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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se utiliz6 para la produccién de
pigmentos la cepa de Monascus purpureus 2955 proporcionada por el
Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad Autonoma de Coahuila,
Saltillo, Coahuila. El trabajo fue dividido en 4 etapas en las cuales se analizo: i) El
efecto de la composicion del medio de cultivo y factores externos sobre la
produccién de pigmentos por Monascus purpureus en cultivo en placa, ii) La
caracterizacion de los soportes utilizados (residuos agroindustriales), iii)) La
produccion de pigmentos en diferentes residuos agroindustriales en fermentacion
sélida y iv) La produccién de pigmentos en cultivo liquido empleando los residuos
agroindustriales analizados en el cultivo solido. De acuerdo a los resultados
obtenidos en la primera etapa se observo que el medio de cultivo afecta el
crecimiento y la produccion de pigmentos por Monascus purpureus. El crecimiento
radial de la cepa fue mayor en el medio Agar de Dextrosa Saboraud (SDA) en un
tiempo final de 336 h de incubacion; sin embargo la produccion de pigmentos fue
mayor en el medio Agar de Extracto de Malta (MEA) (2.755 UA495nm), ajustado a
un pH de 5y a una temperatura de 30° C. La caracterizacion de los residuos
agroindustriales, punto critico de humedad (PCH), 7 presentaron un PCH menor o
igual del 40 % mientras que 9 presentaron un alto indice de absorcién de agua,
arriba de 6.9 g gel/g de soporte seco. La mayor produccion de pigmentos por
Monascus purpureus en los residuos agroindustriales evaluados fue obtenida en
Aloe vera en fermentacion soélida (1.401 UA4s nm) Y €n fermentacion liquida (3.78

UA495 nm)-
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1. INTRODUCCION

1.1 COLORANTES NATURALES

Durante milenios, los colores han fascinado a la humanidad. Por muchos
siglos, las materias primas naturales sirvieron como fuente exclusiva para los
colorantes; para lo cual se usaban plantas, animales y minerales. Hay pigmentos
gue se producen de manera natural, como es el caso de los ocres y los éxidos,
gue eran utilizados en la prehistoria para la decoracién de los cuerpos o para las

pinturas rupestres.

Los pigmentos se definen como sustancias quimicas que imparten color a
otros materiales por el efecto Optico de la refraccion de la luz del sol, aunque
también pueden ser definidos como sustancias en polvo que cuando se mezcla

con un liquido vehiculo, imparte color a una superficie (Wani y col., 2004).

1.2 PIGMENTOS MICROBIANOS

Las fuentes originales de pigmentos naturales han sido las plantas y tejidos
de insectos, sin embargo también es posible producir pigmentos a través del uso
de microorganismos (Figura 1.1) Dentro de los microorganismos estudiados
para la produccién de pigmentos encontramos bacterias, levaduras, actinomicetos,
algas, y hongos filamentosos (Benavente —Valdés, 2011). (Ogihara y col., 2001;
Ginka y col.,, 2004; Zhang y col., 2006; Mapari y col.,, 2008). Estos

microorganismos se han estudiado para conocer la naturaleza quimica de los
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componentes causantes del color producido, asi como su biosintesis y sus

aplicaciones en diversas éareas Por otro lado, la produccion comercial de

pigmentos de origen fungico es limitada, esto debido a los altos costos de

produccién y baja productividad en muchos casos. Entre los pigmentos

microbianos mas comunes podemos citar a los carotenoides, flavonoides,

pigmentos proteicos, azafilonas, , antraquinonas, etc. (Morales-Oyervides, 2011).

(a) Hongo (b) Levadura (c) Bacteria (d) Microalga

Figura 1.1 Microorganismos productores de pigmentos: (a) Penicillium
purpurogenum, (b) Phaffia rhodozyma, (c) Serratia marscences, (d) Chlorella

vulgaris.

Dichos compuestos son utilizados en diversas industrias, lo que incrementa
su demanda, por lo que cada dia se buscan fuentes super-productoras o bien se
modifican las fuentes existentes para incrementar la produccién. El empleo de
microorganismos, especialmente los hongos filamentosos, ha traido consigo la
generacion de nuevas tecnologias y nuevos pigmentos; asi mismo, la obtencién
de estos productos puede reemplazar en gran parte el uso de colorantes quimicos
0 sintéticos. Los hongos filamentosos han sido estudiados en su actividad

b
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metabdlica, por la generacion de una cantidad de metabolitos tanto primarios
como secundarios (como los pigmentos), ademas de su capacidad de produccion

extracelular y facilitar los procesos fermentativos (Carvalho y col., 2003).

Uno de los microorganismos mas comunmente usados para la produccion
de pigmentos comerciales es el hongo Monascus spp. (Teng y Feldheim, 2001),
sin embargo se ha reportado que durante la produccion de pigmentos este hongo
también produce una mico-toxina denominada citrinina, lo cual ha limitado su

aplicacion en alimentos (Liu y col., 2005).

1.3 PIGMENTOS PRODUCIDOS POR Monascus

El hongo Monascus spp. Es capaz de sintetizar muchos metabolitos
secundarios, tales como pigmentos, monacolinas, acido y-aminobutiirico, acido
dimerumico y otros (Chen y Hu 2005; Cheng y col., 2010; Hong y col., 2012;
Juzlova y col., 1996; Knecht y col., 2006; Liu y col. 2011; Wild y col. 2002). Los
pigmentos producidos por Monascus han sido ampliamente utilizados en la
industria alimentaria, especialmente en paises como China, Japdn y otros paises
del sureste asiatico (Dufossé y col. 2005) para preparar un arroz fermentado, que
encuentra diversas aplicaciones que van de conferir color a productos como el
vino, el queso y la carne, usos medicinales y como conservante de carne (Wong &
Koehler, 1981). Por otra parte los pigmentos producidos por Monascus poseen
una amplia gama de actividades biologicas, tales como propiedades anti-
mutagénicas y propiedades anticancerigenas (Akihisa y col., 2005a; I1zawa y col.,

1997; Su y col.,, 2005), propiedades antimicrobianas (Kim y col., 2006b;
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Martinkova y col., 1995, 1999), presentan caracteristicas con potencial de anti
obesidad (Kim y col., 2007a, b); asi mismo pueden ser utilizados en el area textil

(Velmurugan y col. 2010a, b).

Debido al alto potencial de los pigmentos de Monascus spp. Como aditivos
alimentarios; este microorganismo se estudid con mas intensidad en la dltima
década (Martfnkova y col., 1995; Zhang y col., 2000, Babitha y col., 2006). No solo
en paises orientales se han utilizado estos pigmentos naturales, también los
pigmentos rojos de Monascus se utilizan en paises europeos, y en Estados Unidos
como sustituto de nitritos para el curado de carne, por ejemplo los embutidos, los
cuales deben su color rosa a la accion de los nitritos sobre la mioglobina, (Chen 'y
Hu 2005;). De esta manera, se puede evitar el uso de compuestos nitrogenados
en alimentos, disminuyendo el riesgo de padecer algun tipo de cancer por el
consumo de estos productos. En el continente asiatico han sido utilizados para
colorear alimentos, ; como conservadores de carne y pescado, como agentes de
sabor debido a sus aromas y sabores especiales (Lin y col.,, 2008), y en la
produccion de vino de arroz rojo (Maeda y col.,, 2007), y en la industria

farmacéutica y textil. (Benavente-Valdés., 2011)

1.4 SISTEMAS DE CULTIVO EN LA PRODUCCION DE PIGMENTOS DE Monascus

El sistema de cultivo es un punto muy importante para la producciéon de
pigmentos y también un tema de controversia. Siendo el sistema de cultivo la

matriz de crecimiento de los hongos filamentosos, debe ser considerada en todas
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las etapas de escalamiento y de optimizacién de los procesos biotecnoldgicos en
donde se producen metabolitos de importancia para muchas industrias. Asi,
dependiendo del tipo de microorganismo, sera el sistema de cultivo a emplear
para lograr los mejores rendimientos en la produccion de pigmentos, sabiendo
gue los resultados pueden variar de un sistema a otro, inclusive con la misma
cepa (Carvalho y col., 2003).

