada
de la Antartida.

Materiales y métodos

Material Biolégico

La cepa de Penicillium sp. fue aislada de la Antartida
y reposa en el Laboratorio de Biotecnologia a -40°C
con un crioprotectante para su mantenimiento, su
identificacion se estableci6 mediante el trabajo
propuesto por Samson (1990; Fig. 1).

Disefio experimental

El ensayo se realizo bajo un disefo factorial en dos
medios de cultivo Extracto de Malta Broth (MEB):
dextrosa 15 g, peptona 1 g, extracto de malta 20
g y agua destilada 1000 mL y Papa Dextrosa Broth
(PDB): extracto de papa 200 g, dextrosa 20 g, agua
destilada 1000 mL, los cuales fueron ajustados a un
volumen final de 150 mL y la salinidad de 30 ppt, Las
condiciones bajo las cuales se evalud la produccion de
EPS fueron las siguientes: temperatura 25°C y 30°C;
pH: 6, 7 y 8; y agitacion constante a 130 rpm.

Extraccion de EPS

Luego de obtener la biomasa, los EPS se extrajeron
mediante filtracion habitual empleando embudo y
gasa para lograr la separacion entre el liquido y el
micelio.

Una vez separado la biomasa del medio de cultivo se
precipité con etanol al 98% frio con una proporcion
igual a tres veces el volumen, debido a que el etanol
bloquea las interacciones entre el agua y el EPS.

Luego de la precipitacion, el sustrato se centrifugd
a 7000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, se
solubiliz6 empleando agua destilada para una mejor

Figura 1. Cepa de Penicillium sp. a la izquierda, foto macroscépica de la colonia (color rosado claro); a la derecha, fotografia

microscopica 10x de la cepa.
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purificacion de los EPS. Los restos de impurezas
fueron separados mediante centrifugacion a 7000
rpm por 60 minutos. Los EPS obtenidos de manera
pura fueron sometidos a un proceso de secado a 60°C
durante 48 horas, pulverizados mediante mortero
para su posterior pesado.

Caracterizacion de EPS

La caracterizacion quimica se realizd mediante
espectrofotometria con el equipo Genesys 20Vis
Thermo scientific, las técnicas utilizadas fueron
las siguientes: carbohidratos (Dubois et al., 1956),
proteinas (Bradford, 1976), restos acetilo (McComb y
McCready, 1957), restos piruvato (Sloneker y Danutes,
1962) y hexosaminas (Johnson, 1971).

Resultados

Variables evaluadas

La mayor produccion de EPS se observd empleando
PDB con un valor de 0.524+0.00 g/mL, a 25 °C y
pH 7; mientras que el menor rendimiento fue de
0.0267+0.00 g/mL empleando MEB a 25 °Cy pH 8 (Fig.
2).
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Figura 2. Produccion de EPS bajo las condiciones de
temperatura, pH y medios de cultivo.
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Figura 3. Comparacion entre los EPS y la biomasa a
temperaturas de 30°Cy 25°C

Se evidencié que en el medio MEB hubo una mayor
produccion de biomasa y baja produccion de EPS

comparadas con PDB. En medio PDB se obtuvieron
los mejores resultados de EPS 0.2346+0.002 g/mL y
0.524+0.002 g/mL valores correspondientes a 30°C y
25°C, respectivamente. ApH 6 a 25° C no se obtuvieron
EPS, a 30°C bajo estas mismas condiciones de pH los
valores fueron los mas bajos en MEB 0.0425+0.01 g/mL
y PDB 0.0550+0.001 g/mL (Fig. 3).

Caracterizacion quimica

Proteinas

Las mayores concentraciones de proteinas se
dieron en los EPS producidos a 25°C en MEB con
valores de 4,185+0.47 pg/g y 9,984+0.15 pg/g a
pH 7 y 8, respectivamente. Ademas, no existio una
correlacion entre la cantidad de EPS producidas y las
concentraciones de proteinas (Navon et al., 1995).
Hay que tener en cuenta que la concentraciones
proteicas le dan una actividad emulgente a estos
polisacaridos (Fig. 4).
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Figura 4. Concentraciones de proteinas en los EPS obtenidos
en los diferentes ensayos.
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Figura 5. Concentraciones de restos acetilo en los EPS
producidos.

