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RESUMEN

Se evidencia un limitado conocimiento en el manejo y aprovechamiento sustentable de la
especie Monascus spp. nativo ecuatoriano, tanto en su proceso de aislamiento, conservacion y
produccion; asi como del ciclo de vida en el medio natural y medios artificiales para su
propagacion. Se determind las principales etapas para la obtencidn de cepas puras del hongo
Monascus spp. como son: aislamiento, identificacion y conservacion. El trabajo experimental
fue realizado en el laboratorio de Biotecnologia Fungica del Centro Ecuatoriano de
Biotecnologia y Ambiente (CEBA) - convenio con el Ingenio Azucarero del Norte
(IANCEM), localizado en la Ciudad de Ibarra; empleando una cepa de Monascus purpureus,
hongo ascomiceto filamentoso perteneciente al géenero Monascus, de la familia Monacaceae,
orden eurotiales, del reino Fungi; obtenida a partir de la fermentacion de semillas
esterilizadas de trigo. La identificacion morfologica de la cepa se realizd en el CEBA,
identificando que el linaje de microorganismo aislado pertenece a Monascus purpureus; la
cepa fue liofilizada y depositada en CEBA para su conservacion. Para la velocidad de
crecimiento se utilizd las cepas de Monascus purpureus, liofilizada en el experimento
anterior y codificada como CEBA-FSASIIE-mp-010116; Se utilizd un disefio completamente
al azar (DCA) con cinco réplicas y completamente aleatorio. El factor de estudio fue el medio
de cultivo (AEM y PDA), como variable de respuesta se establecido la velocidad de
crecimiento lineal de la cepa liofilizada. Los pardmetros de operacion como la temperatura y
el tiempo se mantuvieron contaste a 22°C y 7 dias respectivamente, como factor de ruido se
identifico el nivel de luz. EI mejor medio resultante para la produccion de Monascus
purpureos fue MEA con 4,3 mm/dia de velocidad de crecimiento radial promedio con un
nivel de confianza del 95% utilizando el procedimiento de diferencia minima significativa

(LSD) de Fisher para la discriminacion de medias.



SUMARY

There is evidence of limited knowledge in the management and sustainable use of the species
Monascus spp. native ecuadorian, both in its process of isolation, conservation and
production; As well as the life cycle in the natural environment and artificial means for its
propagation. The main stages were determined to obtain pure strains of the fungus Monascus
spp. such as: isolation, identification and conservation. The experimental work was carried
out in the laboratory of Fungal Biotechnology of the Ecuadorian Center for Biotechnology
and Environment (CEBA) - an agreement with the Northern sugar mill (IANCEM), located in
the city of Ibarra; Using a strain of Monascus purpureus, a filamentous ascomycete fungus
belonging to the genus Monascus, from the Monacaceae family, European order, from the
Fungi kingdom; Obtained from the fermentation of sterilized wheat seeds. The morphological
identification of the strain was performed in the CEBA, identifying that the lineage of the
isolated microorganism belongs to Monascus purpureus; The strain was lyophilized and
deposited in CEBA for its conservation. For the growth rate, Monascus purpureus strains,
lyophilized in the above experiment and coded as CEBA-FSASIIE-mp-010116; A completely
randomized design (DCA) with five replicates was used and completely randomized. The
study factor was the culture medium (AEM and PDA), as the response variable established
the linear growth rate of the lyophilized strain. The operating parameters such as temperature
and time were kept counted at 22 ° C and 7 days respectively, as noise factor was identified
the light level. The best resulting medium for the production of Monascus purpureus was
MEA at 4.3 mm / day of mean radial growth rate at a 95% confidence level using Fisher's

Minimal Difference (LSD) procedure for mean discrimination.
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ABREVIATURAS

BRGM Banco de Recursos Genéticos Microbianos

EE Extracto Etéreo o grasa bruta

ELN Elementos Libres de Nitrogeno

FEL Fermentacion Estado Liquido

FES Fermentacion Estado Solido

LATAM Region de Latinoamérica y el Caribe

LSD Diferencia Minima Significativa

MAE Ministerio del Ambiente Ecuador

MAISFCI Modelo de Atencion Integral de Salud Familiar, Comunitario e

Intercultural

MEA Agar Malta Dextrosa

MSP Ministerio de Salud Pdblica

ODM Objetivos de Desarrollo del Milenio
OMS Organizacion Mundial de la Salud
PDA Agar Papa Dextrosa

SEMPLADES Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo
UNICEF Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia

WFP Proyecto Mundial de Alimentacion
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1 PROBLEMA

1.1 Introduccion

Por el limitado conocimiento en el manejo y aprovechamiento sustentable de la especie
Monascus spp. nativo ecuatoriano, en el Ecuador no se cuenta con protocolos nacionales para
el proceso de aislamiento, conservacion y produccion de ésta especie; en el pais se carece de
conocimiento sobre su ciclo de vida en el medio natural y medios artificiales para su
propagacion; asi como se desconoce sobre la utilizacién de los compuestos propios de
Monascus spp., los compuestos de Monascus en su mayoria son biolégicamente activos,
presentando aplicaciones potenciales, diversas aplicaciones como aditivos en las industrias
cosmética, de alimentos y principalmente de medicamentos, (Pattanagul, Pinthong, &

Phianmongkhol, 2007; Pisareva & Kujumdzieva, 2010).

Las monacolinas y los pigmentos son los metabolitos de mayor importancia
biotecnologica. Las monacolinas, son un tipo de lovastatina natural, que son capaces de
disminuir el colesterol en la sangre, gracias a la inhibiciobn competitiva de la enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG Co-A) que cataliza la biosintesis del
colesterol. Por tanto se pueden emplear para el tratamiento de la hiperlipidemia y
enfermedades cardiovasculares (Endo, 1979; Heber et al., 1999). Por su parte, los pigmentos
son los metabolitos de Monascus spp. mas ampliamente utilizados en la industria alimentaria
y biotecnoldgica como colorantes naturales, saborizantes y conservantes (Pisareva &
Kujumdzieva, 2010), y su uso se ha extendido gracias al caracter carcindgeno que se ha
reportado de los colorantes sintéticos durante los ultimos afios. Los pigmentos de coloracién
roja son los de mayor importancia, ya que pueden ser utilizados como sustitutos de los

nitritos y la eritrosina en la elaboracion de los carnicos (Julio Carvalho, Oishi, Pandey, &
15



Soccol, 2005). Sin embargo, se ha cuestionado su empleo porque Monascus spp. produce
citrina, anteriormente Illamada monascidin A (Pattanagul et al., 2007); la cual es una
micotoxina que también es producida por Aspergillus spp. y Penicillium spp., y tiene
efectos cancerigenos, mutagenos, citotoxicos, hepatoxicos, nefrotdxicos y teratdgenos (Chan
& Shiao, 2007), lo que pone en juego el reconocimiento de inocuidad GRASS que la FDA
ha dado a los pigmentos de Monascus spp (Nout, 2007). Para evaluar el riesgo se han
realizado examenes gendmicos, encontrandose que solo las cepas de las especies M.
purpureus y M. kaoliang poseen los genes que expresan citrina (Y.-P. Chen et al., 2008).
Ademas, recientemente, se desarrolld un método que permite separar la citrina de los
alimentos mediante su unién a nanoparticulas magnéeticas de Superficie Activa Maghemita,
gracias a los grupos quelantes de hierro que posee, principalmente Ceto-enoles (Magro et al.,

2016).

En vista de los altos costos econdémicos de la nanotecnologia, es importante seleccionar
empiricamente las cepas de Monascus spp. que producen grandes cantidades de biopigmentos
con bajo o nulo contenido de citrinina (M.-H. Chen & Johns, 1993). En este contexto, el
objetivo del presente trabajo es contar con los insumos necesarios que permita desarrollar un
proceso a escala de laboratorio para la conservacion y produccion de cepas nativas de
Monascus spp. mediante bioprocesos que permita el maximo aprovechamiento del recurso
natural y el manejo sostenible de la biodiversidad con la obtencion de cepas puras de
Monascus spp., determinando las caracteristicas propias de la especie para almacenar la cepa

pura nativa en el banco de recursos.

Se reportan aislamientos a partir de alimentos como puré de sorgo (T. F. Lin & Demain,
1991), arroz contaminado (Julio Carvalho et al., 2005), aceitunas verdes procesadas

térmicamente (Efstathios Z. Panagou, Katsaboxakis, & Nychas, 2002), angkak (Ji Kim, Kim,
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Oh, & Lee, 2010), cuajada de soja fermentada (Yongsmith, Tabloka, Yongmanitchai, &
Bavavoda, 1993), papas, avena, frutas y forraje ensilado (Samson, Hoekstra, Frisvad, &
Filtenborg, 2002); suelo pedregoso-arenoso (Stchigel, Cano, Abdullah, & Guarro, 2004);
arena de raiz de pino (Barnard & Cannon, 1987); sedimentos de rios (Cannon, Abdullah, &
Abbas, 1995); ecosistemas marinos (Landy & Jones, 2006); cuerpos de agua dulce
(Kohlmeyer & Kohlmeyer, 1979) y combustible de aviacion (Vasilyeva, Chekunova,
Bilanenko, Kachalkin, & Polyakova, 2012). Las muestras se toman con un asa y se depositan
en alguno de los medios de cultivo reportados en la literatura para el aislamiento de
Monascus spp.: Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés), Agar Sabouraud,
Solucion agarosa de Czapek (Palo, Vidal-Adeva, & Maceda, 1960), Agar Batata Dextrosa
(BDA, por sus siglas en inglés) (Macario, Palo, Vidal-Adeva, & Maceda, 1960), Agar Rosa
Bengala con cloranfenicol (Chairote, Chairote, Wongpornchai, & Lumyong, 2007) y Medio
Wong modificado (T. F. Lin & Demain, 1991). Si el material para el aislamiento fueron
granos invadidos por el hongo se recomienda esterilizar primero mediante dos inmersiones en
etanol al 95 % durante 30 segundos y una lavada intermedia en solucion acuosa de
hipoclorito de sodio al 0,1 % durante uno a cuatro minutos (Chairote et al., 2007). Para el
caso especial de las cepas encontradas en los sedimentos y suelo se aplica el método de
aislamiento de placa directa y el medio de cultivo Agar Patata Zanahoria (PCA, por sus siglas

en inglés) (Cannon et al., 1995; Stchigel et al., 2004).

Los medios de cultivos inoculados se incuba entre 29 a 32 ° C durante 10 dias, o hasta que
el micelio se propague por toda la caja de Petri (Julio Carvalho et al., 2005; T. F. Lin &
Demain, 1991). También se registran las siguientes condiciones de cultivo: 25 a 30 °C
durante siete dias (Park, Stamenova, & Long, 2004), 30+2 °C durante 3 a 5 dias (Chaisrisook,

2002).
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En cuanto a la identificacion de especies; algunos de los medios reportados en
comparacion de caracteristicas de la colonia y tasas de crecimiento, emplean por lo general
los siguientes medios de cultivo: Agar autolisado de Levadura Czapek (CYA, por sus siglas
en inglés), Agar Extracto de Malta (MEA), Agar Glicerol 25 N (G25N), Agar Papa Dextrosa
(PDA), Agar Harina de Avena (OMA, por sus siglas en inglés), Agar de Harina de Maiz
(CMA, por sus siglas en inglés) a 25 °C durante 7 dias. Las mediciones y observaciones tanto
de los caracteres morfoldgicos de las colonias (tamafio, color, forma, textura...) como de los
caracteres  microscopicos del micelio (hifas, conidios, cleistotecios, esporas,
ramificaciones...) se hacen con lactofenol como medio de montaje (Shao, Xu, & Chen, 2011;

Stchigel et al., 2004).

Monascus spp. Se distingue principalmente por su etapa Basipetospora anamorfa y por su
cuerpo fructifero o ascoma, que es un cleistotecio ubicado en los extremos de las hifas
ramificadas del micelio vegetativo (ver figura 1). El cleistotecio se conforma de dos capas: la
interna esta formada por la ampliacion de las regiones apicales de las hifas, mientras que la
externa consiste de un entretejido de hifas que forman su "envoltura”. Los ascos dentro de los
cuerpos fructiferos estan dispuestos al azar y son degradados en las primeras etapas de
formacion de esporas sexuales (Vasilyeva et al., 2012). Es un hongo homotalico, es decir su
reproduccion sexual se da por dos gametos aportados por el mismo talo (Kamolnan Lakrod,
Chaisrisook, & Skinner, n.d.). Las esporas sexuales se denominan ascosporas mientras las
asexuales se denominan conidiosporas; y entre ambos tipos de esporas se forma los tubos
germinativos (Cousin & Blackburn, 2006; Wong & Bau, 1978). Dichas esporas son
resistentes al calor y pueden crecer en medios con niveles reducidos de oxigeno, lo que es
caracteristico del género (Efstathios Z. Panagou et al., 2002). Las hifas son septadas

(tabicadas), pero la forma y textura del micelio depende del tipo de especie. El desarrollo de
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las hifas aéreas y la produccién de metabolitos secundarios son modulados por la proteina

mrflbA (Shao et al., 2011).

Chaisrisook (Chaisrisook, 2002) establece que si dos cepas pertenecen al mismo Grupo de
Comepatibilidad de Micelio (GCM) si al sembrarlas en el mismo medio de cultivo crecen

como una sola colonia, de lo contrario son incompatibles.

Para la caracterizacion podemos sefialar que entre las actividades biolégicas de los
metabolitos producidos se encuentra: Hipocolesterolémica (Heber et al., 1999), anti-obesidad
(Choe, Lee, Woo, & Shin, 2012), anticancerigena (Y.-W. Hsu, Hsu, Liang, Kuo, & Pan,
2011), antiinflamatoria (Cheng, Wu, Yuan, Su, & Yanai, 2012), hipotensora (Kuba, Tanaka,
Sesoko, Inoue, & Yasuda, 2009), antifangica (Tu et al., 2016), antibacteriana (Mukherjee &
Singh, 2011), entre otras. Que son otorgadas por los compuestos biolégicamente activos que

produce.

La cantidad y tono de los pigmentos producidos es influenciado por el tipo de cepa y su
perfil metabdlico, al igual que por los nutrientes del medio (fésforo y nitrégeno,
principalmente), y las condiciones (temperatura, pH y humedad, principalmente) y métodos
de cultivo (Julio Carvalho et al., 2005). Monascus spp. es un hongo que puede crecer en un
rango de temperatura desde los 15-18 °C hasta los 45 °C, aunque su éptimo se encuentra
entre 25 a 37 °C. Igualmente, puede crecer en un rango de pH de 2,5 a 8,0; siendo el ideal
4,0-7,0 (Julio Carvalho et al., 2005). Aungue se reportan casos donde M. ruber ha crecido en

un rango de pH de 1,7 a 2,0 y una temperatura de 80°C (Nout, 2007).

Para el almacenamiento de las cepas se emplea usualmente el medio de cultivo PDA a 4°C
(Y.-P. Chen et al., 2008). También se reporta el almacenamiento de cepas en Agar Extracto

de Malta (MEA, por sus siglas en inglés) a 2°C. Para garantizar la viabilidad de las cepas
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almacenadas en agar, se debe repicar, es decir, realizar subcultivos mensualmente durante un

semestre antes de emplear la cepa.

Se reporta que los mejores métodos de almacenamiento de cepas para su conservacion en
BRG son la liofilizacion y la crio-preservacion en nitrogeno liquido, manteniéndose la
estabilidad genética durante mas de 40 afios (Hawksworth, 1985; Nagai et al., 2005) a una

temperatura de -70 °C (Ji Kim et al., 2010).