La fermentacion en estado solido y la fermentacion en estado liquido han
sido los procesos mas utilizados para la produccion de pigmentos por Monascus.
Los pigmentos producidos a partir de la fermentacion solida pueden ser
directamente utilizados como colorantes (Liu y col., 2010) mientras que para los
pigmentos producidos a partir de la fermentacion liquida los pigmentos necesitan

ser extraidos antes de ser usados como colorantes (Gong y col., 2002).

Para la fermentacion en estado soélido comercial, hay poca informacién
disponible sobre los principales factores que influyen en la produccién de
pigmentos. La fermentacion en estado sélido es un proceso convencional utilizado
para la produccion de pigmentos por Monascus en China, donde el
microorganismo es inoculado en charolas con arroz e incubadas
aproximadamente por 20 dias en un cuarto de humedad y temperatura
controladas (Dufossé y col., 2005). Comparado con la produccion de pigmentos
por fermentacion en estado liquido, los pigmentos producidos por fermentacion en
estado solido presentan mayores ventajas entre las cuales se pueden mencionar:
una técnica mas simple, menos inversion de capital, menores niveles de inhibicion

por producto, una mejor recuperaciéon del producto y un mayor rendimiento (Joshi
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y col., 2003; Lee y col., 2002). Sin embargo, la fermentacion en estado liquido es
una alternativa muy atractiva debido a que es mas facil de manejar, requiere
menores tiempos de incubacion, menores costos de produccion y una mayor
calidad del producto (Silveira y col., 2011). Las fermentaciones empleando
Monascus para producir pigmentos son llevadas principalmente en cultivos soélidos
(Johns y Stuart, 1991), sin embargo los rendimientos han sido demasiado bajos

para permitir la produccion a escala industrial (Kimy col., 2002).

1.5 VARIABLES DE CULTIVO EN LA PRODUCCION DE PIGMENTOS DE Monascus

Los principales parametros en la produccion de pigmentos por fermentacion
en estado solido son el contenido de humedad, temperatura, pH, tipo de sustrato y
la presion parcial de oxigeno (Carvalho y col., 2006; Dufossé y col., 2005; Han y
Mudgett, 1992). Por ejemplo, los maximos rendimientos de pigmentos obtenidos
por M. purpureus ATCC 16365 fueron obtenidos a una presion parcial de oxigeno
de 0.5 atm mientras que la produccion fue completamente inhibida a 1.0 atm de
presion parcial de diéxido de carbono (Han y Mudgett, 1992). Respecto a la
produccion de pigmentos por Monascus en fermentaciéon en estado liquido, existen
muchos factores como fuente de carbono, fuente de nitrégeno, pH, temperatura,

minerales, presion parcial de oxigeno, entre otros.
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1.5.1 Fuente de carbono

Las fuentes de carbono para la produccion de pigmentos por Monascus
incluyen principalmente almiddn, varios monosacaridos, oligo y polisacaridos, los
cuales presentan diferentes efectos en el crecimiento y la produccion de
pigmentos. Por ejemplo, la glucosa y sus oligo y polisacéaridos resultaron mejores
carbohidratos que la maltosa y fructosa para el crecimiento y produccion de
pigmentos por Monascus sp. TTWMB 6042 (Lin y Demain 1991). Existe también
un efecto de la fuente de carbono sobre las caracteristicas colorimétricas de los
pigmentos producidos por Monascus. Por ejemplo, cuando se utilizé maltosa y
glucosa como fuentes de carbono, Monascus purpureus produjo principalmente
pigmentos color café oscuro, mientras que cuando se utilizé sacarosa como fuente
de carbon produjo pigmentos mas claros (Joshi y col.,, 2003). Asi mismo, la
maltosa comparada con la glucosa fue una mejor fuente de carbon para la
produccion de monascorubramina por Monascus purpureus (Tseng y col., 2000).
Ademas de los carbohidratos ya mencionados, se han utilizado con éxito algunos
residuos agroindustriales para la produccién de pigmentos, tales como el olote de
maiz (Lin y col.,, 1992, Velmurugan, 2009) el cual contiene considerable
cantidades de polisacaridos (tales como la celulosa y hemicelulosas), que
promueven el crecimiento del hongo y de esa manera aumenta el rendimiento de
pigmentos. Estudios realizados con Monascus spp. Han demostrado que la
presencia de sustratos ricos en almidon, como el arroz, favorecen la produccion de
pigmentos. Su (1983), demostré que el empleo de arroz como fuente de carbono,
incrementa la produccién de pigmentos, comparado con otras fuentes, como
glucosa, almidon de papa y de maiz.
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1.5.2 Fuente de nitrégeno

La fuente de nitrdgeno también ejerce un efecto muy importante en la
produccion de pigmentos. Al igual que la fuente de carbono, el empleo de fuentes
complejas y organicas favorece la produccion de pigmentos en comparaciéon con

fuentes inorganicas (Cho y col., 2002).

1.5.3 pHy temperatura
Los rendimientos maximos de pigmento producidos por Monascus

purpureus se obtienen generalmente en el pH inicial de 5.5 a 6.5.

Generalmente; Monascus spp. Crece mejor entre 25 a 32 ° C, igualmente
a estas temperaturas se obtiene los mejores resultados para la produccion de
pigmentos (Hu y col., 2012; Joshi y col., 2003, Liu y col., 2007; Mohamed y col.,
2009). Existe diferencia en la produccion de pigmentos a diferentes temperaturas
de cultivo. Ahn y col (2006), demostraron que cuando Monascus spp. J101 se

cultivé a 25 °C, el rendimiento pigmentos era 10 veces mas que a 30 °C.

1.5.4 Presion parcial de oxigeno

La presion parcial de oxigeno alta es tdéxica para Monascus spp, ya sea
debido a la inhibicibn de las enzimas esenciales para el crecimiento del
microorganismo, la produccion de radicales libres y compuestos reactivos, tales
como el peroxido de hidrogeno, superdxido, o radicales hidroxilo o un

desplazamiento del equilibrio redox en el interior la célula pueden perturbar las
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reacciones de la biosintesis en la produccion de pigmentos (Onken y Liefke,

1989).

1.5.5 Humedad inicial

Se han empleado diferentes sustratos agroindustriales, tales como polvo de
semilla de yaca (jackfruit), con especial atencién en el control de la humedad del
sistema, encontrando que a una humedad inicial de 50 % se obtienen los mejores
resultados de produccion de pigmentos, asi mismo, a valores de humedad entre
50 y 60 % se incrementa la actividad amilasa y glucoamilasa, con lo que se
obtiene mayor sustrato disponible para el crecimiento de Monascus spp. Y la

produccién de pigmentos.