Las concentraciones mas altas en restos de acetilo se
dieron en PDB, pH 6 a 30°C, con un valor de 2742+1983
yg/g. Cabe recalcar que los grupos acetilos le
confieren un caracter hidrofobo a los EPS aportandole
una propiedad emulgente a estos, aunque también
pueden afectar la capacidad gelificante como el
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Figura 6. Contenido de carbohidratos totales en las muestras
de EPS obtenidas.
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Figura 7. Concentraciones de hexosaminas presente en los
EPS.
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Figura 8. Concentraciones de piruvatos en EPS.

caso de ciertos alginatos (Ashtaputre y Shah, 1995).
Ademas, no se encontro una correlacion entre los EPS
producidos y las concentraciones de restos acetilo
(Fig. 5).

Carbohidratos

La produccion de carbohidratos tuvo una mayor
concentracion en PDB, pH 8 a 25°C con un valor
de 2,5495+1.43 pg/g. También se evidencié que a
25°C existe una mayor presencia de carbohidratos
comparados con los resultados obtenidos a 30°C.
Hay que tener en cuenta que los carbohidratos
presentes en los EPS son muy importantes debido
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a que la estructura de los mismos se encuentra
formada por homopolimeros y heteropolimeros, los
cuales, dependiendo de su configuracion van a otorgar
sus caracteristicas fisicas al EPS, como elasticidad,
pseudoplasticidad y viscosidad (Limberg, 1990; Fig. 6).

Hexosaminas

La mayor produccion de hexosaminas se dio en PDB,
pH 6 a 30°C, con un valor 7.53+6.41 mg/g; la menor
presencia de hexosaminas se observd en PDB, pH 8
a 25°C, con un valor 0,32+0.00 mg/g. Se observo
que las variaciones en la produccion de hexosaminas
no mostraron una relacion directa con las variables
estudiadas, ni la produccion de EPS (Fig. 7).

Restos de piruvatos

Los valores obtenidos en los analisis de piruvatos
fueron de 4242+3087 pg/g en PDB, pH 8 a 25°C, siendo
este el mas alto, pero cabe recalcar que los piruvatos
presentaron un aumento progresivo a medida que
aumento el pH, siendo indiferente el medio de cultivo
utilizado a temperaturas de 25°C, a diferencia de los
piruvatos presentes a 30°C, en donde éstos son muy
variables. La presencia de piruvatos les da una carga
neta negativa a las moléculas, otorgandole mayor
viscosidad y termoestabilidad a los EPS (Gamini y
Mandel, 1994; Fig. 8).

Discusion

Las condiciones del medio de cultivo van a favorecer
a un crecimiento celular, pero no necesariamente
este aumento en la produccion de biomasa va ser
proporcional a la produccion de los exopolisacaridos,
como ocurrid en este caso. La presencia de fuentes
de carbono, nitrogeno y azlcar en los medios de
cultivo son necesarios para la activacion de la
sintesis de EPS. En este estudio ese factor no se tomo
en cuenta para los analisis, pero cabe mencionar que
a pesar de tener una variacion de composicion en
los medios de cultivo si se observa la relacion EPS-
Biomasa, estos al ser evaluados bajo las mismas
condiciones presentaron diferencias de produccion
mayores o menores de EPS dependiendo de las
variables temperatura-pH mas que de la composicion
del medio. Estos resultados coinciden con los de
otros autores (Cheirslip et al., 2001; Gorret et
al., 2001), quienes atribuyen que el crecimiento
y la produccion de EPS tienen requerimientos
nutricionales diferentes debido a que los hongos
adquieren mayor produccion de exopolisacaridos
como evolucion para poder adherirse y adaptarse a
sustratos u otros medios.

Conclusion

La produccion de EPS depende de las condiciones a
las que la cepa del hongo antartico Penicillium sp.
sea sometido. De este modo, la mayor produccion de
EPS se presento6 a 25°C, con un pH 7 y empleando PDB
como medio de cultivo; el pH y la temperatura son
los factores determinantes. Ademas, se registréo que
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no existe correlacion entre la produccion de biomasa
y los EPS.

Las concentraciones de carbohidratos, proteinas,
restos acetilo, piruvatos y hexosaminas presentes en
los EPS estan regidas a las condiciones fisico-quimicas
a las que el hongo se ha expuesto, mas no a las
cantidades de EPS y biomasa producidas.

Recomendaciones

Realizar una caracterizacion quimica de sustituyentes
como fosfatos y sulfatos ya que estos le dan una
caracteristica acida a los EPS.

Determinar los carbohidratos que poseen éstos EPS ya
sean homopolimeros o heteropolimeros.

Realizar un analisis para determinar propiedades
reologicas de la cepa del hongo antartico Penicillium
sp., basandonos en el interés comercial que tienen
estos exopolisacaridos y sus propiedades como
elasticidad, viscosidad y pseudoplasticidad.
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