Un colorante es una molécula con dos grupos quimicos: el cromdforo, que es causante
del color y el auxocromo, que le permite fijarse a una superficie (Jean-Marie, 2016). Los
colorantes pueden clasificarse segun su fuente de extraccion en sintéticos y naturales. Los
colorantes sintéticos fueron desarrollados a finales del siglo XIX, reemplazando en su mayor
parte a los naturales (Nikfar & Jaberidoost, 2014). Se emplean cominmente para dar color a
los textiles, los alimentos, los tintes de cabello y muchos articulos de uso cotidiano. Se ha
reportado que el uso de tintes para cabello y textiles, al igual que el consumo de alimentos
elaborados con colorantes sintéticos presenta efectos adversos para la salud, que varian desde
una simple alergia a enfermedades cronicas como el cancer. Pese al conocimiento de dichos
efectos, las instituciones reguladoras del uso de dichos colorantes sintéticos, siguen
permitiendo algunos, aungue estableciendo dosis maximas. Muchos de los efectos se
presentan con el tiempo y no inmediatamente; probablemente sean causantes del auge de
enfermedades crénicas que azotan a la poblacion y pasan inadvertidos. Lo mejor para afrontar
esta crisis, que asesina lentamente a la humanidad, es girar el rumbo de la industria, de lo
sintéticos a lo natura; por lo que los colorantes naturales son una buena alternativa. Bajo este
contexto, el objetivo de este trabajo es describir brevemente la crisis de los colorantes
sintéticos, mediante una amplia revision de la literatura, que permita identificar como afecta

la dindmica mundial al Ecuador.

20



1.2 Situacion problémica

La crisis alimentaria se ira empeorando. De acuerdo a los datos de la FAO, con la cosecha
récord en 2007, hay mas que suficiente comida en el mundo para alimentar a todos -la
produccion supera al menos 1.5 veces a la demanda. De hecho, en los ultimos 20 afios, la
produccion de alimentos ha aumentado anualmente de manera estable en un 2%, mientras que
crecimiento de la poblacion ha disminuido en un 1.14% anual.(GRAIN (www.grain.org),
Campana “No te Comas el Mundo” (www.notecomaselmundo.org), Observatori del Deute en
la Globalitzacié (www.odg.cat), & (www.veterinariossinfronteras.org)., 2008). EI nimero
total de personas subnutridas en el mundo alcanzé los 1 023 millones en 2009 (FAO, 2010).
Segun la FAO hay en todo el mundo alrededor 852 millones de personas que son

cronicamente hambrientas debido a la pobreza extrema.

La severidad y el tipo de impacto dependen del origen de la energia y la tecnologia
utilizada en producirla. Anualmente, a nivel mundial, se consume el equivalente a 9.000
millones de toneladas de petrdleo; las energias fosiles aportan la mayor parte de la energia
consumida. Actualmente, en el mundo, representan el 82% del consumo mundial; las reservas

de petréleo estan muy desigualmente repartidas. (Bordehore, 2013).

Cualquier historia ambiental del mundo muestra que las sociedades menos desarrolladas
tecnolégicamente sufrieron de crisis ambientales, en la mayoria de los casos por depredar
recursos naturales hasta su extincion (Crosby, 1988; Ponting, 1992). Segun el reporte del
Banco Mundial, cada afio, se pierde de 0.5 al 1% anual de la superficie forestal, y se estima
que en los préximos 50 afios se perderan entre 10 al 40% de las especies por el proceso de
urbanizacion, desarrollo industrial y agricola; de 30 millones, 1.7 millones de especies han

desaparecido de la Tierra porque perdieron su habitat natural (World Bank, 1997).
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Con estos antecedentes podemos mencionar que en la pérdida de biodiversidad se
incluyen especies del reino Fungi, especies poco conocidas, que por sus caracteristicas
particulares resultan de interés industrial, como las del género Monascus spp., capaces de
producir metabolitos tales como monacolinas, pigmentos naturales importantes en el
desarrollo de la industria de alimentos, farmacéutica y textil; en este sentido es de gran
importancia desarrollar protocolos que permitan aislar y conservar éste recurso fangico en

nuestro pais.

Se estima que se producen anualmente en todo el mundo al menos 10 millones de toneladas
de colorante, de las cuales los colorantes azo representan cerca de 70%. Este grupo de
colorantes se caracteriza por grupos reactivos que forman enlaces covalentes con grupos
hidroxilo, aminas o sulfonatos en las fibras (algodon, lana, seda, naylon. Los colorantes
antraquinonicos constituyen la segunda clase mas importante de los colorantes textiles,
después de los azo. La liberacion de efluentes coloreados de las industrias que los utilizan
representa un serio problema ambiental y una preocupacion para la salud publica. En
particular, la descarga de efluentes coloreados al medio ambiente es indeseable no solo
debido a su color, sino también porque algunos colorantes de estas aguas residuales y sus
productos desgastadores son toxicos 0 mutagénicos para la vida. Sin tratamientos adecuados,
estos tintes se estabilizan y pueden permanecer en el ambiente durante mucho tiempo; por
ejemplo, la vida media del reactivo hidrolizado blue 19 , utilizado en textiles como la

mezclilla, es cercana a los 46 afos, (Garcia & Solis, 2008).

La mayor parte de lo que nos venden hoy dia como alimento, es artificial, sintético, lleno
de preservativos, aditivos, colorantes y sabores artificiales, hormonas y antibioticos,

(Veldzquez, 2011).
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Aun cuando los pigmentos extraidos de plantas, animales y minerales han sido utilizados a
lo largo de la historia, a nivel industrial poseen desventajas econdmicas relacionadas con su
obtencion y procesamiento. Es por ello que el uso de pigmentos sintetizados quimicamente se
extendio en los Gltimos afios gracias a su facil produccion, bajo costo y bajas cantidades
requeridas debido a sus excelentes propiedades de coloracion. La creciente utilizacion de
estos materiales para mejorar las caracteristicas organolépticas de productos alimenticios
trajo consigo alteraciones toxicologicas que llevaron al desarrollo de normas regulatorias para
el uso de estos aditivos (Downham et al., 2000). Ante esta problematica, actualmente se han
desarrollado bioprocesos para la obtencién de compuestos de interés industrial (en especifico
pigmentos), con altos rendimientos, bajo costo y sin implicaciones toxicoldgicas. Es asi como
se ha logrado el desarrollo de diversos pigmentos naturales a partir de microorganismos,
incluyendo hongos filamentosos, levaduras y algunas microalgas. Estos tipos de pigmentos
son sustancias coloridas sintetizadas, acumuladas o excretadas a partir de células, la cuales
pueden ser empleadas para colorear los alimentos, evitando las desventajas toxicoldgicas de
los pigmentos sintetizados quimicamente. Esta nueva forma de produccion de colores nos
lleva a pensar en un mundo microscépico como la solucion, en donde a partir de
microorganismos se obtienen metabolitos secundarios con tonalidades especificas, sin efectos
nocivos para la salud y con multiples ventajas econdémicas a nivel industrial. Dentro de estos
microorganismos productores de pigmentos, los mas importantes son los hongos
filamentosos, en especial los del género Monascus spp. reconocido productor de monacolinas
y otros pigmentos amarillos, anaranjados y rojos, utilizados en el continente asiatico no sélo
para colorear alimentos, sino también en la industria farmaceéutica y textil, como
conservadores de carne y pescado, como agentes de sabor debido a sus aromas y sabores
especiales, y en la produccién de vino de arroz rojo. El ritmo de vida actual, la calidad de los
alimentos que consumimos Yy las nuevas enfermedades que han surgido, llevaron a los
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investigadores en alimentos a desarrollar nuevos productos que ofrecieran un beneficio extra
a la salud y no sélo cumplieran su funcion nutricional, creando asi los llamados
nutracéuticos; estos pueden definirse como sustancias que pueden ser consideradas un

alimento o parte de él, las cuales pueden proporcionar beneficios médicos y para la salud.

Recientemente se han empleado los pigmentos producidos por Monascus; Mejorar las
caracteristicas organolépticas de los alimentos que consumimos y a Su vez aportar
compuestos con actividad bioldgica destacada son los beneficios que obtiene el consumidor
de los pigmentos microbianos, mientras que para las empresas representa una manera mas
economica y con mejores rendimientos para la produccién de compuestos coloridos (Adriana

Gonzélez, Alejandro Méndez, Raul Rodriguez, & Aguilar, 2009).

Todo lo antes expuesto genera en la sociedad resistencia en el consumo de alimentos y
bebidas que contienen colorantes sintéticos, que en varios casos por prescripcion médica
restringen al paciente el consumo de alimentos y bebidas que en su preparacion u elaboracién
emplean productos derivados de estos; sin que exista la facilidad de acceder a productos
alternativos naturales que a mas de ser parte de un alimento generen beneficios para la salud
de los humanos; por otra parte la evidente contaminacion de los recursos naturales con
residuos de colorantes sintéticos contribuye al deterioro de la calidad ambiental del entorno
de la sociedad, resultando una necesidad imperante de generar propuestas que contribuyan a
mejorar en parte de los problemas sociales identificados. En este sentido la posibilidad de
identificar cepas nativas de Monascus spp. Yy su conservacién, que a futuro pueda representar
el empleo a escala industrial en la elaboracion de productos y subproductos que contribuyan a
mejorar el nivel de salud de la sociedad podria constituirse en una de las alternativas que

permitan mejorar la problematica social identificada en el proyecto.
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En el Ecuador no existe informacion sobre parametros de crecimiento de Monascus
purpureus, asi como para la determinacion de velocidad de crecimiento; sin embargo como
punto de partida para la presente investigacion se ha recopilado informacion de experiencias

efectuadas en otros paises.

1.3 Problema cientifico
Se evidencia limitado conocimiento en el manejo y aprovechamiento sustentable de la
especie Monascus purpureus nativo ecuatoriano, tanto en su proceso de aislamiento,
conservacion y produccion; asi como del ciclo de vida en el medio natural y medios

artificiales para su propagacion.

Objeto de estudio

Proceso de produccion y conservacion de Monascus spp. por fermentacién sélida.

Campo de estudio

Conservacion de los recursos genéticos microbianos del Ecuador.

1.4 Objetivos

Obijetivo general
Desarrollar un proceso a escala de laboratorio para la conservacion y produccion de
cepas nativas de Monascus purpureus, mediante bioprocesos que permita el maximo

aprovechamiento del recurso natural fingico y el manejo sostenible de la biodiversidad.

Objetivos especificos

o Aislar e identificar la especie de Monascus purpureus nativas
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e Desarrollar un protocolo para la conservacién de Monascus purpureus.

e Seleccionar el mejor medio de cultivo para el crecimiento de la cepa aislada de
Monascus purpureus a través de la velocidad de crecimiento radial.

e Disefiar un catalogo de cepas microbianas puras para su conservacion en el Banco de

Recursos Genéticos Microbianos (BRGM).

1.5 Hipdtesis

Hipdtesis alterna
Si se desarrolla un bioproceso de conservacién y produccion de Monascus purpureus por
fermentacion solida utilizando cepas flngicas nativas ecuatorianas, entonces se lograria la

conservacion del recurso natural fungico y su aprovechamiento de manera sustentable.

Hipdtesis nula
Si se desarrolla un bioproceso de conservacion y produccion de Monascus purpureus por
fermentacion solida utilizando cepas flangicas nativas ecuatorianas, no se lograria la

conservacion del recurso natural flngico y su aprovechamiento de manera sustentable.

2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 La crisis de los colorantes sintéticos: desafio mundial
Colorantes textiles: los tintes de las telas pueden degradarse y esparcirse por la piel de la
persona provocando dermatitis alérgica de contacto, que presenta un cuadro clinico de

eczema, el cual puede progresar y ser grave, generalizado, o incluso eritrodérmico. Las
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lesiones se originan principalmente en sitios corporales de transpiracion o friccion que tengan

contacto directo con la prenda, asi como en los pliegues de piel. Los tintes que causan la

reaccion alérgica pertenecen al grupo de los colorantes dispersos, como Naranja disperso 3,

Azul disperso 124, Azul Disperso 106, Amarillo disperso 3, rojo disperso 1, entre otros.

Durante la Segunda Guerra Mundial se presentd un problema de dermatitis purpurica en la

armada britanica debido al acabado textil de sus uniformes. (Nikfar & Jaberidoost, 2014).

Por su parte el indigo a pesar de causar raramente dermatitis alérgica, provoca conjuntivitis,

hipertension, hiperactividad, afecciones gastrointestinales, neurotoxicidad (Additifs, 2015;

European Food Safety Authority (EFSA), 2015).

Tabla 1 Colorantes textiles clasificados como alérgenos.

Nombre genérico

No. de Indice de Color (IC)

No. de Registro

Azul Disperso 3
Azul Disperso 7
Azul Disperso 26
Azul Disperso 35
Azul Disperso 102
Azul Disperso 106
Azul Disperso 124
Naranja Disperso 1
Naranja Disperso 3
Naranja Disperso 37
Naranja Disperso 76
Rojo Disperso 1

Rojo Disperso 11

61 505

62 500

63 305

11 080

11 005

11132

11132

11110

62 015

2475-46-9

3179-90-6

12222-75-2

12222-97-8

12223-01-7

61951-51-7

2581-69-3

730-40-5

2872-52-8

2872-48-2

27



Nombre genérico No. de Indice de Color (IC)  No. de Registro

Rojo Disperso 17 11 210 3179-89-3
Amarillo Disperso 1 10 345 119-15-3
Amarillo Disperso 9 10 375 6373-73-5

Fuente: (Nikfar & Jaberidoost, 2014).

Esta demostrada la carcinogenicidad de las arilaminas diciclicas, las difenilaminas y los
derivados de antraquinona. Por otro lado, las monoarilaminas presentan débil potencial
cancerigeno tras exposicion a largo tiempo, mientras los derivados de bencidina son
cancerigenos sospechosos. Los componentes azoicos no son cancerigenos de por si, pero si
son sistematicamente absorbidos por humanos, pueden ser metabolizados por los
microorganismos enddgenos via azoreductasa en aminas aromaticas cancerigenas (Nikfar &

Jaberidoost, 2014).

Tabla 2 Colorantes textiles clasificados como carcin6genos.

Nombre genérico No. de Indice de Color (IC)  No. de Registro
Rojo &cido 26 16 150 3761-53-3

Rojo Bésico 9 42 500 569-61-9
Violeta Basico 14 42 510 632-99-5

Negro Directo 38 30 235 1937-37-7

Azul Directo 6 22 610 2602-46-2

Rojo Directo 28 22 120 573-58-0

Azul Disperso 1 64 500 2475-45-8
Naranja Disperso 11 60 700 82-28-0
Amarillo Disperso 3 11 855 2832-40-8

Fuente: (Nikfar & Jaberidoost, 2014).
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Adicionalmente, los tintes textiles sintéticos constituyen contaminantes persistentes en los
cuerpos hidricos debido a su origen sintético, su estructura compleja de alto peso molecular
(Kuhad, Sood, Tripathi, Singh, & Ward, 2004), y su estabilidad tanto a la luz como a la
temperatura y al ataque microbiano (Gregory, 2000). Por ende, provocan fluctuaciones en
pardmetros como demanda quimica de oxigeno (DQO), demanda bioguimica de oxigeno
(DBO), pH, color, salinidad y composicién quimica del agua (Talarposhti, Donnelly, &
Anderson, 2001); lo que afecta los procesos fotosintéticos, la estética y vida acuatica(Kuhad

etal., 2004).

Tintes para cabello: antes de la década de los 80°s se empleaban en la industria de los
tintes para cabello ingredientes como las aminas aromaticas; muchas de las cuales
presentaron mas tarde genotoxicidad y carcinogenicidad comprobada. Los estilistas o
pelugueros que aplicaron esos productos durante mas de 10 afios y las personas que tifieron
su cabello por mas de 15 afios presentaron cancer de vejiga, principalmente (Gago-
Dominguez, Esteban Castelao, Yuan, Yu, & Ross, 2001). Posterior a esa época la mayoria de
las industrias de tintes para cabello eliminaron varias aminas aromaticas cancerigenas de la
formula de sus productos con el fin de responder a las exigencias de organizaciones
internacionales que abogaban por la salud de los consumidores. Actualmente, los efectos de
los tintes para el cabello en la poblacion general y en los profesionales de la belleza se han
estabilizado o disminuido. A pesar de que estos productos se componen de sustancias
sintéticas catalogadas como cancerigenas sospechosas, su efecto directo en la salud de los
consumidores no ha sido comprobado. Se reporta que dichas aminas aromaticas tienen un
potencial genotoxico débil e inducen el cancer tras suministrarse oralmente a ratas; sin
embargo, esta carcinogenicidad in vivo no se ha reportado en humanos, ya que la exposicion
al producto es tdpica y no oral. (Kelsh, Alexander, Kalmes, & Buffler, 2008; Kogevinas et

al., 2006; J. Lin, Dinney, Grossman, & Wu, 2006; Nohynek, Fautz, Benech-Kieffer, &
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Toutain, 2004). No obstante algunos autores sugieren que estos quimicos pueden permanecer
en latencia hasta 20 afios y pasado este tiempo mostrar sus efectos adversos (Bolt & Golka,
2007). Lo que si esta comprobado es que los tintes para cabello pueden ocasionar reacciones
alérgicas como dermatitis eritematosa y papular, debido principalmente a su contenido de
iones de cobalto, que pueden actuar como haptenos y unirse a los componentes
macromoleculares, produciendo sustancias inmunogénicas (Camara-Martos & Moreno-Rojas,

2016).