1.5.6 Metales

Los iones metélicos, especialmente de Zn #* y Mg®* afectan en gran medida
el crecimiento y la produccién de los pigmentos de Monascus spp. (Bau y Wong,
1979; Lin y Demain, 1993). Por ejemplo, el crecimiento y la produccion de los
pigmentos de M. purpureus casi se detuvo cuando las concentraciones de Zn*
fueron entre 2 x 10 y 3 x 10 Molar en medio liquido, pero las condiciones en
medios sélidos fueron opuestas con la cepa NIIS, se inhibe el crecimiento y la

pigmentacion respectivamente, a 5 x 10 Molar de Zn?* (Bau y Wong, 1979).
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1.5.7 Otros microorganismos productores de pigmentos

1.5.7.1 Pigmentos en levaduras

En el grupo de las levaduras se han utilizado microorganismo con uso
industrial especifico, como por ejemplo, Phaffia rodozyma (Carvalho y col., 2003;
Duran y col., 2002; Fontana y col., 1996; Lim y col., 2002), la cual es usada en
la produccién de astaxantina, pigmento que tiene un mercado bien establecido a

nivel mundial.

1.5.7.2 Pigmentos bacterianos

Dentro de las bacterias encontramos a Serratia spp. (Kim y col., 1999);
Vibrio cholerae (Coyine y col., 1992); Streptomyces spp. (Gerber y Wieclawek,
1966) y Escherichia coli transformada genéticamente para la produccion de
carotenoides (Yokoyama y col., 1998); sin embargo, estos microorganismos son
menos empleados para la produccion de pigmentos debido a que algunos son

productores de toxinas.
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2. JUSTIFICACION

Los colorantes sintéticos son hoy en dia los pigmentos mas utilizados
debido a su gran variedad de colores y su bajo costo (Pattnik, 1997). Sin
embargo, la demanda por colorantes sintetizados quimicamente ha ido
decreciendo, debido a que recientes estudios han reportado que estos colorantes
artificiales presentaron efectos adversos a la salud como cancer de piel y alergias
(Kumar y Sinha, 2004). Esto ha atraido la atencion por el desarrollo de
bioprocesos para la produccion de pigmentos naturales, como los de origen
microbiano y asi sustituir los pigmentos sintetizados quimicamente. Las diversas
industrias que buscan seguir e implementar estos procesos, en su mayoria se
encuentran enfocadas a la elaboracién continua de productos farmacéuticos,
alimenticios y agroindustriales (Bommarius y Riebel, 2004; Pinheiro y Marsaioli,
2007). Po tales motivos es conveniente encontrar nuevas fuentes para la

produccion de pigmentos de origen natural.

Debido al alto costo de la tecnologia utilizada para la produccion de
pigmentos microbianos en escala industrial, es necesario el desarrollo de procesos
de bajo costo para la produccion de estos pigmentos, los cuales podrian remplazar
los pigmentos sintéticos. Diversos estudios han demostrado que el uso de
sustratos baratos en la fermentacién en estado solido puede lograr este objetivo.
En la fermentacion en estado solido, el substrato no solo suministra los nutrientes
necesarios para que el microorganismo crezca, sino que también sirve como
soporte para las células (Pandey, 2003). En afios recientes, la fermentacion en

estado solido ha generado mucho interés para la produccion de metabolitos
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primarios y secundarios. La fermentacion en estado solida representa un habitat
mas adecuado para el crecimiento del microorganismo, con una alta produccion y
un costo del proceso relativamente bajo usando residuos agroindustriales como
substrato (Pandey y col., 2001). Varios residuos agroindustriales han sido
utilizados para la produccién de pigmentos tales como arroz, salvado de trigo,

yuca entre otros.

Sin embargo existen otros residuos que adn no han sido estudiados como
substratos para la produccion de pigmentos, dentro de los cuales algunos se

producen en grandes cantidades a nivel local, regional y nacional.

Por tal motivo, la utilizacion de residuos agroindustriales como materia
prima de bajo costo para la produccién de pigmentos microbianos esta generando
interés. El aprovechamiento de los residuos agroindustriales constituye una
alternativa para solucionar los problemas de contaminacion que se generan en la
industria, ademas de promover la creacion de ciencia y tecnologia dedicadas a la
produccion de pigmentos para su posterior aplicacion; abriendo de esta manera
nuevas oportunidades de generacion de empleos y haciendo a las empresas

mexicanas mas competitivas.
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3. HIPOTESIS

La cepa de Monascus purpureus 2955 serad capaz de crecer y producir
pigmentos en al menos uno de los residuos agroindustriales evaluados como

Unica fuente de carbono y nutrientes.
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4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Producir pigmentos por Monascus purpureus 2955 utilizando residuos

agroindustriales no convencionales en fermentacion sélida.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto del medio de cultivo en el crecimiento y la produccion de
pigmentos por Monascus purpureus 2955.

e Determinar el efecto del pH y la temperatura en el crecimiento de Monascus
purpureus 2955.

e Caracterizar fisicoguimicamente cada uno de los sustratos utilizados
(residuos agroindustriales) para la produccion de pigmentos.

e Producir pigmentos empleando Monascus purpureus 2955 en fermentacién
sélido y comparar la produccion con cultivos liquidos empleando residuos

agroindustriales no convencionales.
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5. REVISION DE LITERATURA

5.1 FERMENTACION

La fermentacion microbiana es aquel proceso donde ocurre la
transformacion de ciertas materias organicas bajo la accion de enzimas
segregadas por microorganismos y que tiene una naturaleza bioquimica. Este
proceso tiene lugar en ambientes aerdébicos o anaerébicos y en él, se degradan
sustancias organicas en compuestos intermedios que actian como donadores y
aceptores de electrones con liberacion de energia. Es decir, que es un proceso de

oxido-reduccion (Casp y Abril, 2003; Prescott y col., 2003).

En el transcurso del proceso fermentativo, el microorganismo va
aumentando su concentracion y al mismo tiempo, el medio se va modificando y se
forman productos nuevos como consecuencia de las actividades catabolicas y
anabdlicas de dichos microorganismos. El fermentador (reactor) tiene dos
objetivos primordiales: a) proporcionar oxigeno a las células que se estan
cultivando en suspension y b) mantener las condiciones ambientales basicas
(como la temperatura, el oxigeno disuelto y el pH), en los niveles que sean
optimos para la produccion del metabolito de interés (Galindo y col., 2007; OEA,

2006).

En el transcurso de la fermentacion hay 4 fases de crecimiento, por las

cuales pasa el microorganismo a través el tiempo, estas fases se muestran en la
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Figura 5.1 y son la fase logaritmica, fase exponencial, fase estacionara y fase de

muerte o declinacion (Willey y col., 2008).
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Figura 5.1 Evolucién de la biomasa, sustrato y producto para diferentes tipos de
fermentaciones.

La fermentacién en medio sélido (FMS) ha aparecido como una tecnologia
potencial para la obtencion de productos microbiologicos, los cuales son de
utilidad en las industrias alimenticia, quimica y farmacéutica. La utilizacion de los
residuos agro-industriales como sustratos en los procesos de fermentacion en
medio solido proporciona una alternativa de utilizacion, no obstante que parecian
no tener aplicacion alguna. El desarrollo de bioprocesos y productos mediante
fermentacion en estado solido ha mantenido un interés creciente en los ultimos

afos. Muchas investigaciones se realizan en este tema, fundamentalmente;
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dedicadas al enriquecimiento proteico de los residuos agroindustriales de la
produccion azucarera. Tanto la cafla de azucar como sus residuos
agroindustriales se utilizan en la produccion de alimento animal enriquecido en

proteina por FMS.

Estas fermentaciones pueden llevarse a cabo tanto en medio liquido como
en medio sdélido. Una fermentacién sumergida o en suspension (FS), es aquella
gue se lleva a cabo con los agentes bioldgicos inmersos en fase acuosa (Garcia y
col., 2002). En contraparte, la fermentacion en estado solido (FES) es aquel
proceso bioquimico, que aprovecha el crecimiento de microorganismos en un
medio o matriz solida, con una humedad entre 12 y 80 por ciento. La FES ocurre
naturalmente en muchos sustratos. Por ejemplo, la madera en descomposicion y
una gran variedad de procesos de alimentos, como en la maduracion del queso,

el vino de arroz, el mijoy la salsa de soya.