Colorantes alimenticios: el color es uno de los principales criterios de calidad de los
alimentos; por ello las industrias alimentarias destinan gran porcentaje de los costos de
produccion en técnicas de preservacion o la adicion de color. El color es proporcionado
muchas veces por pigmentos naturales en alimentos frescos o sintéticos en productos
manufacturados (Villafio, Garcia-Viguera, & Mena, 2016). Los pigmentos son usualmente
afladidos para modificar, mejorar o restaurar el atractivo visual de los alimentos, o
simplemente para que el consumidor pueda identificarlos (Barrows, Lipman, & Bailey,
2003), y pueden clasificarse por criterios de fuente de obtencién, solubilidad en agua y
habilidad de cobertura; siendo la segunda categoria la mas usual (opaco o transparente)

(Amchova, Kotolova, & Ruda-Kucerova, 2015).

Los principales colorantes empleados en la industria alimentaria aceptados por la Union
Europea (UE), pero no por la FDA son: rivoflavinas, acido carminico (colchinilla), carbén
vegetal y minerales como el dioxido de titanio, el carbonato de calcio, los 6xidos de hierro.
Por otro lado, algunos aditivos de color como gluconato ferroso y el lactato ferroso son
aceptados por los Estados Unidos, pero no por la UE. Tanto la FDA como la UE aceptan el
uso de ciertos colorantes azoicos, regulados bajo una legislaicon que define las dosis y

patrones de consumo (Villafio et al., 2016).
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Infortunadamente, el acido carminico puede causar reacciones alérgicas y choque
anafilactico a un grupo sensible de la poblacion; los colorantes azoicos Tartrazina, Ponceau
4R, Rojo Allura AC, Negro brillante BN y Marrdn HT pueden afectar el desarrollo
neuroldgico o ser carcindgenos; el Amarillo Ocaso FCF puede afectar la morfologia y
movilidad de los espermatozoides; el Amarillo de Quinoleina puede causar reacciones de
sensibilidad adversa a largo plazo, como urticaria y rinitis (Villafio et al., 2016); Rojo 40,
Amarillo 5 y Amarillo 6 contienen Benzidina, un carcindgeno comprobado (Potera, 2010); la
tartrazina puede causar migrafia, asma, genotoxicidad, neurotoxicidad, cirrosis y ciertas
afecciones cutaneas ; el amarillo de mantequilla es cancerigeno (Nikfar & Jaberidoost, 2014).
Un estudio la Universidad de Purdue encontr6 que el consumo de un contenido de 29 a 33 mg
de colorantes sintéticos, principalmente azoicos en los caramelos puede afectar el
comportamiento (hiperactividad, inquietud y trastornos del suefio) de un pequefio porcentaje
de nifios (Godshall, 2016; McCann et al., 2007). En particular, los colorantes que tienen un
grupo azo son metabolizados por la microflora intestinal o por las enzimas hepaticas
mediante escision metabdlica, la induciendo estrés oxidativo y como consecuencia formacion
de radicales libres, llegando a afectar 6rganos encargados de la depuracién del cuerpo como

el higado y el sistema urinario (Diacu, 2016; Nikfar & Jaberidoost, 2014).

Muchos de los colorantes sintéticos son testeados en roedores para evaluar el riesgo en
humanos, sin embargo el Centro de Ciencia de Interés Publico (CSPI, por sus siglas en
inglés) afirmo6 que muchas de las pruebas se monitorean hasta los dos afios (alrededor de 65
afios humanos), lo cual es un error porque los canceres pueden aparecer hasta el tercer afio de

vida del roedor (Potera, 2010).
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2.1.1 Situacidn actual

Debido a la creciente demanda de alimentos procesados acaecida durante las Ultimas
décadas, y con ella un aumento en el uso de los aditivos alimentarios (incluidos los
colorantes sintéticos) (Diacu, 2016), se cred en 1963 la primera coleccion internacional de
normas Yy directrices alimentarias: el Codex Alimentarius (CA), a cargo de la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) y
de la Organizacion Mundial de la salud (OMS, por sus siglas en inglés). Ya en 1964 se cre6
el Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y Contaminantes de los Alimentos
(CCFAC, por sus siglas en inglés), que se centra en la regulacion de los niveles maximos
permitidos para los distintos aditivos alimentarios (Amchova et al., 2015; FAO-OMS, 2016);
por lo cual cred un Sistema Internacional de Numeracién (INS, por sus siglas en inglés), que
permite la identificacion de los aditivos alimentarios en la lista de ingredientes por un nimero
de tres digitos que reemplaza su nombre (Amchova et al., 2015). Posteriormente la FAO
desarrolld6 una base de datos denominada ‘“Normas Generales para los Aditivos
Alimentarios”, que recoge las pruebas disponibles de la actividad bioldgica de los aditivos

alimentarios (Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAO], 2016).

La creciente preocupacion acerca de la calidad e inocuidad de los alimentos se ha visto
reflejada en nuevas legislaciones reguladoras de dichos aditivos (Diacu, 2016). En 1994
expidio el Decreto del Buen Consumidor Aleman, que restringia el uso de varios colorantes
azoicos en los bienes de consumo (Ausfertigungmtum & Verordnung, 1994), varios paises de
la UE siguieron el ejemplo e introdujeron legislaciones semejantes. En septiembre de 2003 la
UE publicé la Directiva del Consejo N° 36 de 1994, una ley que regula el uso de los
colorantes alimentarios; por lo cual prohibe la fabricacion y venta de bienes de consumo que
tras analisis quimico muestren presencia de aminas aromaticas cancerigenas (Diacu, 2016).

Luego, en 2011 la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
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(FDA, por sus siglas en inglés) clasificd los colorantes en dos categorias: Los exentos, que no
requieren aprobacion para su uso porque se derivan de fuentes naturales, y los certificados,
que requieren aprobacion porque su origen es sintético o artificial (U. S. Government
Publishong Office, 2016). En la mayoria de los paises, el uso de aditivos alimentarios
(incluidos colorantes) es regido por una legislacion estricta, que especifica qué colorante
puede ser utilizado, la fuente, la pureza, y en qué concentracion se pueden afadir a los
alimentos. Para el caso de la UE, todos los paises miembros comparten la misma legislacion
(Villaio et al., 2016), que actualmente es el reglamento N° 178 de 2002, que establece los
principios generales y los requisitos de la legislacion alimentaria. ElI uso especifico de
aditivos alimentarios en la UE, est& regulado por la por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (AESA),  perteneciente a la Comision Europea (CE), con base en
recomendaciones del CCFAC; para ello los aditivos se identifican con un cédigo compuesto

de la letra inicial E, seguida de tres digitos (Amchova et al., 2015).

El uso de aditivos nocivos en la industria, sumado a la contaminacion ambiental y gestion
inadecuada de agroquimicos, que transmiten trazas toxicas al ser humano, provocan el
envejecimiento acelerado de la poblacion, asi como el aumento de las patologias
cancerigenas. Por ello, se ha hecho necesaria la adopcién de medidas de salud publica
adaptables a paises de todos los niveles de desarrollo econdmico. Con ello surge el término
“envejecimiento saludable” como algo mas que la ausencia de enfermedad (Organizacion
Mundial de la Salud [OMS], 2015b). Se reporta que alrededor de un tercio de las muertes por
cancer en paises desarrollados podrian evitarse si se aumenta el consumo de productos

naturales y organicos (Terry et al., 2001).

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo;

durante el afio 2012 hubo 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes provocadas
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por él. Mas del 60% de los nuevos casos y el 70 % de las muertes anuales por cancer a nivel
mundial se produjeron en paises en desarrollo, pertenecientes a Africa, Asia, Latinoamérica y
el Caribe. Los paises con mas altos indices de mortalidad fueron Zimbabwe, Armenia y
Mongolia; con 223, 220 y 194 muertes por cada 100 mil habitantes, respectivamente. Los
tipos de cancer mas comunes a nivel mundial en el hombre fueron los de prostata, pulmon,
higado, estomago, colon y recto; mientras que en la mujer predominaron los de mama, colon,
recto, pulmén, cuello uterino y estomago (International Agency for Research on Cancer

[IARC], 2014; Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2015a).

A raiz de esto, en el 2013 la OMS puso en marcha el Plan de Accion Global para la
Prevencion y el Control de las Enfermedades No Transmisibles 2013-2020 que tiene como
objetivo reducir la mortalidad prematura por enfermedades cronicas: cancer, diabetes,
enfermedades cardiovasculares y respiratorias cronicas. La OMS trabaja junto con la IARC

(Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2015a).

2.1.2 Situacion futura

Stewart (2015) afirma que el céncer el causado por el envejecimiento prematuro y la
prevalencia de enfermedades cronicas, asociadas principalmente a paises de bajos y medianos
ingresos (International Agency for Research on Cancer [IARC], 2014). El envejecimiento
prematuro favorece la aparicion del cancer debido a la acumulacion en el tiempo de factores
de riesgo, que pueden ser quimicos, fisicos y bioldgicos. Alrededor del 30% de las muertes
por cancer se deben a los factores de riesgo conductuales y dietéticos, principalmente:
obesidad, ingesta reducida de frutas y verduras, consumo de alimentos con quimicos nocivos,
poca actividad fisica, consumo de tabaco y de alcohol (Organizacion Mundial de la Salud
[OMS], 2015a). Se prevé que los casos anuales de cancer aumentaran de 14 millones en

2012 a 22 millones en las préximas dos décadas (International Agency for Research on
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Cancer [IARC], 2014; Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2015a). Si la humanidad
continda al ritmo que va, sin tomar medidas correctivas, su calidad de vida se vera afectada
por la prevalencia de enfermedades cronicas que haran que el “envejecimiento saludable” sea

s6lo un mito.

2.1.3 Propuestas al desafio

Una mala alimentacion influye mucho en la calidad de la salud de la poblacion, pues esta
demostrado que puede reducir la inmunidad y aumentar la vulnerabilidad a las enfermedades
(Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2016). Por tanto, se propone basar las dietas en
productos naturales; ya que estd comprobado por estudios realizados durante méas de 50 afios
que disminuyen el riesgo de sufrir enfermedades crénicas (diabetes, enfermedades
cardiovasculares, obesidad...) y cancer (Terry et al., 2001). Algunos fabricantes de alimentos
ya emplean colorantes de origen natural entre sus aditivos alimentarios, mientras otros
todavia no han accedido al cambio. Por ejemplo; el refresco naranja de Fanta en Reino Unido
es coloreado con extractos de calabaza y zanahoria mientras la version estadounidense es
coloreada con Rojo 40 y Amarillo 6; el helado rosado de McDonald’s en Reino Unido es

coloreado con fresas mientras el de Estados Unidos es coloreado con Rojo 40 (Potera, 2010).

Los pigmentos naturales presentan por lo general propiedades bioactivas y un menor riesgo
para la salud de los consumidores, por eso son de interés reciente en la industria alimentaria y
farmacéutica. Se pueden clasificar en: Antocianinas, betalainas, carotenoides, clorofilas,
curcumina, mioglobina y hemoglobina, y los formados tras procesamiento de los alimentos
(melanoidinas, pigmentos de Monascus) (Villafio et al., 2016). A continuacion se describe

brevemente cada uno.

Antocianinas: son compuestos vegetales pertenecientes al grupo de los flavonoides, que
constan de dos anillos aromaticos complementados con una o mas moléculas de azlcar.
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Proporcionan un color entre rojo y purpura a azul, sin embargo esta forma coloreada se ve
afectada por el pH, tendiendo a incoloro a medida que este aumenta. Se ha comprobado
actividad biologica antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana y anticancerigena. Las
antocianinas mas comunes en la naturaleza son: pelargonidina, peonidina, petunidina,

malvidina, cianidina y delfinidina (Pascual, Moreno, & Garcia, 2010).

Betalainas: son pigmentos nitrogenados solubles en agua, que proporcionan los colores
rojo-violeta (betacianinas) y los amarillos (betaxantinas) a algunas frutas y verduras, de
acuerdo con su pH, que puede variar de 3,0 a 7,0. A pesar de que pocos alimentos le
contienen, principalmente la remolacha, acelgas, Amaranto, nopal, pitahaya, y algunos
tubérculos; solo se ha estudiado su actividad antioxidante, mientras su relevancia fisiologica
no ha sido completamente abarcada mediante casos clinicos en humanos. Por tanto no se sabe
qué implicaciones secundarias puedan presentar en la salud humana (Moreno, Garcia-

Viguera, Gil, & Gil-1zquierdo, 2008).

Carotenoides: Molecularmente son isoprenoides, responsables de las coloraciones rojo,
naranja y amarillo de muchas verduras y frutas; y constituyen el grupo mas amplio de
pigmentos en naturaleza. Se han identificado alrededor de 60 diferentes carotenoides,
distribuidos en dos grupos: carotenos y xantofilas. En el primer grupo se destacan el B-
caroteno y el licopeno; mientras en el sequndo grupo se destacan la luteina y zeaxantina. Su
bioaccesibilidad se ve limitada y condicionada a Bioaccesibilidad de carotenoides es limitado
y condicionado a los métodos de procesamiento de los alimentos. Se reportan actividades
hipocolesterolémicas, antioxidantes, anticancerigenas e inmunomoduladoras (Fernandez-

Garcia et al., 2012).

Clorofilas: se encuentran en el pigmento verde de las cianobacterias y en los cloroplastos

de algas y células vegetales. Su estructura es tetra-pirrolica con un centro activo de magnesio
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y un grupo fitol, con naturaleza hidrofila, lo que favorece su bioactividad. Son abundantes en
los vegetales de hojas verdes, sin embargo su bioaccesibilidad esta condicionada al
procesamiento; donde por lo general pierde los iones de Mg en condiciones de alta
temperatura, formandose feofitina (de color verde oliva), lo que el consumidor percibe como
pérdida de la calidad. Se ha reportado actividad antioxidante, anti-mutagénica y
quimiopreventiva; su absorcion intestinal se ve limitada por su inestabilidad (Villafio et al.,

2016).

Curcuminoides: son extraidos de los rizomas de la planta Curcuma longa; se destacan: la
curcumina, la demetoxicurcumina y la bisdemetoxicurcumina. Se consumen por lo general en
forma de polvo y constituyen el principal ingrediente del curry. Presentan amplia actividad
biolégica hipoglucémica, hipolipidémica, anticancerigena y antiinflamatoria. No obstante,
exhiben escasa biodisponibilidad, debido a la mala absorcion, insolubilidad en agua,
metabolismo répido, extensa recirculacion enterohepatica, y eliminacion sistémica rapida en

la bilis y la orina, alrededor del 40 % (Shehzad, Ha, Subhan, & Lee, 2011).

Hemoglobina y la mioglobina: son metaloproteinas con nicleos de hierro, responsables
del color de la carne. La principal funcion bioldgica de estas sustancias esta relacionada con
la administracion de oxigeno en el cuerpo. La mioglobina es susceptible a la tensién de
oxigeno, sufriendo cambios en su estructura; si la tensién es baja la carne se torna de un color
rojo-purpura; en caso contrario se torna de color rosa brillante o rojo. Una mayor degradacion
de mioglobina por presencia interaccion con el oxigeno genera en la carne pigmentacion

marron a verde oscuro (Ordway & Garry, 2004).

Melanoidinas: son compuestos de estructura polimérica heterogénea que se forman a
través de la reaccion de Maillard e imparten un color marrén a los alimentos. Estan presentes

en una amplia gama de productos, tales como malta de cebada, corteza de pan, vinagre
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balsdmico, salsa de tomate, y café tostado. Se reporta actividad antioxidante, prebiotica,
antitumoral y antibacteriana. No obstante, son dificiles de aislar y su digestion en el tracto
gastrointestinal humano es dificil, por lo que suelen salir en la orina alrededor del 30 % de la

ingesta (Villafio et al., 2016).

Microbianos: el arroz de levadura roja o angkak, es un producto alimenticio fabricado tras
la fermentacion de arroz cocido al vapor con hongos del género Monascus spp., se producen
principalmente: colorantes rojos (rubropunctamina y monascorubramina), anaranjados
(rubropunctatina y monascorubrina) y amarillentos (monascina y ankaflavina). El polvo de
angkak ha usado durante siglos en Asia oriental como colorante y saborizante de vinos,
vinagre, queso de soja, pasteles, entre otros productos, y como conservante de alimentos,
principalmente de carne y pescado, en los cuales actian como sustitutos de los nitritos y la
eritrosina, cuyo caracter cancerigeno ya ha sido comprobado (Pattanagul et al., 2007;
Pattanagul, Pinthong, Phianmongkhol, & Tharatha, 2008). Los pigmentos de Monascus spp.
han mostrado actividad hipocolesterolémica (Heber et al., 1999), anti-obesidad (Choe et al.,
2012), anticancerigena (Y.-W. Hsu et al.,, 2011), antiinflamatoria (Cheng et al., 2012),
hipotensora (Kuba et al., 2009), antifingica (Tu et al., 2016), antibacteriana (Mukherjee &
Singh, 2011), osteo-protectora (Villafio et al., 2016), entre otras. Sin embargo, se ha
cuestionado su uso porque Monascus spp. produce citrina (Pattanagul et al., 2007), una
micotoxina que ha mostrado efectos cancerigenos, mutagenos, citotoxicos, hepatdxicos,
nefrotdxicos y teratdgenos en ciertos estudios (Chan & Shiao, 2007), lo que pone en juego el
reconocimiento de inocuidad GRASS dado por la FDA (Nout, 2007). Para evaluar el riesgo
se han realizado examenes gendmicos, encontrandose que solo las cepas de las especies M.
purpureus y M. kaoliang poseen los genes que expresan citrina (Y.-P. Chen et al., 2008), lo
cual es bueno pues se han identificado al menos 20 especies del género Monascus spp., de las

cuales varias también expresan la produccion de pigmentos (Species Fungorum, 2016).
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Ademas, recientemente, se desarrolld un método que permite separar la citrina de los
alimentos mediante su union a nanoparticulas magnéticas de Superficie Activa Maghemita
(Magro et al., 2016). Los pigmentos ankaflavina, monascolubrina y xantomonacinas ya han
sido aprobados por la U.S. Food and Drug Administration (FDA, 2013) para su adicion a los
alimentos; al igual que la Monacolina de M. pilosus como suplemento nutricional para el

tratamiento de la hipercolesterolemia (FDA, 2016).

Otros pigmentos de origen microbiano también han sido avalados para su uso en la
industria alimentaria, estos son: astaxantinas del hongo Phaffia spp. y del alga
Haematococcus spp.; ficocianinas del alga Spirulina spp. (FDA, 2013); y rivoflavinas del
hongo Eremothecium ashbyii, la levadura Saccharomyces cerevisiae y la bacteria Bacillus
subtilis (Villafio et al., 2016). Las ventajas de la produccién de pigmentos de origen
microbiano incluyen: la réapida produccién del pigmento, el facil crecimiento del
microorganismo en un medio de cultivo barato, la independencia de la produccion con
respecto a las condiciones climaticas y la posibilidad de producir diferentes tonalidades de
pigmentos dependiendo del medio de cultivo empleado (Venil, 2009). Por lo tanto, la
produccion de pigmentos de origen microbiano es un area de investigacion emergente con
gran potencial para diversas aplicaciones industriales; gracias a sus altos rendimientos y
rapida velocidad de produccion, podria plantearse como una alternativa tanto para la industria

alimentaria, como para la textil y la de tintes para cabello.

Desafio local

Latinoamérica

Hasta hace poco, se consideraba que la carga de enfermedad por padecimientos
transmisibles predominaba en los paises en vias de desarrollo mientras la carga de
enfermedad por padecimientos cronicos (obesidad, hipertension, diabetes e hiperlipidemia)
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predominaba en los paises desarrollados. No obstante, en la regién de Latinoamérica y del
Caribe (LATAM) estd aumentando significativamente la carga de enfermedad por causas
cronicas, que generan el 60 % de las muertes en la region (Mitra & Rodriguez-Fernandez,
2010; Terry et al., 2001). La gestion de las enfermedades cronicas y del envejecimiento
acelerado de la poblacién es una preocupacion tanto de la OMS como de los gobiernos
locales; ya que esto conlleva a un aumento de los costos y demanda de los servicios de salud

(Dmytraczenko & Almeida, 2015).

Ecuador

El Ecuador, a pesar de contar todavia con zonas agricolas libres de transgénicos y
agroquimicos, no se escapa del auge de los aditivos alimentarios en la comida procesada. Por
ello se cred en 1970 el Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (INEN) mediante Decreto
Supremo No. 357, que expidié la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2 074:2012, que
habla de los Aditivos Alimentarios Permitidos Para Consumo Humano: Listas Positivas y
Requisitos (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion [INEN], 2016). En dicha norma se
aprueba el uso de los siguientes colorantes alimenticios sintéticos, con base en una dosis
méaxima: Amarillo Ocaso FCF, Azul Brillante FCF, Cantaxantina, Caramelo 111 o Caramelo
al Amoniaco, Caramelo 1V o Caramelo al Sultifo Amodnico, Carbonato de Calcio, Carmin,
Carotenoides, Clorofilinas, Eritrosina, Extracto de piel de uva, Extractos de Annato,
Indigotina, Oxidos de Hierro, Ponceau 4R o Rojo de Colchinilla A, Riboflavinas, Rojo Allura
AC y Verde Sélido FCF. Existen otros colorantes que no presentan restricciones de este tipo,
como: Caramelo | o Caramelo Puro, Carbonato de Calcio, Clorofilas, Didxido de Titanio y
Rojo de Remolacha (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion [INEN], 2012). En contraste,
algunas comunidades indigenas ecuatorianos emplean todavia colorantes de origen natural,

principalmente: marrén oscuro de las nueces negras, naranja del achiote y rojo a rosado de la
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colchinilla. Los emplean principalmente para la alimentacion, la cosmética y los textiles (Pro-

Ecuador, 2014).

Varios los colorantes permitidos a nivel nacional como Rojo de Allura AC, Indigotina,
Eritrosina y Ponceau 4R tienen efectos cancerigenos y neurodegenerativos, mientras el
amarillo Ocaso afecta la salud reproductiva. Segun los datos de la OMS correspondientes a
los afios 2012-2014, la poblacion ecuatoriana tiene el 12 % de probabilidades de morir por
enfermedades cronicas entre los 30 a 70 afios. Las muertes provocadas por enfermedades
cronicas ascienden a 409 por cada 100 000 habitantes, de las cuales el 26 % corresponde a
fallecimientos por cancer (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2012). En el articulo 23
de la Constitucion Publica de la Republica del Ecuador se establece la salud como un derecho
civil que el Estado reconocerd y garantizard a las personas en condiciones de igualdad
(Asamblea Nacional, 2008). Por ello, es responsabilidad del estado incursionar alternativas
favorables para la salud de la poblacion, como es el cambio rotundo de los aditivos

empleados en la industria.

2.2 Género Monascus spp.

Monascus spp. es un genero de hongo ascomiceto filamentoso descrito desde 1884;
pertenece a la familia Monascaceae, usualmente es conocido como moho rojo (Vidyalakshmi,
Paranthaman, Murugesh, & Singaravadivel, 2009). Se reportan en la literatura alrededor de
20 especies (Species Fungorum, 2016), de las cuales M. pilosus, M. purpureus, M. ruber y M.
floridanus son las de mayor importancia biotecnoldgica, por su uso tradicional en la comida
oriental (Sabater-Vilar, Maas, & Fink-Gremmels, 1999), donde es muy empleado como

colorante y/o conservante del vino, el pescado, las carnes, el queso, el arroz, entre otros
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productos (Julio Carvalho et al., 2005; Pattanagul et al., 2007). Sus compuestos son en su
mayoria biolégicamente activos, presentando aplicaciones potenciales y presentan diversas
aplicaciones como aditivos en las industrias cosmética, de alimentos y de medicamentos,

principalmente (Pattanagul et al., 2007; Pisareva & Kujumdzieva, 2010).

Las monacolinas y los pigmentos son los metabolitos de mayor importancia
biotecnologica. Las monacolinas, son un tipo de lovastatina natural, que son capaces de
disminuir el colesterol en la sangre, gracias a la inhibiciobn competitiva de la enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG Co-A) que cataliza la biosintesis del
colesterol. Por tanto se pueden emplear para el tratamiento de la hiperlipidemia y
enfermedades cardiovasculares (Endo, 1979; Heber et al., 1999). Por su parte, los pigmentos
son los metabolitos de Monascus spp. mas ampliamente utilizados en la industria alimentaria
y biotecnolégica como colorantes naturales, saborizantes y conservantes (Pisareva &
Kujumdzieva, 2010), y su uso se ha extendido gracias al caracter carcinégeno que se ha
reportado de los colorantes sintéticos durante los ultimos afios. Los pigmentos de coloracion
roja son los de mayor importancia, ya que pueden ser utilizados como sustitutos de los
nitritos y la eritrosina en la elaboracion de los carnicos (Julio Carvalho et al., 2005). Sin
embargo, se ha cuestionado su empleo porque Monascus spp. produce citrina, anteriormente
Ilamada monascidin A (Pattanagul et al., 2007); la cual es una micotoxina que también es
producida por Aspergillus spp. y Penicillium spp. y tiene efectos cancerigenos, mutagenos,
citotoxicos, hepatoxicos, nefrotoxicos y teratdgenos (Chan & Shiao, 2007), lo que pone en
juego el reconocimiento de inocuidad GRASS que la FDA ha dado a los pigmentos de
Monascus spp (Nout, 2007). Para evaluar el riesgo se han realizado examenes genomicos,
encontrandose que solo las cepas de las especies M. purpureus y M. kaoliang poseen los
genes que expresan citrina (Y.-P. Chen et al., 2008). Ademas, recientemente, se desarroll6 un

método que permite separar la citrina de los alimentos mediante su unién a nanoparticulas
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magnéticas de Superficie Activa Maghemita, gracias a los grupos quelantes de hierro que

posee, principalmente Ceto-enoles (Magro et al., 2016).

En vista de los altos costos econdémicos de la nanotecnologia, es importante seleccionar
empiricamente las cepas de Monascus spp. que producen grandes cantidades de biopigmentos
con bajo o nulo contenido de citrinina (M.-H. Chen & Johns, 1993). En este contexto, es
necesario describir aspectos claves para la obtencion de cepas puras de Monascus spp.
mediante una amplia revision de la literatura que permita la optima eleccion de las cepas con

fines industriales.

2.2.1 Aislamiento de cepas

Se reportan aislamientos a partir de alimentos como puré de sorgo (T. F. Lin & Demain,
1991), arroz contaminado (Julio Carvalho et al., 2005), aceitunas verdes procesadas
térmicamente (Efstathios Z. Panagou et al., 2002), angkak (Ji Kim et al., 2010), cuajada de
soja fermentada (Yongsmith et al., 1993), papas, avena, frutas y forraje ensilado (Samson et
al., 2002); suelo pedregoso-arenoso (Stchigel et al., 2004); arena de raiz de pino (Barnard &
Cannon, 1987); sedimentos de rios (Cannon et al., 1995); ecosistemas marinos (Landy &
Jones, 2006); cuerpos de agua dulce (Kohlmeyer & Kohlmeyer, 1979) y combustible de
aviacion (Vasilyeva et al., 2012). Las muestras se toman con un asa Yy se depositan en alguno
de los medios de cultivo reportados en la literatura para el aislamiento de Monascus spp.:
Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés), Agar Sabouraud, Solucién agarosa de
Czapek (Palo et al., 1960), Agar Batata Dextrosa (BDA, por sus siglas en inglés) (Macario et
al., 1960), Agar Rosa Bengala con cloranfenicol (Chairote et al., 2007) y Medio Wong
modificado (T. F. Lin & Demain, 1991). Si el material para el aislamiento fueron granos
invadidos por el hongo se recomienda esterilizar primero mediante dos inmersiones en etanol

al 95 % durante 30 segundos y una lavada intermedia en solucién acuosa de hipoclorito de
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sodio al 0,1 % durante uno a cuatro minutos (Chairote et al., 2007). Para el caso especial de
las cepas encontradas en los sedimentos y suelo se aplica el método de aislamiento de placa
directa y el medio de cultivo Agar Patata Zanahoria (PCA, por sus siglas en inglés) (Cannon

et al., 1995; Stchigel et al., 2004).

Los medios de cultivos inoculados se incuba entre 29 a 32 ° C durante 10 dias, o hasta que
el micelio se propague por toda la caja de Petri (Julio Carvalho et al., 2005; T. F. Lin &
Demain, 1991). También se registran las siguientes condiciones de cultivo: 25 a 30 °C

durante siete dias (Park et al., 2004), 30+2 °C durante 3 a 5 dias (Chaisrisook, 2002).

2.2.2 ldentificacion de especies

Algunos de los medios reportados comparacion de caracteristicas de la colonia y tasas de
crecimiento se emplean por lo general los siguientes medio de cultivo: Agar autolisado de
Levadura Czapek (CYA, por sus siglas en inglés), Agar Extracto de Malta (MEA), Agar
Glicerol 25 N (G25N), Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar Harina de Avena (OMA, por sus
siglas en inglés), Agar de Harina de Maiz (CMA, por sus siglas en inglés) a 25 °C durante 7
dias. Las mediciones y observaciones tanto de los caracteres morfoldgicos de las colonias
(tamafio, color, forma, textura...) como de los caracteres microscopicos del micelio (hifas,
conidios, cleistotecios, esporas, ramificaciones...) se hacen con lactofenol como medio de

montaje (Shao et al., 2011; Stchigel et al., 2004).

Monascus spp. se distingue principalmente por su etapa Basipetospora anamorfa y por su
cuerpo fructifero o ascoma, que es un cleistotecio ubicado en los extremos de las hifas
ramificadas del micelio vegetativo. El cleistotecio se conforma de dos capas: la interna esta
formada por la ampliacion de las regiones apicales de las hifas, mientras que la externa
consiste de un entretejido de hifas que forman su "envoltura”. Los ascos dentro de los cuerpos
fructiferos estan dispuestos al azar y son degradados en las primeras etapas de formacién de
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esporas sexuales (Vasilyeva et al., 2012). Es un hongo homotalico, es decir su reproduccion
sexual se da por dos gametos aportados por el mismo talo (Kamolnan Lakrod et al., n.d.). Las
esporas sexuales se denominan ascosporas mientras las asexuales se denominan
conidiosporas; y entre ambos tipos de esporas se forma los tubos germinativos (Cousin &
Blackburn, 2006; Wong & Bau, 1978). Dichas esporas son resistentes al calor y pueden
crecer en medios con niveles reducidos de oxigeno, lo que es caracteristico del género
(Efstathios Z. Panagou et al., 2002). Las hifas son septadas (tabicadas), pero la forma y
textura del micelio depende del tipo de especie. El desarrollo de las hifas aéreas y la
produccion de metabolitos secundarios son modulados por la proteina mrflbA (Shao et al.,

2011).

Se establece que si dos cepas pertenecen al mismo Grupo de Compatibilidad de Micelio
(GCM) al sembrarlas en el mismo medio de cultivo crecen como una sola colonia, de lo
contrario son incompatibles (Chaisrisook, 2002). A continuacion se listan algunas

caracteristicas de especies reportadas en la literatura:

M. purpureus: su micelio es blanco en los primeros estados de crecimiento, luego vira al
color rosa por la produccion de pigmentos, posteriormente se torna de color anaranjado-
amarillento caracteristico, con un consecuente aumento de la acidez del medio, y finalmente
toma color rojo intenso. Sus ascosporas son esféricas o ligeramente ovoides, con un diametro
de 5 micras 0 6x5 micras, respectivamente. Sus conidios son abundantes, germinan mas
rapido y requieren mas nutrientes exdgenos que las ascosporas, sin embargo son menos
resistentes al calor. Es la especie mas comUn porque a partir de él se produce el arroz rojo o

angkak (Pattanagul et al., 2007; Wong & Bau, 1978).