Una de las FES mas antiguas y que, al mismo tiempo es una solucion
ecolégica al problema de los desechos putrescibles, ha sido el llamado
composteo vegetal, humificacion o “produccion de abono” organico (Alfonso,
2005). Otros ejemplos de productos de la fermentacién en estado soélido incluyen
la produccion de enzimas industriales, combustibles y nutrientes para el
enriquecimiento de alimentos para animales. La fermentacion en estado soélido
(FMS), es una tecnologia con origenes ancestrales y consiste en una fermentacion
con sélidos en ausencia (o cerca a la ausencia) de agua con libre flujo. En este
proceso, el sustrato debe poseer la humedad suficiente, para que el
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microorganismo crezca y se desarrolle metabolicamente. Este tipo de
caracteristicas, le confiere a la SSF distintas ventajas sobre la fermentacion liquida
o sumergida (SmF), como lo son la simplicidad del medio, maquinaria poco
compleja, mayores rendimientos de producto, demanda de energia reducida

(Gupta y Kar, 2008), bajo empleo de agua y baja posibilidad de contaminacién.

5.2 DIFERENCIAS ENTRE LA FERMENTACION SUMERGIDA (FS) Y LA
FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO (FES)

En general, la fermentacion en estado soélido es simple, en términos del
equipo y del control del proceso, es menos costoso y con frecuencia ofrece
mejores resultados si se le compara con la fermentacion sumergida (Papagianni y
col., 2001). Las diferencias basicas entre la FES y la FS de acuerdo con Ruiz y

col. (2007) se resumen como sigue:

1. En FES, la distribucién microbiana se produce en una superficie solida, y el
crecimiento microbiano y la formacion del producto también se producen
principalmente en la superficie. El sustrato no es uniforme y no es facil
agitarlo. El cultivo se hace al medio ambiente, por lo tanto, es heterogéneo.

2. El contenido de humedad de una FES es normalmente bajo, en funcion de
las caracteristicas fisicas o quimicas del sustrato. Para los medios de
cultivo con alto contenido de humedad, la aireacion constante es dificil.

3. El calor derivado del metabolismo y el crecimiento del microorganismo

aumenta la temperatura del sustrato solido y causa pérdida de la humedad.
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4. En la FES se suele usar como sustratos, materiales naturales como por
ejemplo, cereales, soja, la biomasa agricola y de residuos sélidos.

5. Los microorganismos crecidos en la FES generalmente son hongos que
pueden producir enzimas para degradar el material y penetrar en el sustrato
solido.

6. La agitacion del sustrato en camas es muy dificil y el cultivo es
normalmente estacionario, a excepcion de los procesos realizados en

fermentadores de tambor rotatorio y de lecho fluidizado.

5.2.1 Ventajas de la fermentacion en estado soélido (FES)

Entre las ventajas que presenta la FES con respecto a la FS, se tiene:

1. La FES es relativamente resistente a la contaminacion bacteriana, puesto
gue el crecimiento bacteriano esta limitado por la baja actividad de agua,
asi que rara vez ocurre la contaminacion en un medio sdlido.

2. Los fermentadores son compactos, es decir que la carga volumétrica del
sustrato es mucho mayor en la FES que en la FS, porque el grado de
humedad es menor.

3. El tratamiento de los residuos de la fermentacidén es muy sencillo en la FES,
ya que el contenido de humedad en los residuos de la fermentacion es muy
bajo, pueden ser secados y usados como piensos para animales o abono.

4. La utilizacion microbiana de gases del oxigeno reduce los costos por el uso

de energia para la aireacion.
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5.2.2 Desventajas de la fermentacion en estado solido (FES)

Ruiz y col., (2007), indican que la FES tiene como desventajas:

1. La agitacion del sustrato en cama es dificil. Por lo tanto, la distribucion de la
masa celular, los nutrientes, la temperatura, el contenido de humedad, etc.,
es irregular, lo que resulta en una mezcla heterogénea fisioldgica, fisica,
guimica y en medio ambiente del sustrato en cama. Esta complejidad hace
gue el control del proceso sea muy dificil.

2. El Unico medio para controlar la temperatura del cultivo es la aireacion.

3. La determinacion del crecimiento microbiano y otros parametros
fermentativos es muy dificil.

4. La microflora se limita a aquellos capaces de crecer con bajo contenido de
humedad. Mohos u otros hongos filamentosos son adecuados, pero el

crecimiento bacteriano es raro, a excepcion de las bacterias xerofilas.

A pesar de que la fermentacion en estado sélido (SSF) se ha practicado
durante siglos en la preparacion de alimentos fermentados tradicionales, su
aplicacion a los productos mas nuevos en el marco de la biotecnologia moderna
es relativamente restringida. Se considerd para la produccion de enzimas en el
afio 1900 y para la produccion de penicilina en la década de 1940, pero el interés
en SSF se desvaneci6 con los avances en tecnologia sumergida en cultivo liquido.
El predominio actual del SLF no es sorprendente: para la mayoria de los productos
de fermentacién, que da mejores rendimientos y es mas facil de aplicar. Es

notoriamente dificil de controlar las condiciones de fermentaciéon en SSF; estas
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dificultades ya son evidentes a pequefia escala en el laboratorio y son agravados
con el aumento de escala. Sin embargo, hay circunstancias particulares y los
productos para los que la tecnologia SSF es apropiado. Por ejemplo, un deseo de
reutilizar los desechos solidos organicos de la agricultura y el procesamiento de
alimentos en lugar de simplemente descartando los lleva naturalmente a la
utilizacion de SSF. Ademas, algunos productos microbianos, tales como enzimas
de hongos y esporas, entre otros, se producen en mayor rendimiento o con

mejores propiedades en el medio ambiente que ofrecen los sistemas SSF.

Con el reconocimiento del potencial de la SSF, un renacimiento del interés
comenz6 a mediados de 1970. Sin embargo, la base tedrica para la SSF
tecnologia de biorreactores s6lo comenzo a establecerse en 1990. Antes de esto,
hay muchos ejemplos de biorreactores para la SSF, especialmente los utilizados
en la industria de koji, pero habia poca o ninguna informacién acerca de la
eficiencia de los procesos de transferencia de masa y calor dentro de ellos. El
trabajo que se ha llevado a cabo durante los ultimos 15 afios es suficiente para

establecer una base general de los principios de ingenieria de biorreactores SSF.

Las condiciones ambientales, tales como la humedad, la actividad del agua, el
pH, la temperatura, la concentracion y disponibilidad del sustrato, la aireacion, el
tamafio de particulas y la forma de inoculacion afectan significativamente el
crecimiento y la formacién de productos. En el cultivo liquido agitado, el control de
las condiciones ambientales es relativamente simple, ya que estos sistemas son
homogéneos desde el punto de vista de la concentracién celular, nutrientes y

productos. Sin embargo, se presentan serios problemas en los sistemas sélidos
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con el mezclado, la transferencia de oxigeno, el intercambio de calor y el control
de la humedad y el pH, debido principalmente a la heterogeneidad y la

consistencia del sistema.

En este tipo de fermentaciones, la humedad del medio puede variar entre
30 y 80% (Oriol y col., 1988), en dependencia del sdlido utilizado, del
microorganismo y el objetivo del proceso. La actividad del agua no sélo va a
afectar el crecimiento del microorganismo que en el sistema se desarrolle, sino
también los productos de interés obtenidos a partir del metabolismo de dicho

microorganismo.