M. pallens: la colonia crece circular, su micelio aéreo es casi ausente y sin pigmentacion

(al igual que M. floridanus). Las hifas son hialinas, tabicadas, de pared delgada, piriformes,

45



escasamente ramificadas, sin incrustaciones cristalinas, y ocasionalmente anastomosan;
producen conidios abundantemente. Presenta ascosporas elipsoidales de pared gruesa y
ascomas parduzcos compuestos por células angulares. Los ascos son dificiles de observar y es
probable que sus paredes se descomponen antes de que se formen las paredes de ascosporas.
El perfil enzimatico es similar al de M. pilosus y M. purpureus, a diferencia de que no tiene
actividad a-galactosidasa y B-galactosidasa como el primero, ni cisteina arilamidasa como el

segundo (Cannon et al., 1995).

M. sanguineus: la colonia es de forma irregular, plana y varia de flocosa a algodonosa. Su
micelio es inicialmente blanco y luego vira entre rosado a rojo grisaceo. Las hifas tienen
paredes lisas, son irregularmente ramificadas, varian de hialinas a marron péalido. Produce
ascomas abundantemente, los cuales tienen forma méas o menos globosa y coloracién marron
palida, con ascosporas elipsoidales y gruesas, pero sin presencia de ascos. Morfolégicamente
es similar a M. ruber, pero sin actividad leucina arilamidasa y a-galactosidasa. De M. pilosus
y M. purpureus se diferencia en que estos tienen ascomas carentes de color; ademas no
produce las enzimas leucina arilamidasa, a-galactosidasa y p —galactosidasa que produce el
primer, como la leucina arilamidasa y cisteina arilamidasa que produce el segundo (Cannon

etal., 1995).

M. argentinensis: su micelio es abundante, delicadamente algodonoso, de color hialino a
marron palido o gris con margenes blancos, sin pigmentos solubles. Las hifas son tabicadas,
de paredes delgadas, hialinas o de color ligeramente marrén y ramificadas, que anastomosan
a veces en fasciculos. Produce copiosamente artroconidias o clamidosporas esféricas con
forma de barril, intercaladas o laterales, solas o en cadena. Los conidioforos son erectos con
conidiosporas simples o formadas en cadenas cortas de basipétalos, generalmente

transmitidas terminal. Las conodiosporas son hialinas a café olivaceo palido, de pared gruesa

46



cuya forma varia de la globosa a la piriforme, con una base aplanada. Los ascomas son
abundantes, no tienen ostiolo, son globosos, de color café olivaceo oscuro, con la cavidad

Ilena de ascosoras hialinas y elipsoidales a globosas (Stchigel et al., 2004).

M. ruber: Presentan numerosos ascomas circulares y lisos; llenos de ascosporas incoloras,
lisas y ovoides de base achatada. Las conidiosporas pueden estar aisladas o ligadas formando
cadenas; generalmente son mas grandes que las ascoporas, pero su tamafio puede variar hasta
alcanzar dimensiones demasiado pequerias, donde reciben el nombre de microconidios. Las
colonias presentan un crecimiento muy répido, con una morfologia algodonosa, circular,

rugosa y de coloracion rojo-purpura opaco (Macario et al., 1960).

M. floridanus: tiene mucho menos ascosporas que M. sanguineus, carece de pigmentos
rojos y carece de actividad valina arilamidasa; no obstante presenta actividad cisteina

arilamidasa (Cannon et al., 1995).

Existen nueve especies del género Monascus spp. aceptadas internacionalmente con base
en caracteres de cultivo, sin embargo se reportan en la literatura mas de 20 especies (Species
Fungorum, 2016), de las cuales muchas son sindnimo; de modo que las identidades genéticas
de este género estdn todavia en debate. Tradicionalmente, la identificacion microbiana se
basa en caracteres fenotipicos, incluyendo propiedades morfoldgicas, fisiolégicas y
bioquimicas (Shao et al., 2011). Pero esta forma de identificacion aplicada a los mohos esta
cada vez méas en desuso, cobrando mayor importancia los métodos de deteccion de
compuestos volatiles, los inmunoensayos, las técnicas moleculares y la espectroscopia de

infrarrojo (Cousin & Blackburn, 2006).

Los marcadores moleculares, independientemente de las condiciones culturales
proporcionan una herramienta viable para la discriminacion de genotipos estrechamente

relacionados y la determinacion de relaciones genéticas entre diferentes cepas de Monascus
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spp. (Shao et al.,, 2011). Se han empleado varios marcadores moleculares como
Amplificacion Aleatoria de ADN Polimorfico (RAPD, por sus siglas en inglés) (K. Lakrod,
Chaisridook, Yongsmith, & Skinner, 2000; Shinzato, Namihira, Tamaki, Tsukahara, &
Matsui, 2009), el gen de B-tubulina, el Espaciador Transcribible Interno (ITS, por sus siglas
en inglés) del ADNr (Park et al., 2004) y Monascus Retro-Transposén (MRT) (Y.-P. Chen,
Tseng, Liaw, Wang, & Yuan, 2007). Estos métodos tienen sus propias ventajas y desventajas.
Por ejemplo, RAPD e ITS son féciles de manejar, pero el primero tiene baja reproducibilidad
mientras el segundo presenta dificultad en la alineacion todos los taxones. Por su parte, el
analisis filogenético basado en el gen B-tubulina es consistente con las alineaciones pero no
alcanza a diferenciar entre M. ruber y M. pilosus. MRT es dependiente del Southern blotting,
por ende, un proceso muy demorado (Shao et al., 2011). Shao y colaboradores (Shao et al.,
2011) proponen los marcadores de Repeticion Inter-Simple de Secuencias (RISS) y
Polimorfismos Amplificados de Secuencias relacionadas (PAS) como alternativas
moleculares para la clasificacion e identificacion de cepas de Monascus spp. a gran escala o
como complementos de los métodos tradicionales, gracias a su simplicidad, reproducibilidad
y polimorfismo. El RISS utiliza sélo un cebador para amplificar fragmentos de ADN entre
dos microsatélites de repeticion idénticos (Zietkiewicz, Rafalski, & Labuda, 1994), mientras
el PAS marca objetivos abiertos de lectura (ORFs, por sus siglas en inglés) en el genoma
utilizando un disefio Unico de los pares de cebadores (Li & Quiros, 2001). PAS es mas
informativo que RISS, ya que produce bandas méas polimdrficas; sin embargo, los
dendogramas son muy parecidos pese a las inconsistencias menores en la posicion de
algunos subgrupos, debido a que amplifican en una region diferente del genoma (Shao et al.,

2011).
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2.2.3 Caracterizacion
Entre las actividades biologicas de los metabolitos producidos se encuentra:
Hipocolesterolémica (Heber et al., 1999), anti-obesidad (Choe et al., 2012), anticancerigena
(Y.-W. Hsu et al., 2011), antiinflamatoria (Cheng et al., 2012), hipotensora (Kuba et al.,
2009), antifangica (Tu et al., 2016), antibacteriana (Mukherjee & Singh, 2011), entre otras.

Que son otorgadas por los compuestos biolégicamente activos que produce.

La cantidad y tono de los pigmentos producidos es influenciado por el tipo de cepa y su
perfil metabdlico, al igual que por los nutrientes del medio (fésforo y nitrégeno,
principalmente), y las condiciones (temperatura, pH y humedad,) y métodos de cultivo (Julio
Carvalho et al., 2005). Monascus spp. es un hongo que puede crecer en un rango de
temperatura desde los 15-18 °C hasta los 45 °C, aunque su 0ptimo se encuentra entre 25 a 37
°C. lgualmente, puede crecer en un rango de pH de 2,5 a 8,0; siendo el ideal 4,0-7,0 (Julio
Carvalho et al., 2005). Aunque se reportan casos donde M. ruber ha crecido en un rango de

pH de 1,7 a 2,0 y una temperatura de 80°C (Nout, 2007).

2.2.4 Almacenamiento y conservacion
Para el almacenamiento de las cepas se emplea usualmente el medio de cultivo PDA a 4°C
(Y.-P. Chen et al., 2008). También se reporta el almacenamiento de cepas en Agar Extracto
de Malta (MEA, por sus siglas en inglés) a 2°C. Para garantizar la viabilidad de las cepas
almacenadas en agar, se debe repicar, es decir, realizar subcultivos mensualmente durante un

semestre antes de emplear la cepa.

Se reporta que los mejores métodos de almacenamiento de cepas para su conservacion en
BRG son la liofilizacion y la crio-preservacion en nitrégeno liquido, manteniéndose la
estabilidad genética durante mas de 40 afios (Hawksworth, 1985; Nagai et al., 2005) a una
temperatura de -70 °C (Ji Kim et al., 2010).
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2.2.5 Produccién industrial

Actualmente, muchas investigaciones han declarado que los cambios en algunos
pardmetros de cultivo de estos microorganismos pueden desencadenar en cambios
metabdlicos, 1o que conlleva a uno de los principales problemas del escalado industrial, que
es la reproducibilidad. Ademaés, la cantidad y tipo de metabolitos producidos por
Fermentacién en Estado Sumergido o Liquido (FEL) difieren con los producidos por
Fermentacion en Estado Sélido (FES); fendmeno que siempre ha limitado la innovacién de
nuevos sistemas de cultivo (H. Kim, Kim, Oh, & Shin, 2002), por lo que se sigue generando
investigaciones para determinar el método méas apropiado para el cultivo de Monascus spp.
Zhang Yy colaboradores (Zhang, Lu, jun Xia, Wang, & Xu, 2013), en varios de sus trabajos
han comparado estos métodos mediante modelacién matematica, evaluando diferentes
parametros y su influencia en el crecimiento celular de Monascus spp. y su produccién de

metabolitos secundarios (Zhang, Lu, & Xu, 2015).

Durante la primera etapa del periodo de fermentacion, el hongo utiliza el carbono y el
nitrégeno para la sintesis de sus metabolitos primarios, energia, CO? y agua; luego utiliza los
dichos productos para producir sus metabolitos secundarios. Por esa razon los metabolitos
secundarios sélo pueden ser detectados después de que haya culminado la etapa de
crecimiento (Ghorai, Banik, & College, 2011). En la figura 1 se representan las estructuras de

algunos de los metabolitos producidos por este hongo.
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Figura 1. Estructura quimica de algunos de los metabolitos secundarios producidos por
Monascus spp. a) monacolina K, b) citrinina, ¢) Acido Gama-Amino Butirico (GABA), d)
monascina, €) Ankafalvina, y f) &cido dimerimico. Fuente: (Mukherjee & Singh, 2011; Pan

& Hsu, 2014).

Se han hecho diversas evaluaciones de la eficiencia de produccion de pigmentos de
Monascus spp. mediante Fermentacién en Estado Sélido (FES) o Fermentacion en Estado
Liquido (FEL), con el objetivo de intentar cerrar las brechas de escalado; es decir, que los
rendimientos se puedan mantener aun cuando se pase de la escala laboratorio a la industrial.
Debido a los bajos rendimientos obtenidos mediante FES, se han enfocado las
investigaciones hacia la FEL, que presenta mayores rendimientos; sin embargo, se buscan
bajos costos de produccion, ambito en el cual la FES es fuerte (Pineda-insuasti, Ramos-
sanchez, & Soto-arroyave, 2014; Suarez Arango & Nieto, 2013). Para facilitar las previsiones
de produccion en Monascus spp. se propone el método de redes neuronales que explica
mucho mejor los fendmenos de sintesis de metabolitos en contraste con los tradicionales

modelos polindbmicos, sobre todo con respecto a la dindmica de los parametros de operacion:
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temperatura, pH, humedad y concentracion de sustrato (E Z Panagou, Kodogiannis, &
Nychas, 2007; Singh, Goel, Singh, Pathak, & Kaushik, 2015). En la tabla 3 se relacionan
algunas condiciones de fermentacién reportados en la literatura para la produccion de

pigmentos.

Multiples técnicas de cultivo se han experimentado para aumentar los rendimientos de
produccion. Algunos investigadores emplean la ingenieria genética para hacer hibridos con
mejores cualidades industriales. Se han producido cepas de Monascus spp. productoras de
pigmentos amarillos con potencial industrial mediante la union de los protoplastos de dos
cepas con cualidades deseadas; una cepa productora de pigmento amarillo, pero de lento
crecimiento, y una cepa acromatica de rapido crecimiento. Lo mas conveniente para este tipo
de técnicas es elegir dos lineas celulares parentales con diferente requerimiento de
aminoacidos analogos (Klinsupa, Phansiri, Thongpradis, Yongsmith, & Pothiratana, 2016).
De igual manera, otros investigadores han optado por los sistemas en cocultivo de Monascus
spp. con otros hongos como Saccharomyces cerevisiae 0 Aspergillus orizae, lo que ha dado
muy buenos resultados en la mejora de la eficiencia de produccion de pigmentos, entre 20 a
40 superior en contraste con el monocultivo de Monascus spp.; sin embargo se ve afectada de
manera drastica la morfologia del moho por la secrecion de enzimas hidroliticas. Se
desconoce qué consecuencias pueda traer este cambio morfolégico en la inocuidad del

pigmento (Shin, Kim, Kim, & Ju, 1998).

Algunas investigaciones han enfatizado en la eficiencia de extraccion de dichos
metabolitos. Por ejemplo, se han probado un conjunto de biosurfactantes no i6nicos como el
Triton X-100 para aumentar la eficiencia de extraccion de los metabolitos, al liberar los
pigmentos producidos intracelularmente, lo que se ve reflejado en un aumento de la

concentracion de pigmentos a nivel extracelular(Hu, Zhang, Wu, Qi, & Wang, 2012b). Asi
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mismo, se reportan nuevos procedimientos como el “milking”, que permite drenar productos
intracelulares a través de la membrana celular y aumentar de manera mucho mas sencilla la
eficiencia de extraccion de los componentes de interés. Una limitante de este nuevo
procedimiento es que el drenaje cesa cuando las concentraciones de productos intracelulares
equiparan las concentraciones de productos extracelulares. En contraste, los biosurfactantes
no iénicos generan un gradiente de concentracion que permite el traspaso de sustancias a
través de la membrana celular, gracias a las discrepancias de pH y de potencial eléctrico, lo
que se conoce como proceso de micro-emulsion (Kang, Zhang, Wu, Qi, & Wang, 2013;
Shen, Zhang, Liu, & Wang, 2014). Xiong y colaboradores (Xiong, Zhang, Wu, & Wang,
2014), lograron producir intracelularmente pigmentos anaranjados de Monascus anka, y
luego los exportaron a través de la membrana celular al medio extracelular, de este modo

mejoraron la produccion de pigmentos rojos por gradiente de concentracion.

También se ha incursionado en la biologia molecular como una forma de regular la
produccion de metabolitos de interés. Por ejemplo, la Proteina LaeA es una metiltranferasa
capaz de regular la sintesis de diferentes metabolitos secundarios en Aspergillus spp.
incluyendo aflatoxinas, esterigmatocistina, penicilina, emericelamida, terrequinona,
gliotoxina y lovastatina (Liu et al., 2016). Su influencia se evalu6 en Monoscus ruber,
comprobandose que en esta especie modifica y regula la actividad sexual y asexual del
microorganismo, lo que influye en la eficiencia de produccién de biomasa fungica (Liu et al.,
2016). De igual forma, se han estudiado las similitudes en los precursores de los diferentes
pigmentos, que en alguna etapa de la fermentacion o en respuesta a las variaciones de los
parametros de operacién vayan cambiando su estructura hasta formar el pigmento
determinado. La necesidad de conocer la bioquimica y biosintesis de los metabolitos ha sido
tan importante para la expresion de compuestos de interés. Se han supuesto que algunos

acidos grasos como el octandico y el hexandico, son posibles precursores de pigmentos
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(Campoy, Rumbero, Mart’in, & Liras, 2006). Dichos &cidos no interfieren directamente en la
produccién de pigmentos, pero son capaces de degradar la acetil-coenzima A (CoA), lo cual
es bueno para los pigmentos sintetizados a partir de la policétido sintasa, mejorando
indirectamente los niveles de produccion de pigmentos (Campoy et al., 2006; Hassan Hajjaj
et al., 2000). La interaccion del complejo de policétido sintasa y el acetil coenzima A, lleva a
la produccién de pigmentos naranjas, mientras la produccion de pigmentos amarillos no esta

del todo clara como se origina.

Fermentacion en estado sélido (FES)

La Fermentacion en Estado de Soélido se caracteriza por ser uno de los métodos mas
utilizados a escala de laboratorio, por su facil manejo y bajo costo. Ademas, muchos reportes
han evidenciado un muy buen comportamiento de Monascus spp. en este tipo de
fermentacién. Algunos estudios han revelado que las mejores condiciones para la produccion
de Monascus spp. las brinda la FES, con la cual se obtienen buenas proporciones de producto
y bajos costos de produccion, al emplear residuos agroindustriales como materia prima
(Velmurugan et al.,, 2011). Emplear sustrato sélido no solo genera bajos costos de
produccidn, sino que también favorece el anclaje o agarre de los microorganismos al medio.
Se han empleado residuos agroindustriales como granos se sorgo, salvado de sorgo, de arroz
0 de trigo, yuca, casabe, papa en polvo, entre muchos otros, previamente remojados (Babitha,
Soccol, & Pandey, 2007; Sharmila, Nidhi, & Muthukumaran, 2013; Srianta & Harijono,
2015). La diferencia entre emplear el grano entero o el salvado como sustrato radica en la
induccidon de la produccién de cierto tipo de pigmentos; para el primer caso se favorece la
produccién de pigmentos solubles en etanol mientras para el segundo caso se favorece la
produccién se pigmentos solubles en agua (Srianta & Harijono, 2015).El producto final

normalmente puede ser secado al sol o deshidratado en un horno a 45°C por un periodo de
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24-48 horas, hasta alcanzar un contenido de humedad de aproximadamente el 10 % (Pan &

Hsu, 2014).

Fermentacion en estado liquido o sumergida (FEL)

A escala de laboratorio ha sido muy satisfactorio el empleo de medios de cultivo liquidos
debido al facil control de los pardmetros de operacion, el cual se ve limitado por su alto costo
de operacion (Babitha et al., 2007). Para minimizar los costos de produccion se recomienda
emplear el glicerol como sustrato, ya que este es un residuo de la produccion de biodiesel
(Meinicke et al., 2012). También se reporta el uso de residuos agroindustriales, como las
vinazas residuales, que suplementadas con glutamato monosddico y peptona han mostrado

buenos resultados (Silveira, Daroit, & Brandelli, 2008).

Se han obtenido altos rendimientos en cultivos liquidos con 5 % de sustrato de arroz como
fuente de carbono, 0,5% de nitrato de sodio o nitrato de potasio como fuente de nitrégeno y
un pH inicial de 6,0, a una temperatura de incubacién de 32 °C (Pan & Hsu, 2014). Con
germen de yaca en polvo se han logrado obtener hasta 25 unidades de Densidad optica de
pigmento /g de sustrato seco fermentado, con alta estabilidad a diferentes rangos de pH

(Babitha et al., 2007).

Se ha reportado que minimizando el dafio en los micelios de ramificaciones cortas, se
obtienen mejores rendimientos en la produccién pigmentos porque disminuye la viscosidad
de los cultivos y se favorece el control de los niveles de oxigeno total mediante aireacion y
agitacion. Para ello se debe controlar el momentum de velocidad de rotacion; lo que hace
hace factible el escalado de produccion de Monascus spp. de jarras fermentadoras de 5 litros

a bioreactores de 300 litros en plantas piloto (H. Kim et al., 2002).

Actualmente, el rendimiento de los cultivos ha sido mejorado gracias practicas de mutacion

geneética de las cepas, variaciones en la composicion del medio de cultivo y pruebas con
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diferentes tipos de bioreactores; continuos, discontinuos o semicontinuos (Meinicke et al.,
2012; Mukherjee & Singh, 2011). Matsui y colaboradores (Matsui, Shinzato, Yokota,
Takahashi, & Sato, 2006) emplearon bioreactores de columnas, de cama empacada y de
tambor, y variaron tanto la aireacion como el movimiento de rotacion. Concluyeron que el
flujo de aire suministrado puede alterar la concentracion de pigmentos y de proteinas
producidas por Monascus spp. Se han empleado algunos métodos mecanicos como el de
ultrasonido para la aireacion de los medios de cultivo con el objetivo de aumentar la

eficiencia de produccion (S. Yang, Zhang, Li, Qian, & Wang, 2005).

Parametros de produccién.

Muchos de los pardmetros que se mencionan en los trabajos tienen una fuerte relacion con
la produccion de los compuestos de interés industrial, cada uno ha sido abordado de alguna
manera en las diferentes investigaciones. Algunos de estos parametros son: el nivel de pH, la
temperatura, la aireacion, la agitacion, entre otros, que en conjunto determinan la produccién

de metabolitos secundarios de Monascus spp., a continuacion se exponen los principales:

Fuente de carbono: Los sustratos incluyen principalmente almidon y azlcares como
mono, oligo y polisacaridos, los cuales tienen diferentes efectos en el crecimiento y la
produccion de metabolitos de Monascus spp., por ejemplo la glucosa y sus homopolimeros
generan una mayor produccion de pigmentos y biomasa fingica en comparacion con los
heteropolisacaridos maltosa y fructosa (T. F. Lin & Demain, 1991). La fuente de carbono
también influye en la tonalidad de los pigmentos; por ejemplo, cuando se utiliza maltosa y
glucosa como fuentes de carbono, se producen pigmentos de color café oscuro; cuando se usa
solo sacarosa los pigmentos originados son mas claros (Joshi, Attri, BaJa, & Bhushan, 2003);
y cuando se usa s6lo maltosa se induce la produccién de pigmentos rojos (Tseng, Chen, &

Lin, 2000).
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Fuente de nitrégeno: Las fuentes de nitrogeno complejas y de naturaleza organicas
favorecen la produccién de pigmentos en constraste con las fuentes inorgéanicas. Esta
reportado que concentraciones de 5 g/L de glutamato monosodico y 20 g/L de de glicerol

favorecen a la produccion de pigmentos rojos (Meinicke et al., 2012).

Humedad del sustrato: Es necesario controlar la humedad del sustrato en FES. Debe
oscilar aproximadamente entre el 50 -60 %, ya que un alto contenido provoca que Monascus

spp. produzca gran cantidad de azucares, inhibiendo asi la produccion de pigmentos (21,22).

Minerales: La formacion de estructuras de apoyo y la reproduccion se ve inducido por
nutrientes tales como el zinc, manganeso y hierro (Esteves, 2005). Sin embargo estos metales
son inhibitorios cuando superan la concentracién molar de 5x10-5 en medio sélido y de 2x10-

3 en medio liquido (BAU & WONG, 1979).

Temperatura: Monascus spp. es un hongo que puede crecer en un rango de temperatura
desde los 15-18 °C hasta los 45 °C, aunque su 6ptimo se encuentra entre 25 a 37 °C (Julio
Carvalho et al., 2005; Pan & Hsu, 2014). Aunque se reportan casos donde M. ruber ha
crecido a una temperatura de 80°C (Nout, 2007). Para el caso especial de la produccion de
pigmentos el dptimo esta entre 25 a 32 °C (Joshi et al., 2003). Est4 reportado que la
produccion de pigmentos por FEL a 25 °C puede ser hasta 10 veces mayor que a 30 °C, ya
que al disminuir la temperatura de operacion se estd disminuyendo indirectamente la
viscosidad, causante de la heterogeneidad del medio y de la mala transferencia, tanto de

temperatura como de gases (Ahn, Jung, Hyung, Haam, & Shin, 2006).

pH: Monascus spp. puede crecer en un amplio rango de pH, desde 2,5 a 8,0, aunque se
reportan casos donde M. ruber ha crecido en un rango de pH de 1,7 a 2,0 (Julio Carvalho et
al., 2005). No obstante, para la produccion de pigmentos debe estar en un rango mas

reducido, de 4,0 a 7,0 (Pan & Hsu, 2014). EI pH inicial influye significativamente en el
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consumo de las fuentes de nitrogeno ionizable y en la exportacién de derivados intracelulares
ionizables al medio extracelular, durante la fermentacion de Monascus spp. (Kang et al.,
2013). Por su parte, el pH final estd directamente relacionado con la produccién tanto de
pigmentos como de citrinina, ya que a niveles bajos de pH se pueden producir pigmentos
libres de dicha toxina. EI pH se puede controlar mediante la eleccion de la fuente de
nitrégeno adecuada (Kang, Zhang, Wu, Wang, & Park, 2014). Hay que tener presente que el
moho es susceptible a condiciones de pH extremas (Meinicke et al.,, 2012) y que la
produccion de pigmentos Optima se realiza a un pH con tendencia neutra, por tanto hay que
lograr un equilibrio entre ambos datos para encontrar el punto donde se produzca menos

citrina sin afectar demasiado los rendimientos de produccion de colorantes.

Aireacion: Monascus spp. es incapaz de crecer en medios anaerobios, sin embargo puede
hacerlo con oxigeno limitado. Por tanto, el flujo de aire influyen significativamente en la
produccion de los pigmentos y la produccion de citrinina (J. Yang, Chen, Wang, Hu, & Hu,
2015). Con alta aireacion, la produccion de citrina incrementa, mientras la de pigmentos y
metabolitos secundarios se ve drasticamente disminuida debido a la produccién de acidos
organicos inhibitorios. Con oxigeno limitado, los pigmentos y la citrina se producen en la
fase de crecimiento exponencial junto con los metabolitos primarios y no en la estacionaria,
como es normal (Hassan Hajjaj et al., 2000). La aireacion esta directamente influenciada por
la agitacion, que controla la tasa de oxigeno transferido a los microorganismos;
adicionalmente mantiene la humedad y remueve el calor. Debido a la dificil aireacion de los
sustratos sélidos, se ha disefiado un bioreactor de tambor con aire forzado, que permite la
inyeccion de 1ml de aire/(g de sustrato humedo* minuto) al medio de cultivo (Julio Carvalho
et al., 2006). La aireacion debe balancear la presion parcial de gases en el medio. El balance
de gases en el medio es bien influyente en la produccion de pigmentos. Por ejemplo, el

maximo rendimiento de produccion de pigmentos por M. purpureus se obtuvo a una presion
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parcial de oxigeno de 0.5 atm mientras que fue completamente inhibida a 1.0 atm de presién
parcial de dioxido de carbono (Han & Mudgett, 1992). Sin embargo, una presion parcial de
oxigeno demasiado alta es toxica para el moho debido a la inhibicion de enzimas vitales, y a

la produccion de radicales libres y compuestos reactivos (Onken & Liefke, 1989).

Rendimientos de produccion: el célculo de los rendimientos de produccion en términos
de biomasa depende del tipo de fermentacion efectuada. Para FEL, la biomasa se calcula
mediante el peso del micelio seco luego de la filtracion, lo que no se puede hacer para FES
debido a la dificultad de separar la biomasa de la matriz solida. Para este caso se puede medir
la biomasa indirectamente, mediante medicién de componentes celulares como glucosamina,
ergosterol o acidos nucleicos. El ergosterol es un compuesto celular, de facil extraccion y
analisis, usualmente cuantificado (J. Yang et al., 2015), practicamente ausente en planta y
animales (Mattila, Lampi, Ronkainen, Toivo, & Piironen, 2002). También se ha encontrado
que la produccién de pigmentos es directamente proporcional a la de biomasa, por tanto,

permite medirla indirectamente (Julio Carvalho et al., 2006).

Experimentos que se realizaron en la " Division de Ingenieria de Bioprocesos y Biotecnologia
" (Debb) en la UFPR. Utilizaron cuatro cepas de Monascus en este trabajo: dos cepas del
Departamento de Agricultura, NRRL Unidos 1991 (Monascus spp.) Yy NRRL 2897 (M.
purpureus), una cepa de la Fundacion André Tosello (Brasil), CCT 3802 ( M. purpureus), y
LPB 31, una cepa aislada en LPB a partir de arroz contaminado con micelio de color rojo.
Las cepas se conservan mediante la inoculacion de rutina y la incubacion en PDA a 30-32 ° C
durante 10 dias, y luego conservados por refrigeracién durante 3 a 4 meses. Para la
determinacion del crecimiento radial de las cepas se midi6 mediante la inoculacién de PDA
en placas Petri con cada cepa, en un punto en el centro del plato, por duplicado (8 platos).

Los cultivos se incubaron a continuaciéon a 30 ° C durante 12 dias. El radio de las colonias se
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midié con una regla, desde el centro del plato, a lo largo de 2 ejes perpendiculares (4 medidas
por plato) a intervalos de aproximadamente 24 h. Los valores obtenidos se utilizaron para
calcular los valores promedio (media aritmética) de tiempo de radio x incubacién, (Carvalhol

et al., 2005).

Otro trabajo realizado por Velazquez (2013), sefiala que la cepa de Monascus purpureus
presentd una mayor velocidad de crecimiento radial a las 240 h en el medio SDA (1.00+0.009
mm h-1), seguido de los medios MEA, PDA 'y YM (0.083+0.001, 0.085+0.04 y 0.086+0.002
mm h -1, respectivamente), no habiendo diferencia significativa entre ellos. EI medio que
presento la velocidad de crecimiento radial méas baja fue el medio de Arroz con 0.044+0.002
mm h-1 . Estos resultados son muy similares a los reportados por Ajdari y col. (2011) , en
donde se estudiaron los requerimientos nutrimentales para el mejoramiento del crecimiento y
esporulaciéon de cepas de Monascus utilizando diferentes medios de cultivo reportando una
velocidad méxima de crecimiento radial de 0.12 mm h-1 para Monascus purpureus FTC5391
en el medio MEA y una velocidad de crecimiento menor de 0.069 mm h-1 para Monascus
purpureus DSM1379 en el medio PDA,; sefiala ademas que la mayor capacidad de invasion se
obtuvo en el medio SDA (34.66+3.21 mm) mientras que en el CYA se presentd el menor
crecimiento (23.00+0.01 mm) después de 336 h de cultivo. Carvalho y col. (2007) evaluaron
la velocidad de crecimiento radial a las 264 horas de 4 cepas diferentes de Monascus en caja
de Petri utilizando como medio PDA, observando que la cepa LPB31 mostré un crecimiento
de 35 mm de radio mientras que la cepa 3802 al mismo tiempo de incubacion presentd un
crecimiento de 20 mm. Estos resultados nos sugieren que el crecimiento del microorganismo

es dependiente de la cepa y del medio de cultivo evaluado, (Velazquez, 2013).

Principales limitaciones tecnoldgicas: De acuerdo con la figura 2, los tipos de problemas

del proceso productivo son tres: del cultivo, de extraccion y de purificacion.
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CULTIVOS MICROBIOLOGICOS

iy . RECCLECCION DE BIOMASA
Produccidn excesiva de

compuestos intracelulares, lo SEPARACION DE LOS
F;ue inhibe la futura Destruccidn de las células, lo RSELEOLS U=V SIS 32

produccion de compuestos impaosibilita la re-utilizacign
de interés de la biomasa.

Drenado de los componentes
de interés, cada vez mas
complejo.

Figura 2. Principales problemas del Procedimiento universal de extraccion de compuestos

intracelulares.

Por ello se resalta el valor del “milking”, una técnica que implica un crecimiento
microbiano en dos fases, donde se mantiene el crecimiento normal del hongo pero en
constante contacto con un solvente organico bio-compatible; y a medida que crece el
microorganismo, se van drenando de una forma no agresiva el medio de cultivo para la

recuperacion de los productos metabdlicos (Hu, Zhang, Wu, Qi, & Wang, 2012a).

Metabolitos

Algunos de los metabolitos secundarios producidos por Monascus spp. son principalmente:
pigmentos, maltosas, invertasas, pectinasas, a-amilasas, f-galactosidasas, amiloglucosidasas,
celulasas, hemicelulasas, proteasas &cidas y alcalinas, lipasas, alcoholes, acidos organicos,
agentes antimicrobianos, entre otros (Khachatourians, 2014). Se pueden identificar mediante
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), espectrofotometria Ultravioleta-Visible (UV-VIS) o
de Infrarrojos (IR), fluometria, espectrometria de masas, espectrometria de masas de alta
resolucion (HRMS, por sus siglas en inglés), cromatografia de gases, cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés) y/o la Resonancia Paramagnética
Electrdnica (RPE) (Feng, Shao, & Chen, 2012). Dado que las muestras deben ser diluidas la
mayoria de las veces para la lectura de la absorbancia en el espectrofotometro, los valores

pueden no ser directamente comparables y deben ser convertidos a una "absorbancia
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especifica" representada por el factor de dilucion de la de la muestra (Chiu & Poon, 1993).
Por ello es mas aconsejable la cromatografia liquida para el analisis de los metabolitos
producidos, que aunque es un procedimiento mas extenso permite la separacion y

cuantificacion de los compuestos por separado (Julio Carvalho et al., 2006).