Hoy se reconoce que no es solo la cantidad de agua presente en el sistema
la que ejerce su influencia sobre la eficiencia del proceso, sino el caracter de las
interacciones entre el agua y el medio solido. Por eso no es contradictorio
observar que un mismo microorganismo se desarrolle plenamente en dos

sustratos diferentes con porcentajes de humedad bastante disimiles.

El pH es otra variable que afecta el desarrollo de los procesos de
fermentacion en estado solido, al igual que lo hace en otro tipo de cultivos. Este se
puede ver afectado por la secrecion de acidos, o algunos otros metabolitos
durante el proceso. Hablando de la fermentacion en medio sélido, el control es
algo complicado mas no imposible; la complejidad es debida a la ausencia de
instrumentos capaces de medir el pH en la capa de liquido que rodea el sélido

(Mitchell y col., 2002).
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Al igual que para cualquier otro organismo, la temperatura es un factor
importante en el crecimiento de éstos, y también para que se lleven a cabo toda
una serie de diversas y multiples reacciones quimicas, de manera que asi puedan
llevar a cabo todas sus actividades celulares. Este factor puede ser considerado
como una variable critica, debido a la alta concentracion de sustrato por unidad de
volumen y a la baja conductividad térmica del sistema heterogéneo solido-liquido-
gas, lo que favorece la acumulacion del calor metabdlico en el sistema y un

aumento de la temperatura del cultivo.

Con el aumento de la temperatura se van a favorecer tres inconvenientes:
la actividad microbiana se desacelera o se detiene; se deshidrata el medio solido,
y el metabolismo se desvia como un mecanismo de defensa ante el calor o ante la

deshidratacion (Gutiérrez y col., 1995).

Al igual que en cualquier otro medio de cultivo, las relaciones entre algunos
de sus elementos son de particular importancia; por ejemplo, carbono-nitrégeno y
fésforo-oxigeno. En la mayoria de los procesos de fermentacion en medio solido
participan microorganismos aerobios; es decir, que para que los microorganismos
puedan crecer requieren de oxigeno, y es por esto que la aireacion es un factor
fundamental para el desarrollo del proceso. La aireacion se utiliza para suministrar
el oxigeno necesario, extraer el dioxido de carbono formado, asi como para
extraer el calor metabdlico formado, de manera que el flujo 6ptimo de aire debe
tomar en consideracion la naturaleza del microorganismo utilizado, los
requerimientos de oxigeno para el crecimiento y/o la formacion del producto
deseado, la velocidad de generacion de calor metabdlico, la concentracién critica
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del dioxido de carbono y otros metabolitos volétiles, el espesor de la masa de

solido.

La aireacion en las fermentaciones en medio sélido es mas facil que las
fermentaciones sumergidas, porque la superficie de contacto es mayor entre el
aire y el liquido que est& absorbido en las particulas (Viniegra y col., 2003). El tipo
de in6culo en las fermentaciones en medio sélido puede ser de dos tipos

fundamentales tanto a nivel laboratorio y a nivel industrial: esporas o micelio.

La fermentacion en medio sélido ha aparecido como una tecnologia
potencial para la obtencion de productos microbiologicos, los cuales son de
utilidad en las industrias alimenticia, quimica y farmacéutica, La utilizacion de los
residuos agro-industriales como sustratos en los procesos de fermentacion en
medio sdlido proporcionan una alternativa de utilizacion, no obstante que parecian

no tener aplicacion alguna.

La férmula elemental de un microorganismo es, aproximadamente, C4H7
O2Ni0 que supone que los componentes de las células son: carbono que
representa alrededor del 50 % del peso seco, oxigeno (32 %), nitrogeno (14 %),
fésforo (3 %), azufre (en torno al 1 %) y otros elementos traza entre los que se

encuentran Fe, K, Mg, Mn, Co, Mb, Cuy Zn.

5.2.3 Otros sistemas de cultivo

Existen sistemas que integran el CMS y el CML, lo cual genera dudas

acerca del tipo de cultivo que realmente se utiliza. Algunos sistemas emplean
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cultivo liquido con particulas de arroz suspendidas en el medio lo que genera un
estado semisdlido. Este sistema se utiliza durante la produccién de pigmentos de
Monascus spp. (Wu y col., 2000), donde hay que controlar los niveles de oxigeno

para permitir una adecuada transferencia de oxigeno en el medio.

5.3 Monascus purpureus

5.3.1 Taxonomia

El hongo M. purpureus es un hongo filamentoso no patogénico de la familia
Monascaceae, de cuyo género Monascus se conocen 39 especies, de las que
cuatro: M. pilosus, M. purpureus, M. ruber y M. froridanus representan la mayoria
de las cepas aisladas de la comida tradicional oriental (Sabater-Vilar y col., 1999).
M. purpureus fue la segunda especie en ser descubierta por el botanico y
mic6logo holandés F.A.F.C. Went en 1895 (F.A.F.C. Went, 2010; Hong y col.,
2008). Se puede encontrar en ecosistemas marinos (Landy y col., 2006),
estuarios y cualquier cuerpo de agua dulce. En el cuadro 5.3 se describe la

taxonomia completa de Monascus purpureus.
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Cuadro 5.3 Taxonomia completa de Monascus purpureus.

Taxonomia
Dominio Eukaryota eukaryotes
Reino Fungi
Subreino Dikarya
Filium Ascomycota
Subfilium Pezizomycotina
Clase Eurotiomycetes
Subclase Eurotiomycetidae
Orden Euritiales
Familia Monascaceae
Género Monascus

5.3.2 Fisiologia

Los hongos varian de mohos microscopicos y levaduras a champifiones
macroscopicos y trufas (Bennet, 1998), son aerobios o anaerobios facultativos y
no se conocen a la fecha anaerobios estrictos (Ochoa-Alvarez, 2004). El cuerpo
de los hongos filamentosos, denominado hifas, consiste de la union de células
alargadas, unas veces seccionadas y otras carecen de division con hifas largas
(células continuas con muchos nudcleos) llamadas hifas cenociticas (Tortora y col.,
1992; Austin, 1993). Normalmente las hifas crecen por elongacién de su punta;
cuando las condiciones son adecuadas, las hifas se entrelazan entre si y forman
una gran masa conocida como micelio, la cual tiene la funcién de obtener los

nutrimentos y de servir de anclaje al sustrato (Tortora y col., 1992; Austin, 1993).
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La especie M. purpureus facilmente se distingue por sus ascosporas como se

muestra en la figura 5.2 de forma esférica de 5 um, o ligeramente ovoide (6x5 pum).

Figura 5.2 Ascosporas de Monascus purpureus (Samson y col., 2002).

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 produccion de
esporas es llamado micelio reproductivo o micelio aéreo. Dependiendo de la
especie la reproduccién puede ser sexual o asexual (Pelczar y col., 1977; Tortora

y col., 1992).

El crecimiento de Monascus es un indicador clave de la sintesis de
pigmentos y otros metabolitos. Los factores fisicos que mas influyen en el

crecimiento de los hongos son: la salinidad, pH, bajo potencial del agua, altas
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concentraciones de iones de sodio, baja temperatura, condiciones oligotroficas de

los nutrientes y presion hidrostatica (Raghukumar, 2008).

5.3.3 Categorias y estructuras de los pigmentos producidos por Monascus

Los pigmentos producidos por Monascus consisten de al menos seis
pigmentos libres (Figura 5.3), dos amarillos, ankaflavina (C23H300s) y monascina
(C21H260s5), dos naranjas, monascorubrina (Cz3H20s5) y rubropunctanina
(C21H220s5) y dos rojos, rubropuctamina (Cz;H23NO4) y monascorubranina
(Ca3H27NO4) (Wong y Koehler, 1983; Blanc y col., 1994). El color puede ser
influenciado por las condiciones del cultivo, en particular el pH y por las fuentes de

fésforo y nitrégeno en el medio (Meyer, 1990).

9 rubropunctatina
CyHys

(M

0 monascorubramina 9 mubropunctamina

Figura 5.3 Estructura quimica de los pigmentos por Monascus, (a-b) pigmentos
amarillos, (c-d) pigmentos naranjas y (e-f) pigmentos rojos (Jung y col, 2003).
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5.3.4 Propiedades de los pigmentos producidos por Monascus.

Los pigmentos producidos por Monascus spp., en especial a partir de la
fermentacion del arroz, han sido utilizados recientemente no so6lo para colorear
alimentos sino por sus multiples compuestos bioactivos. Las monacolinas y
policetidos son el tipo de compuestos mas abundantes en este campo de

moléculas nutracéuticas, beneficiando al organismo de la siguiente manera:

1. Combaten la hipertension arterial, la cual es una condicion médica
caracterizada por un incremento de las cifras de presion arterial por encima
de 140/90 mm Hg y considerada uno de los problemas de salud publica en
paises desarrollados afectando a cerca de 1000 millones de personas a
nivel mundial (Benavente-Valdés, 2011).

2. Efecto antioxidante y proteccion del higado ante los radicales libres, los
cuales recientemente se han relacionado no sélo con el envejecimiento,
sino también con la aparicion de diversas enfermedades- (Benavente-
Valdés, 2011).

3. Reducir los niveles de glucosa sanguinea, ayudando asi al tratamiento de
personas diabéticas(Benavente-Valdés, 2011).

4. Toxicidad ante células humanas cancerigenas (Benavente-Valdés, 2011).

5. Evita el aumento de los adipocitos o células adiposas del cuerpo
(Benavente-Valdés, 2011).

6. Actividad antimicrobiana, lo que hace posible su uso como conservador de

alimentos (Wang y Bau, 1977).
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7. Estimulo al sistema inmunologico o de defensa del organismo (Wang y col.,
1989).

8. Reducir los niveles de colesterol LDL conocido como colesterol malo en la
sangre, ayudando asi al tratamiento de personas con hipercolesterolemia,
afeccion cada vez mas comdn en nuestro pais. Estudios realizados a 79
pacientes demuestran que después de 8 semanas de ingerir pigmentos
especificos de Monascus, sus niveles de colesterol LDL, colesterol total,
triglicéridos y apolipoproteinas se redujeron considerablemente (Rahman y

col., 2008).

5.3.4.1 Solubilidad

Los seis pigmentos bien conocidos (Figura 5.3) de Monascus spp. son
insolubles en agua, pero se disuelven en etanol, acido acético, hexano, etc. (Liny
col., 1992; Sweeny y col., 1981). La solubilidad de los pigmentos en agua se
podria promover mediante la adiciéon de glutamato, leucina, glicina (Lin y col.,

1992; Jung y col., 2003; Jeun y col., 2008; Kim y col., 2007).

5.3.4.2 Temperaturay pH

Por lo general, los pigmentos son muy estables a temperaturas de 30 a 60
°Cy pH 6,0 a 8.0 (Silveira y col., 2011). Sin embargo, algunos pigmentos siguen
siendo estables incluso a altas temperaturas y valores de pH extremos. Por
ejemplo, Li y col. (2003) reportaron que los pigmentos de Monascus anka seguian
siendo relativamente estables a un pH de 11.0 y una temperatura de 150 °C.
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Huang y col. (2011) encontraron que los pigmentos de M. purpureus eran mas

estables a pH bésicos (9.0 a 11.0) que a pH acidos (3.0 a 5.0).

5.3.4.3 Luz

Los pigmentos son sensibles a la luz, especialmente a la luz solar y
ultravioleta, siendo los pigmentos amarillos mas fotoestables que los pigmentos
rojos (Fabre y col., 1993; Mapari y col., 2009). Derivados de aminoéacidos de los
pigmentos solubles en agua son siempre mas estables que los pigmentos
originales (Jung y col., 2011), los derivados de L-fenilalanina de rubropunctamina y
monascorubramina fueron mas estables que los pigmentos originales en presencia
de irradiacion de la luz solar, y las vidas medias de los pigmentos derivados de
aminoacidos fueron 1.45 a 5.58 h, mientras que los pigmentos originales eran sélo

0.22 h bajo la luz solar (Sheu y col., 2000).

5.3.4.4 Otros

Los iones metalicos también pueden afectar la estabilidad de los pigmentos
en cierta medida. Con frecuencia, los pigmentos son estables en la aparicién de
una pequefia cantidad de Na*, Mg®*, K*, AI**, Ca**, Cu**, y Zn**, pero el Fe*'y
Fe?* ejerce un efecto negativo obvio sobre la estabilidad de los pigmentos a las
concentraciones de 20, 40 y 100 ppm (Song y col.,1995; Li y col., 2003; Zhang y

col 2005).
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5.3.4.5 Seguridad

Como colorantes alimentarios naturales, los pigmentos se han utilizado en
industrias de alimentos en los paises asiaticos como China y Japon, desde hace
mas de 10 siglos (Jazlova y col., 1996; Lin y col., 2008; Mohan Kumari y col.,
2009; Jia y col 2010). En China, los pigmentos de Monascus spp. se utilizan
como colorantes en mas de 20 tipos de alimentos y no se ha reportado ninguin
efecto adverso (Wang y col., 2007 Gheith y col., 2008; Kumari-Mohan y col.,

2009).

5.3.5 Extraccion, aislamiento, purificacion e identificacion de los pigmentos

producidos por Monascus

5.3.5.1 Extraccion

La mayoria de los pigmentos de Monascus purpureus son insolubles en
agua (Hajjaj y col., 1997; Qian y Wu, 2010). Los pigmentos totales se suelen
extraer con etanol a diferentes concentraciones (Johns y Stuart 1991; Babitha y
col., 2007; Vidyalakshmi y col., 2009 Lai y col., 2011), los constituyentes de los
pigmentos insolubles en agua se consigue mediante disolventes organicos tales
como n-hexano, benceno, metanol, etanol, entre otros y los solubles en agua paro
los cuales generalmente es utilizada agua destilada (Sweeny y col 1981; Lin y

Lizuka, 1982; Sato y col., 1997).
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5.3.5.2 Aislamiento y purificacion
Los componentes de los pigmentos de Monascus se han aislado y

purificado por cromatografia en columna (CC), cromatografia de capa fina (TLC),
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), electroforesis capilar (CE) y de alta

velocidad a contracorriente en cromatografia (Lin y col 1992; Turner y col., 2009).

5.3.5.3 Identificacion

En la década de 1970, se utiliz6 la resonancia magnética nuclear (RMN)
para la identificacion y aislamiento de los componentes de los pigmentos
(Yoshimura y col., 1975). Hoy en dia, a pesar de RMN es todavia un buen método
para la identificacion de la composicion de los pigmentos, se combina
normalmente con espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis), infrarrojo (IR),
espectrometria de masas (MS), cromatografia de gases (GC), cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) (Akihisa y col., 2005; Loret y Morel, 2010;

Mukherjee y Singh, 2011).