Esta reportado que dichos metabolitos tienen actividad biologica y varia de acuerdo al tipo
de especie y de cepa que se esté empleando. Algunas de las enfermedades que se pueden
tratar son las siguientes: cardiovasculares, diabetes, obesidad, cancer, alzhéimer, entre otras

(L. C. Hsu, Hsu, Hong, & Pan, 2014; Jeun et al., 2008; Pan & Hsu, 2014).
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A continuacién se describen parametros de produccion importantes en la produccion de

Monascus spp:

Biomasa: Como cualquier tipo de hongo Monascus spp. produce micelio vegetativo en
medios ricos y micelio reproductivo en escasez de nutrientes. ElI hongo asimila bien la
glucosa pero tiene un mayor crecimiento cuando crece con galactosa (Erdogrul & Azirak,
2004). Se ha reportado que variando el tiempo y la frecuencia de agitacion del medio de
cultivo liquido se pueden aumentar los rendimientos de produccion de proteinas (Julio

Carvalho et al., 2006; Mitchell, Von Meien, & Krieger, 2003).

Pigmentos: Los pigmentos de Monascus spp. se dividen en tres grupos de acuerdo con su
coloracion. Los principales pigmentos producidos son: los amarillos, ankaflavina (C23Hz00s)
y monascina (Co1H260s); los naranjas monascorubrina (C23H260s) y rubropunctamina
(C21H2205); y los rojos rubropuctamina (C21H23NO4) y monascorubramina (C23H27NOs)
(Blanc et al., 1994; Wong & Koehler, 1983). Los pigmentos extraidos de los micelios pueden
ser disueltos en etanol, propilenglicol o en solucion de gelatina y liofilizarse; luego de esto ya
pueden adicionarse a los alimentos (Wong & Koehler, 1983). Chauvatcharin y colaboradores
(Chauvatcharin & Yoshida, 1995) demuestran que la produccién de pigmentos se puede dar
tanto por FES como por FEL. Su eficiencia esta relacionado con la formaciéon de
cleistotécios, que indican el inicio de la sintesis de pigmentos. Los principales factores que
influyen en su produccion son: composicion del medio, temperatura, presencia de oxigeno y
de aire, pH, fuente de nitrégeno y humedad (Ma et al., 2000). Por lo general se producen en
medio semisolido, empleando arroz como sustrato principal, aunque la mayor produccién se
da empleando glucosa como fuente de carbono (Hassan Hajjaj et al., 2000). Se ha encontrado
que la adicion de un 1 a 2% de alcohol en la etapa de incubacion induce la produccion de

pigmentos en general y la adicion de una fuente apropiada de nitrégeno facilita su liberacion
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y solubilidad en medios de cultivo sumergidos (Pastrana, Blanc, Santerre, Loret, & Goma,
1995).La combinacion de varios factores especificos da como resultado una tonalidad
diferente; por ejemplo, si se adiciona al medio de cultivo glucosa como fuente de carbono, y
glutamato (H Hajjaj et al., 2000; Pastrana et al., 1995) o nitratos como fuente de nitrogeno,
con pH circundante a 6.5 se favorece la produccion de pigmentos rojos, mientras que si se
adiciona nitrato de amonio o amonio a un pH inferior de 2,5 se induce la produccion de
pigmentos naranjas (Pan & Hsu, 2014). Otros autores sostienen que con pH inicial de 7,0 se
obtienen pigmentos naranja-rojos, mientras que si se emplea un pH inferior a 4,0 se obtienen
pigmentos amarillo-dorado (Yongsmith et al., 1993). Hay que tener precaucion ya que los
pigmentos son estables sélo en pH ligeramente acido a neutro y una temperatura inferior a 60

°C (Julio Carvalho et al., 2005).

Citrina: si bien se menciond en la introduccion, la citrina es un metabolito indeseado por
su nefrotoxicidad y hepatoxicidad en humanos; pero segin estudios moleculares, solo se
expresa en las especies M. ruber y M. purpureus (Jia, Xu, Zhou, & Sung, 2010), y su
produccion depende en gran parte de las condiciones de cultivo. Dicha toxina es inducida
cuando se usan sustratos como trigo, avena, cebada, maiz, centeno y arroz (Hungaro et al.,
2014; Jeun et al., 2008; Jong Kim et al., 2007), y suplementos como glucosa y glutamato (H
Hajjaj et al., 2000). Se ha reportado que Monascus spp. puede llegar a producir mas de
2,50/Kg de materia seca por FES y tan solo 56 mg/Kg de materia seca por FEL, lo cual
constituye una desventaja para el primer método mencionado (Mohan Kumari, Akhilender
Naidu, Vishwanatha, Narasimhamurthy, & Vijayalakshmi, 2009). Adicionalmente, por medio
de la mutagénesis e ingenieria genética se ha logrado disminuir las proporciones de la
micotoxina, logrando la obtencion de productos inocuos sin que se afecten los rendimientos

de produccion (Jia et al., 2010; Jongrungruangchok et al., 2004). Para su extraccion selectiva
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a partir de biomasa fungica se utiliza por lo general cloroformo como solvente a temperatura

ambiente, que luego se retira por evaporacion (Ji Kim et al., 2010).

Estatinas: Monascus spp. ha sido explorada por su produccion de estatinas por FES
(Dikshit & Tallapragada, 2016). La monacolina K, es una estatina anéloga de la lovastatina,
que presenta actividad hipocolesterolémica, pues inhibe la actividad de 3-hidroxil-3-metil
glutaril coenzyma A reductasa, encargada de la sintesis del colesterol en el humano. Ademas
influye en la produccion de pigmentos de Monascus spp. (Jeun et al., 2008; Jia et al., 2010).
La especie Monascus pilosus NBRC4520, fue seleccionada por Velasco y colaboradores
(Velasco-Bedran, 2009), por su alta produccion de lovastatina y su baja produccion de
citrinina. Reportan que se puede lograr un incremento de la produccion en casi de 20 veces si
se varia la temperatura de 30 hasta 23°C para la produccion de pigmentos. Para su extraccion
selectiva a partir de biomasa fungica se utiliza por lo general acetato de etilo como solvente a

60 °C, y luego se retira por evaporacion (Ji Kim et al., 2010).

Otros: También se producen otros metabolitos secundarios bioactivos como el &cido
amino-butirico, un hipotensivo (Jia et al., 2010), y una gran cantidad de antioxidantes, como
el acido dimerumico y el acido diferricoprogeno. Algunos compuestos bioactivos
encontrados en los pigmentos de tipo naranja se encuentran en mayor proporcion en M.

purpureus (L. C. Hsu et al., 2014; Pastrana et al., 1995).

Los hongos filamentosos son buenos candidatos para la produccion de proteinas
heter6logas, &cidos organicos y otros. Sin embargo, poco conocimiento de la actividad
metabdlica, las condiciones de cultivo y los metabolitos intermedios de estos organismos
impide la utilizacién de una estrategia bioquimica para aumentar su rendimiento (Esteves,

2005).
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El Ecuador ha iniciado la transicion hacia una sociedad basada en el conocimiento, la
ciencia y la innovacién, promoviendo el manejo sustentable y corresponsable de sus recursos
finitos. Por ello, la ejecucion de estrategias orientadas a la concienciacion de los ecuatorianos
y ecuatorianas frente a la naturaleza es un eje central. Para apuntalar el bioconocimiento
como catalizador de la produccion nacional, se requiere aun identificar las actividades
productivas estratégicas que deberdn derivarse de aquel y articular los sectores educativo,
productivo y comercial para planificar la generacion de talento humano, productos, servicios,
mercados y canales de comercializacion. Asi se insertara el bioconocimiento aplicado en la
matriz productiva, y en la economia nacional y mundial, mejorando la conservaciéon y

sustentabilidad del uso de los bienes naturales.(SENPLADES, 2013).

3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Aislamiento e identificacion de la cepa nativa del hongo Monascus
purpureus.
El objetivo especifico del presente trabajo de investigacion es aislar e identificar la

cepa nativa ecuatoriana.

3.1.1 Materiales y métodos
El trabajo experimental se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia Fungica del
Centro Ecuatoriano de Biotecnologia y Ambiente (CEBA) en convenio con el Ingenio
Azucarero del Norte (IANCEM), clasificado como laboratorio basico — nivel de
bioseguridad 1, localizado en la Ciudad de Ibarra a 2241 msnm (UTM WGS84: 17 N

816705 Este 36766 Norte) y una temperatura promedio de 18 °C.
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Aislamiento

La cepa de Monascus spp. se aislé de una muestra de trigo en fermentacion en estado
solido (Fotografia 1) se utilizd el método de placa directa, en medios de cultivo preparados
con Agar Papa Dextrosa (PDA) como lo refiere (Palo et al., 1960), y Agar Extracto de Malta
(MEA). Se preparo el medio siguiendo la técnica descrita por Pineda (2014), se esteriliz0 y se

inoculd el micelio aislado de la muestra de trigo y luego se incub6 a 23 °C.

Identificacién

La identificacion se realizd en el laboratorio de Biotecnologia Fungica del CEBA,
utilizando la cepa aislada previamente. Para la identificacion de hongos se utiliza la técnica
de cinta pegante, es una de las méas usadas, debido a que se conserva la posicién original de
las esporas y segmentos de hifas. Ademas de permitir observar las estructuras flngicas casi
sin alteracion. Para su realizacién, se toma una tira de cinta adhesiva de 4 cm, con el lado
adhesivo hacia fuera, sosteniéndose con pinzas y presionando firmemente contra la superficie
de la colonia del hongo que se desea estudiar. Posteriormente, la tira de cinta se coloca en un
portaobjetos, se la cubre y se procede a la observacién en el microscopio. Aislamiento

colonias por estriado Por: Pifia Lopez (2011).

En Monascus purpureus se ha descrito la presencia de sustancias de diversos grupos
quimicos, tanto primarios como secundarios: Entre los primarios, destacan los lipidos, con
gran cantidad de &cidos grasos mono y polinsaturados (>125mg/g), sobre todo acidos
palmitico, oleico, linoleico y linolénico. Contiene también almidon, proteinas, aminoacidos,
vitaminas y minerales Entre los compuestos secundarios, destacan los policétidos, que van
acomparfiados de fitoesteroles (B—sitosterol, campesterol, estigmastero 1, etc.), isoflavonoides,
saponinas y varios pigmentos (entre los cuales destacan algunas micotoxinas como la citrina,

que deben ser eliminadas). Los principales compuestos policétidos (Figura 3) son las
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monacolinas, que generalmente oscilan entre un 0,4-0,8%. La monacolina mas abundante es
la monacolina K (mevinolina o lovastatina), que se encuentra también en su forma dihidro,
dehidro e hidroxiacida, acompafiada de la monacolina L. En 1979 el Prof. Akira Endo en
Japon, aislé la monacolina K de cultivos de M. purpureus, y demostré que ésta era capaz de
inhibir la 3-hidroxi- 3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa), un enzima
que regula la sintesis del colesterol. La monacolina K (o lovastatina) ha sido la cabeza de
serie de una serie de farmacos, las estatinas, consideradas actualmente el tratamiento de
eleccion de las dislipemias. Durante muchos afios M. purpureus fue una de las principales
fuentes para la obtencion de las estatinas y para ello se desarroll6 una tecnologia de cultivo in
vitro todavia hoy en uso Las técnicas de cultivo in vitro han permitido, mediante la
seleccion de cepas y la modificacion de las condiciones de cultivo y la composicion del
medio donde se cultiva el hongo, aumentando la presencia o modificando las relaciones de
diferentes nutrientes, variar la composicién del hongo y obtener cepas ricas en monacolina K
y otros compuestos, como GABA (4cido y-aminobutirico) o acetilcolina . De esta forma se
han ido seleccionado cepas con mayor actividad hipoglicemiante o hipotensora. Por tanto, no
se puede hablar de una Unica composicion quimica del M. purpureus, ya que dependera de las
condiciones especificas de cultivo. Sera necesario establecer pardmetros de normalizacién de

los preparados obtenidos de este hongo para poder usarlos en terapéutica, (Bianchi, 2004).
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Figura 3. Estructura de las principales monacolinas de Monascus purpureus.

3.1.2 Resultados y discusion

Aislamiento

En la fotografia 1 se presenta la muestra de trigo fermentado de la cual se aisl6 la cepa de

Monascus spp. dicha muestra fue fermentada naturalmente en estado sélido en bolsa con 400

g de trigo a temperatura ambiente.
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Foto 1. Muestra de trigo fermentado con colonizacion de Monascus spp. Cortesia Pineda

(2017)

A diferencia de la literatura descrita en la revision bibliografica, la cepa de Monascus spp.
aislada en este trabajo de investigacion, se realiz6 a partir de la fermentacion solida de granos
esterilizados de trigo, graminea que aun no ha sido reportada como una especie para el
desarrollo de Monascus en el Ecuador; de igual manera la presente investigacion reporta una
temperatura de incubacién exitosa de 23°C inferior a la menor temperatura reportada por

(Park et al., 2004)

En la fotografia 2 se presenta el proceso de inoculacion y purificacion de la cepa de
Monascus spp. como se observa la purificacion se realiza por la técnica de repique hasta

lograr un cultivo puro.
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e -

Foto 2. Aislamiento y purificacion de la cepa de Monascus spp.

El micelio es blanco en etapas tempranas y cambia rapidamente a rosado y
posteriormente, reflejo del incremento de la acidez del medio, cambia a un color amarillo-
naranja distintivo. Un profundo color rojo se forma conforme envejece el cultivo (INPR,
2006). La parte del micelio donde se realiza la produccién de esporas es llamado micelio
reproductivo o micelio aéreo. Dependiendo de la especie la reproduccion puede ser sexual o

asexual (Pelczar y col., 1977; Tortora y col., 1992).

Identificacion
La identificacion morfolégica de la cepa se realizd en el Centro Ecuatoriano de
Biotecnologia y Ambiente (CEBA), identificando que el linaje de microorganismo aislado

pertenece a Monascus purpureus.

Taxonomia:

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota -
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
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Familia: Monascaceae
Género: Monascus
Especie: purpureus

La cepa fue codificada como CEBA-FSASIIE-mp-010116, e ingresada la banco de

recursos genéticos microbianos del CEBA.

3.2 Protocolo para la conservacion de la especie nativa Monascus spp.
El objetivo especifico del presente trabajo de investigacion es desarrollar un protocolo

para la conservacion y almacenamiento de Monascus purpureus.

Fermentacion
de semillas de

v

Obtencion del
Alcelio

v

Preparacion
del medio de
cultive

y

Inoculacion del

mediodecultive —___J»

Aislamiento Cepa pura
o >
con micelho

cepa pura

-

Identificacion

!

Caracterizacion

Figura 4 Proceso para el aislamiento, identificacidn y caracterizacién de Monascus pupureus.
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Materiales y métodos

El trabajo experimental se realizd en el laboratorio de Biotecnologia Fungica del Centro
Ecuatoriano de Biotecnologia del Ambiente (CEBA). El proceso de liofilizacion se realiz6 en
la Universidad Técnica del Norte, localizada en la ciudad de Ibarra.
Cepa

Se utilizo las cepas del género Monascus purpureus, del banco de recursos genéticos
microbianos del CEBA, la cual fue aislada e identificada en el experimento anterior y
codificada como CEBA-FSASIIE-Mp-010116.
Procedimiento

Se preparé el medio de cultivo agar extracto de malta (MEA) siguiendo la técnica descrita
por Pineda (2014), se esteriliz6 en esterilizador de presion a 121 °C y 15 PSI por un tiempo
de 15 minutos y se sirvié en tubos de ensayo de 15 ml. Los medios se inocularon con la cepa
nativa seleccionada y se incubaron por 7 dias a 22 °C. Los tubos colonizados fueron
liofilizados en un equipo liofilizador de bandejas marca VirTiswizard 2.0, a una temperatura
de -40°C por 26 horas a una presion de vacio de 300 atm. La cepa liofilizada fue depositada

en el banco de recursos genéticos microbianos del CEBA para su conservacion.

Resultados y discusién
En la Fotografia 3 se presenta el procedimiento para el cultivo de Monascus spp. en tubos
DE ENSAYO, se observa el crecimiento del micelio en los dos medios de cultivo (MEA y

PDA) a una temperatura de 22 °C durante 6 dias.

En las fotografias 4 y 5 se presenta el procedimiento para la liofilizacion de las muestras
de Monascus spp., para su efecto luego que los tubos estuvieron completamente colonizados
se colocaron en la bandeja del liofilizador y luego se carga liofilizador el cual el cual arranca

su operacion con una temperatura de 15 °C, disminuyendo la temperatura durante 7 horas
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hasta llegar -40 °C, disminuyendo 10 °C cada hora durante 7 horas hasta llegar a — 40 °C

luego empieza el proceso de secado en el cual se aumenta la temperatura 10 °C durante 18

horas hasta llegar a 25 °C a un presion de vacio de menos 300 atm.

En la foto 3 se presenta el procedimiento para el cultivo de Monascus spp. en tubos, se

observa el crecimiento del micelio en los dos medios de cultivo (MEA y PDA) a una

temperatura de 22 °C durante 6 dias.

ML AT

g,

Foto 3. Cultivo de Monascus spp. en tubos de 15 ml
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Foto 4. Registro de temperatura en el liofilizador
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Foto 6. Tubos de ensayo colonizados con cepas de Monascus purpureus — Liofilizador.
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Foto 7. Muestras de Monascus purpureus liofilizada

Como se observa en la Foto 7, se logré liofilizar la cepa nativa de hongo Monascus
purpureus, libre de contaminacion para su conservacion clave para la gestion sustentable de
dicho recursos natural. Se reporta que los mejores métodos de almacenamiento de cepas para
su conservacion en BRG son la liofilizacion y la crio-preservacion en nitrégeno liquido,
manteniéndose la estabilidad genética durante mas de 40 afios (Hawksworth, 1985; Nagai et
al., 2005) a una temperatura de -70 °C (Ji Kim et al., 2010); sin embargo, no se establece un
procedimiento para realizar esta técnica, no encontr6 informacion sobre el proceso de
liofilizacion para la especie Monascus, en la presente investigacion queda establecido el

procedimiento a seguir para conservar por esta técnica la especie estudiada.
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3.3 Determinacion de la velocidad de crecimiento de la cepa de Monascus
spp.
El objetivo especifico del presente trabajo de investigacion es “Seleccionar el mejor medio
de cultivo para el crecimiento de la cepa Monascus purpureus a través de la velocidad de

crecimiento radial promedio” a partir de la cepa liofilizada.

Figura 5. Velocidad de crecimiento

Cepa liofilizada

Preparacién medios de
cultivos MEA 'y PDA

Inoculacion de
Micelios e incubacion
por 7 dias a 222C

Medida del Determinacion de
crecimiento con cinta velocidad de

Determinacion del mejor
medio de cultivo para el
crecimiento de la cepa

Ho: p medio 1 = g medio 2
Ho: p medio 1 # p medio 2

Materiales y métodos.
El crecimiento y la produccion de metabolitos de los hongos del género Monascus se
llevan a cabo bajo una serie de condiciones. Hay varios medios de cultivo adecuados, pero
los méas comunes son PDA y la malta-extracto-agar (MEA) (ATCC, 2004). El extracto de

malta debido a su elevado contenido en diversos carbohidratos, sobre todo en maltosa y
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dextrosa son la base para el crecimiento de mohos y levaduras (DIBICO, 1984). El
crecimiento es posible desde los 15-18 ° C (minimo) a alrededor de 45 ° C (méaximo) (Pitt,
1997), con la produccion de pigmento que varia en gran medida con las especies y las

condiciones de cultivo.

Placas inoculadas con Monascus purpureus gque se incubaron en la oscuridad a 30 ° C
durante 7 dias; en medio PDA que es un medio utilizado habitualmente para el
mantenimiento de las especies Monascus (ATCC 2007), la tasa de crecimiento radial en
medio PDA (2,90 mm dia-1) fue comparable a los valores reportados para Monascus
purpureus NRRL 2897 (3,0 mm dia-1) y Monascus purpureus LPB 31 (3,1 mm dia-1)

cultivado en PDA (Carvalho et al ., 2005), (Farhan, 2010).

Cepa: se utilizd las cepas de Monascus purpureus, del banco de recursos genéticos
microbianos del CEBA la cual fue liofilizada en el experimento anterior y codificada como
CEBA-FSASIIE-Mp-010116.

Disefio experimental: la experimentacion se planifico con un disefio completamente al
azar (DCA) con cinco réplicas y completamente aleatorio. El factor de estudio fue el medio
de cultivo (AEM y PDA), como variable de respuesta se establecié la velocidad de
crecimiento lineal de la cepa liofilizada. Los parametros de operacion como la temperatura y
el tiempo se mantuvieron contaste a 22°C vy siete dias respectivamente, como factor de ruido
se identifico el nivel de luz.

Procedimiento: se prepard los medios de cultivo MEA y PDA siguiendo la técnica descrita
por Pineda (2014), se esterilizd y se sirvio en cajas petri y luego se inocularon con cepa
nativa de Monascus purpureus, y se incubaron por 7 dias a 22 °C, se tomo las medidas de

crecimiento (Pineda, 2014).
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Resultados y discusion
En la tabla 4 se presenta los resultados experimentales, como se puede observar los
bloques correspondientes al medio de cultivo MEA presentan la mayor velocidad de
crecimiento, con un promedio de 4,3mm/dia superior a lo reportado por Ajdari y col. (2011)
de 2,88 mm/di para MEA. Mientras que para PDA se obtuvo un promedio de 3,72 mm/ dia,
superior a lo reportado por Farhan, 2010 de 2,90 mm/dia a 3,0 mm/dia a una temperatura de
30°C y 7 dias de incuvacion; y superior a lo reportado por Ajdari y col. (2011), de 1,66

mm/dia.

Existen publicaciones que demuestran una generalidad que para la produccion de
Monascus se ha venido empleando sustratos que contienen almidones; sin embargo por los
resultados presentados en éste trabajo se presume que este hongo prefiere el azlcar para
producir metabolitos, resultando en nuestro caso un mejor desarrollo de la cepa en el medio

de cultivo preparada a base de agar extracto de malta.

La velocidad de crecimiento radial promedio se calcul6 con la siguiente formula:

V (mm/dia)= radio promedio / 7 dias.

Tabla 4 Velocidad de crecimiento de Monascus a partir de cepa liofilizada

Crecimiento Velocidad radial
BLOQUE Medio radial mm promedio (mm/dia)
1 PDA 27 3,8
1 MEA 29 4,1
1 MEA 30 4,3
1 MEA 30 4,3
1 MEA 31 44

81



1 MEA

1 PDA

1 PDA

1 PDA

1 PDA

31

26

25

26

27

4,4
3,7
3,6
3,7

3,8

Resumen Estadistico para Velocidad

En la tabla 5 se presenta el resumen estadistico, como se observa esta tabla muestra

diferentes estadisticos de crecimiento radial promedio en milimetros, a partir del cual se

calcula la velocidad de crecimiento radial promedio para cada uno de los 2 niveles de Medio.

. La intencion principal del anlisis de varianza de un factor es la de comparar las medias de

los diferentes niveles enlistados aqui, bajo la columna de Promedio.

Tabla 5. Resumen estadistico para velocidad

Medio Recuento Promedio Desviacion Coeficiente Minimo Maximo Rango Sesgo

Estandar de Estandarizado
Variacion
MEA 5 4,3 0,12 2,85% 41 4.4 03 -1,24
PDA 5 3,72 0,08 2,25% 3,6 3,8 02 -047
Total 10 4,01 0,32 8,01% 3,6 4.4 0,8 0,11

Medio Curtosis Estandarizada

MEA 0,91
PDA -0,28
Total -1,33
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Andlisis de varianza (ANOVA)

En la tabla 6 se presenta el analisis de varianza para la velocidad por medio, como se
observa existe una diferencia significativa para medios de cultivo.

La tabla ANOVA descompone la varianza de Velocidad en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso
es igual a 76,45, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos.
Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de Velocidad entre un nivel de Medio y otro,
con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras, se selecciono Pruebas de Rango Mudltiple.

Tabla 6. Analisis de varianza para Velocidad por Medio

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 0,84 1 0,84 76,45 0,0000

Intra grupos 0,09 8 0,01

Tabla de Medias

En la tabla 7 se presenta las medias para velocidad, esta tabla muestra la media de
Velocidad para cada nivel de Medio. También muestra el error estandar de cada media, el
cual es una medida de la variabilidad de su muestreo. EI error estdndar es el resultado de
dividir la desviacion estandar mancomunada entre el nimero de observaciones en cada nivel.
La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD)

de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus intervalos se
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traslaparan un 95,0% de las veces. En las Pruebas de Rangos Multiples, estos intervalos se
usan para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras.

Tabla 7. Medias para Velocidad por Medio con intervalos de confianza del 95,0%

Error Est.
Medio Casos Media (s agrupada) Limite Inferior Limite Superior
MEA 5 4,3 0,05 4,22 4,38
PDA 5 3,72 0,05 3,64 3,80

Grafico de medias

En la figura 6 se presenta el grafico de medias, se observa que no existe solapamiento
entre los intervalos de las medias, por lo que evidencia una diferencia significativa en
velocidad de crecimiento para los medios de cultivo; la media més alta presenta el medio

MEA.

Medias - 95% de fisher LSD

5
4,5
4 4,3
3,5 3,72
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

HH

Hi

VELOCIDAD

MEA PDA
O Promedio 43 3,72
MEDIOS

Figura 6. Gréfico de medias para velocidad
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PDA ® MEA

Figura 7. Resumen estadistico

Pruebas de Multiple Rangos para Velocidad por Medio (Método: 95,0 porcentaje LSD)
En la tabla 8 se presenta las pruebas de rango multiple, esta tabla aplica un procedimiento
de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente diferentes de
otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de
medias. Se ha colocado un asterisco junto a un par, indicando que este par muestra
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. Se han
identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma
columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un
riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la

diferencia real es igual a 0.
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Tabla 8. Pruebas de Rango Mdltiple

Medio Casos Media Grupos Homogéneos
PDA 5 3,72 X

MEA 5 4,3 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
MEA — PDA * 0,58 0,15

* indica una diferencia significativa.
En la fotografia 8, se presenta la técnica de medicion de la velocidad de crecimiento del

Monascus, la cual fue realizada utilizando una cinta métrica.

Foto 8. Medicion de la velocidad de crecimiento del Monascus
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Conclusiones

El mejor medio para la produccion de Monascus purpureos es agar extracto de malta
(MEA) con 4,3 mm/dia de velocidad de crecimiento lineal promedio; coincidiendo de esta
manera con lo expuesto por Velazquez (2013), Ajdari y col. (2011); en que el mejor medio de

cultivo es MEA en relacion a PDA, para favorecer el crecimiento celular de Monascus spp.

3.4 Propuesta de catalogo de cepas microbianas puras de Monascus spp. para su
conservacion en el Banco de Recursos Genéticos Microbianos (BRGM).
El objetivo especifico del presente acapite es “Disefiar un catalogo de cepas microbianas
puras para su conservacion en el Banco de Recursos Genéticos Microbianos (BRGM), y de

esta manera contribuir con la conservacion del recurso fingico ecuatoriano.

Es importante contar con un formato de registro que facilite sistematizar los mejores
resultados en la reproduccion y conservacion de cepas de Monascus spp. ecuatorianas, y su
inclusion en el manejo del banco de recursos genéticos microbianos, garantizando de esta
manera la operatividad en el futuro aprovechamiento del recurso fungico de manera

sustentable.

De ésta manera solventamos informacion y herramientas técnicas que viabilizan la
implementacién del banco de recursos genéticos microbianos, en el manejo sustentable de
especies fangicas cuyas caracteristicas son potenciales para el desarrollo de la Biorefineria en
el Ecuador; para esto es importante el trabajo mancomunado en la generacion de informacion
tanto del aislamiento, identificacion, caracterizacion, produccion y conservacion de cepas
puras de especies que permitan producir materias primas de importancia industrial a partir de

la biodiversidad fungica ecuatoriana.
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Con estos antecedentes se propone el catalogo de cepas microbianas puras de Monascus

spp. como se aprecia en el Anexo 2, presentando la siguiente estructura:

Generalidades

Taxonomia.

Especies — Sindnimos.

Descripcion macroscopica.

Habitat.

e Usos.

Ficha técnica

e Medios y condiciones de cultivo.
e Condiciones para conservacion.

e Registro de la muestra.

4  CONCLUSIONES

e Larevision bibliografica y su experimentacion aplicada en cepas nativas de Monascus
Purpureus aisladas e identificadas a partir de la fermentacion solida de trigo,
determinaron el desarrollo de protocolos para el crecimiento y conservacion de esta
especie en el Banco de Recursos Genéticos Microbianos, generando conocimiento
cientifico que puede aportar al desarrollo biotecnoldgico del pais.

e La persistencia de la viabilidad presentada por la cepa nativa de Monascus purpureus
luego de proceso de liofilizacién, garantiza la conservacion de la especie y el

aprovechamiento sustentable de este recurso fungico en el tiempo, abriendo la
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posibilidad de generar estudios de laboratorio que permitan producir metabolitos de
interés comercial a partir de la cepa conservada.

e El catalogo especifico de la cepa nativa de Monascus purpureus elaborado en el
presente trabajo de investigacion, representa una herramienta técnica de capacitacion

para la poblacion interesada en el conocimiento de ésta especie.

5 RECOMENDACIONES
« Aislar, identificar y caracterizar nuevas especies nativas del género Monascus spp.
que permita incrementar el patrimonio del banco de recursos genéticos microbianos

(BRGM) del pais.

» Desarrollar nuevos estudios sobre tecnologias de produccién aplicadas a la cepa
nativa de Monascus purpureus a escala de laboratorio, que permitan producir metabolitos

de interés industrial.
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7 ANEXOS

Anexo 1. Certificacion de Identificacion — Cepa Monascus Purpureus.

e Acuerds Minisferial: 026 [17-03-2009)
f'@ 4 Regisiro Oficial: 579 [28-04- 2009)
£ R RUC: 1091728237001

R (0

Ibarra, 19 de mayo de 2016

Detalle de Resultadoes
Ingreso: CEBA /Elever Ayala
Muestra: CEBA-FSASITE-mp-010116
Actividad: Aislamiento e identificacion a nivel de especie del Bioproducto Monascus spp.
Técnico Responsable: Dr. Gualberto Léon, PhD
Fecha: 19/052016
1. Estndio: Aislamiento e inspeccidn microbioldgica de Monaseus spp.
2. Detalles técmicos:
2. Muestras usadas: Muestra de Monascus en bolsa de polietileno con tigo dencminado:
Micelio de Meonascus spp.
Método de determinacion: aislamiento microbiolégico.
Procedimiento: Se recolectd una porcién homogénea de Bioproducto, se sembraron por
duphicado tres repeticiones en medio nutniente, adicional se utilizé un control negative (sin
cepa) yun Control positive (cepa de referencia aislada CEBA).
s Se documentd el crecimiento tras 1.2, 3 4, 3, 6 y dias 30° C.
* Se observd e mnspecciond la coloma mediante microscopia.

Resultados:

Se aislaron colonias aparentemente iguales al testigo que mediante mspeccién micToscopica
se 1dentificaron como Menascus spp. debide a su semejanza tanto el cultivo y en estructuras

sexuales (esporas).

Se identifica como:

Eeino: Fungi

Filo: Ascomycota
Clase: Eurctiomycetes
Orden- Eurotiales
Familia: Monascaceae
Género: Monaseus

Especie: Purpureus

Calle Bolivar 13-118 [of. 11) y Av. Teodoro Gomez de o Tome, Cel. 0995797813,
wwwoebgorges gebgecugdorfigmailcom lbaro-Ecuador

Anexo 2. Catalogo de cepas microbianas puras de Monascus spp.
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