5.3.6 Funciones de los pigmentos producidos por Monascus

5.3.6.1 Propiedades anticancerigenas

Los extractos pigmentados producidos por Monascus tienen actividades
anti-mutagénicas y anticancerigenas en un cierto punto del extracto completo, en
China han encontrado efectos sobre la proliferacion y la apoptosis en las células
de cancer de colon (Hongy col., 2008). En el ensayo de Ames Salmonella, los

pigmentos rojo y amarillo extraidos de M. anka y M. purpureus inhibieron las
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aminas hetero-ciclicos tales como Trp-P-2 (3-amino-1-metil-5H-pirido [4,3 - b indol)
debido a la aceleracion de su descomposicion (Izawa y col., 1997). Otras
investigaciones también han demostrado que los extractos pigmentados poseen
actividades anti-mutagénicos potenciales (Ho y col., 2010; Hsu y col., 2011; Hsu y

Pan 2012).

La monascina mostré actividad inhibidora marcada en la piel de ratédn,
carcinogénesis inducida por peroxinitrito y la luz ultravioleta B (Akihisa y col.,
2005a), pero ninguna citotoxicidad sobre las células (Su y col., 2005) Hep G2
(lineas celulares de cancer humano). La concentracion inhibitoria al 50 % (C150)
de ankaflavina en células Hep G2 y A549 (lineas celulares de cancer humano) fue
de 15 mg / mL, pero ninguna toxicidad significativa en fibroblastos diploides, lineas
celulares normales, tales como células MRC-5 y las células WI-38 en la misma

concentracion (Su y col., 2005).

5.3.6.2 Propiedades antimicrobianas

Los pigmentos libres rubropunctatina y monascorubrina tienen accion como
antibidticos no solo contra las bacterias, sino también contra las levaduras y los
hongos filamentosos (Martinkova y col.,, 1995). Los pigmentos derivados de
Monascus purpureus poseen altas actividades antimicrobianas comparando con
los derivados originales ya que los derivados son mas faciles de ser adsorbidos en
la superficie de la célula bacteriana (Martinkova y col., 1999; Kim y col., 2006;).
Por ejemplo, los derivados de los pigmentos rojos de L-Phe, D-fenilalanina, L-Tyr,

y D-Tyr mostraron actividad antimicrobiana mucho mayores contra bacterias G+ vy
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G- con los valores de concentracion minima inhibitoria (MIC) de 4-8 mg / mL de los
pigmentos rojos originales con MIC de 32 mg / mL, los derivados de los
pigmentos rojos de L-Asp, D-Asp, L-Tyr, y D-Tyr podrian estar en contra de
Penicillium citrinum, Aspergillus niger y Candida albicans, pero los extractos

originales no (Kimy col., 2006).

5.3.6.3 Propiedades antidiabéticas

El pigmento monascina-fue capaz de mejorar la sensibilidad a la insulina a
traves de la via de AKT (serina / treonina proteina quinasas) por PPAR-y
estabilizando la estructura, la prevencion de su fosforilacion, y la inhibicion de la
activacion de JNK (c-Jun N-terminal quinasa) (Lee y col., 2011). La monascina
también confirid varias propiedades orientadas al tratamiento de ratas diabéticas
por reduccién de hiperglucemia, la mejora de la capacidad antioxidante y el tejido
para proteger ademas de una resistencia contra termotolerancia y el estrés
oxidativo en nematodo Caenorhabditis elegans mediante la regulacién de la
insulina FOXO/DAF-16-dependent via de sefializacion (Shi y col., 2012). Estos
hallazgos sugieren que la monascina tiene un potencial terapéutico en la diabetes
y las complicaciones de estrés oxidativo asociadas con la diabetes (Shi y col.,

2012)

5.3.6.4 Regulacion de los niveles de colesterol

El derivado de treonina de pigmentos naranja disminuy6 significativamente

el nivel de lipoproteina de baja densidad (LDL), el aumento de la lipoproteina de
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alta densidad (HDL) y la proporciéon de HDL a LDL en suero de los ratones (Jeun y
col., 2008). Y la actividad inhibitoria contra la HMG (hidroxi metilglutaril)-CoA
reductasa y la lipoproteina lipasa de L-Leu-OEt de PM fue mayor que la de su

derivado de L-Trp in vitro (Kim y col., 2010).

5.3.6.5 Propiedades anti-inflamatorias
Los seis pigmentos bien conocidos de Monascus (Figura 5.3), exhiben

potentes efectos inhibidores sobre la inflamacién inducida por la 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e interleucina
6 (IL-6) (Akihisa y col., 2005). Existe informaron acerca de que la monascina y
ankaflavina reducen la adhesividad endotelial que fueron inducidos por el TNF-a
(Liny col., 2011). La monascina podria degenerar significativamente el TNF-a y en
interleucina-6 (IL-6) (asociados con la inflamacién citoquinas) en tanto la proteina
y los niveles de ARNm, sino que también podria con peroxisoma activado del
receptor-y (PPAR-y) y regular la expresion de los genes anti-inflamatorios (Hsu y
col.,, 2012; Lin y col., 2011). Asi, tanto la monascina y ankaflavina pueden ser
agentes anti-inflamatorios potenciales y beneficiosos para reducir el riesgo de

enfermedad vascular asociada con la inflamacion (Lin y col., 2011).

5.4 PRODUCCION DE PIGMENTOS POR Monascus EN RESIDUOS

AGROINDUSTRIALES.

Algunos procesos de degradacién microbiana han sido adaptados para la
producciéon de alimentos, compuestos terapéuticos y aminoacidos, sin embargo
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existen un gran numero de especies microbianas, principalmente hongos
filamentosos sin explotar para su uso industrial. Dentro de estas especies se
encuentran los hongos del género Monascus. Los hongos Monascus y
Asperguillus son microorganismos que has sido utilizados desde tiempos muy
remotos en paises orientales en la preparaciéon de comidas tradicionales y
medicinas (Lin y Demian, 1991). A partir de los hidrolizados de cereales,
Monascus purpureus puede producir tres tipos de pigmentos: naranjas, amarillos y
rojos. Estas moléculas debido a sus propiedades de impartir color son
consideradas como colorantes naturales, los cuales a diferencia de otros
colorantes de éste tipo, son altamente resistentes a altas temperaturas y a
cambios extremos de pH, propiedades que los haces atractivos en la fabricacion
de alimentos procesados, cosméticos, productos farmaceéuticos, tefiido de textiles
e incluso en la elaboracion de polimeros biodegradables (Dominguez y Webb,

1998).

La seleccidn de sustrato para el proceso de Fermentacion en Estado Solido
(FES) depende de varios factores, principalmente relacionados con el costo y
disponibilidad. En el proceso de FES, el sustrato sélido no so6lo suministra los
nutrimentos para el cultivo de microorganismos, sino que también sirve como un
anclaje para las células (Pandey y col., 2000). Tradicionalmente Monascus ha sido
cultivado en arroz (formacién de Ang-Kak o arroz rojo), aunque otros medios de
cultivo se han probado para la produccién de pigmentos por este hongo. El arroz
es el sustrato natural en que se ha observado el mayor rendimiento de pigmentos,

en comparacion con otros cereales tipicos, tubérculos y plantas leguminosas

Departamento de 46
Ingenieria Quimica




Produccién de pigmentos fungicos (Monascus purpureus 2955) en residuos agroindustriales por fermentacion sélida

Velazquez-Arellano ME, 2013
(Carvalho y col., 2003). Sin embargo, algunos de los sustratos utilizados también
presentan buena produccién de pigmentos, especialmente el maiz, el trigo y la
yuca. El bagazo de yuca ha mostrado un rendimiento bajo de pigmento, pero al
ser un residuo agroindustrial cuyo precio es bajo podria compensar su bajo
rendimiento. El polvo de la semilla de sandia muy recientemente se ha identificado
como un potente sustrato para la produccion de pigmento por Monascus (Babitha

y col., 2007).

5.5 RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

5.5.1 Produccion de citricos en el mundo y en México

En 2009, la produccién de citricos fue la mejor de la década con 6°670,478 t
de naranja, con 4,193,484 t aportd la mayor parte de ese volumen. Hasta
septiembre de 2010, sumando naranja, limén y toronja, México produjo 16.6% mas

gue el volumen total de citricos del afio anterior.

El producto mas cultivado en México es la naranja, seguido del limon, la
toronja y la mandarina. La produccién de citricos en México, se desarrolla en 28
estados con climas tropicales y subtropicales como se muestra en la Figura 5.4
Con un volumen de produccion de 7,119,349.66 t. El principal estado productor de
citricos es Veracruz, donde se cultiva principalmente naranja, limén, mandarina,
toronja, tangerina y tangelo. En segundo lugar esta Tamaulipas con produccion de

naranja, mandarina y toronja. El tercer lugar lo ocupa San Luis Potosi con naranja
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y mandarina. En el cuarto lugar se ubica Nuevo Ledn con naranja, mandarina y
toronja y en el quinto lugar se ubica Michoacan con limén y toronja. Los frutos
citricos se destinan primordialmente al mercado domeéstico. Del total de la
produccién nacional el 88% se dirige al consumo interno y el 12% se destina a la
exportacion de los cuales se conforma como jugos el 1.4% y como fruta fresca el

0.44% (SAGARPA, 2011).

A nivel mundial, los dos mayores productores de citricos son Brasil y
Estados Unidos, participando con el 21.4% y 12.5% de la producciéon global,
respectivamente. Siguen en orden de importancia México, China, Espafia e India,
representando que en conjunto producen el 27.6% del total mundial. Otros
productores que merecen mencionarse son Iran, Argentina, Egipto y Turquia
(FAO, 2011). México ha pertenecido tradicionalmente al grupo de los productores

lideres.

Figura 5.4 Principales Estados productores de citricos en México.
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En la actualidad, nuestro pais se ubica como el quinto productor de citricos

en el mundo (ASERCA, 2010). Para México, la citricultura es una actividad de gran
importancia dentro de la fruticultura nacional y se destina aproximadamente medio
millon de hectareas para este propésito, las cuales se distribuyen en 23 estados
con clima tropical y subtropical de la republica. El cultivo de citricos representa una
fuente importante de ingreso en zonas rurales de nuestro pais. Se estima que
cerca de 67,000 familias dependen de esta actividad, la que genera mas de
6°'000,000 t de frutos citricos, con un valor superior a los 8,500 millones de pesos

(ASERCA, 2010).

México al pertenecer al grupo de los paises productores lideres en cuanto
al cultivo de citricos, y teniendo en cuenta que una gran parte de su produccion se
destina a consumo interno, lo convierte en un generador importante de desechos
soélidos de citricos (por ejemplo, de cascara), ya que alrededor del 50% del fruto

corresponde solo a la cascara (Rojas y col., 2009).

Este desecho proviene de la industria citricola, principalmente del
procesado de la fruta para la obtencion de jugos. Dicho residuo normalmente se
envia a tiraderos a suelo abierto generando un problema serio de contaminacion.
Esta situacion hace deseable el aprovechamiento de los residuos citricolas para la
generacion de cantidades abundantes de aceites citricos a bajo costo para usar en
procesos biocataliticos, obteniendo derivados oxigenados de alto valor por sus

aplicaciones cosméticas y farmacéuticas.
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5.5.2 Naranja

La naranja es la fruta que mas se produce en el mundo, alcanzando
volumenes cercanos a 80 millones de toneladas (Siller, 1998). De acuerdo con la
FAO (2009) la naranja ocupa el quinto lugar de produccion en México. En
Diciembre de 2012 la produccion de naranja aument6 1.2% con 4.1 millones de
toneladas. La naranja representa uno de los frutos de alto consumo a nivel
mundial, tal como se demuestra en el Cuadro 5.4 donde se indica la distribucion

geogréfica de produccién mundial.

Cuadro 5.4 Principales paises productores de naranja (FAO, 2009)

Produccion de naranja (t)

Pais 2005 2006 2007 2008 2009
Brasil 17.853.443 18.032.313 18.685.000 18.389.752 18.340.240
EUA 8.393.270 8.166.480  7.357.000 9.138.980  8.280.780

India 3.314.000 3.435.200 4.266.900  4.396.700 D.N.D

Meéxico 4.112.711 4.156.907 4.248.715  4.306.633 D.N.D
China 2.740.931 2.806.225 3.172.910 3.454.125 4.054.125
Espana 2.376.230 3.397.011 2.740.300 3.367.000  2.779.600
Italia 2.261.401 2.346.071  2.197.304  2.527.453  2.478.200
Egipto 1.789.000 2.120.050 2.054.626  2.138.425  2.200.000
Indonesia 2.214.019 2.565.543  2.625.884  2.322.581 2.102.562

D.N.D= Datos No Disponibles

La naranja consta de exocarpo (flavedo: presenta vesiculas que contienen
aceites esenciales necesarios para la polinizacion como estimulo para el
desarrollo del fruto). Existen ensayos que indican que la polinizaciéon cruzada
incrementaria el cuaje, pero el consumidor no desea las naranjas con semillas.
Algunos naranjos sufren apomixis celular (se produce un embrién sin que haya
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fecundacion) lo que origina frutos sin semillas. En el Cuadro 5.5 se muestra la
composicion proximal de la cascara de naranja y se compara con la de mandarina
y toronja, donde la naranja contiene mayor proteina que la toronja pero menos que
la mandarina al igual que la cantidad de grasa, en cuanto a cenizas Si es superior
la naranja y contenido de humedad es mas bajo en comparacién con la mandarina

y toronja.

Cuadro 5.5 Composicién proximal de harinas de céscaras de naranja (Citrus

sinensis), mandarina (Citrus reticulata) y toronja (Citrus paradisi) (g/100 g bs).

NARANJA MANDARINA TORONJA

Humedad 3.31°+0.19 4.33° +0.07 7.81°+0.10
Ceniza 4.86% +0.02 3.96" +0.21 2.99°+0.20
Grasa 1.64%+0.13 1.45° £ 0.16 2.01°+0.10
Proteina 5.07% + 0.25 7.55"+ 0.24 4.22°+0.25

5.5.3Limén

Los principales paises productores de este fruto son Italia, Estados Unidos,
México y Espafa. Es la especie de los citricos mas sensible al frio, ya que es la
mas tropical y presenta floracion casi continua. Los periodos de sequia seguidos
de precipitaciones juegan un importante papel en la floracion. Presenta una
produccion bastante aceptable en suelos pobres, pedregosos y poco profundos,
aunque es muy sensible a la salinidad.

Mundialmente México es el segundo productor de limén (1.9 millones de

toneladas) y el primero en exportacion (453 mil toneladas), mientras que Estados
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Unidos es el principal importador de este fruto y el principal mercado de nuestro
pais (México abastece el 92.5% de las exportaciones de Estados Unidos).

Al mes de Diciembre de 2011, la produccion de limén crecié a una tasa
anual de 7.1% equivalente a 2.1 millones de toneladas, 138 mil mas a las
obtenidas en 2010 (SAGARPA, 2012). La comercializacion se da durante todo el
afo, siendo los meses mas activos de julio a septiembre.

En Meéxico, los principales estados productores son Veracruz, Colima,
Michoacan, Oaxaca y Yucatan. Que juntos producen 1,799,397.95 t. Mas del 80%
de la produccion se concentra en cinco estados. En el 2011 se produjeron 2
millones 133 mil toneladas (SAGARPA, 2012).

Las caracteristicas morfologicas principales de esta planta son poseer un
arbol pequefio o arbusto de 4-5 m de altura, con tronco a menudo torcido y ramas
con espinas axilares cortas y duras. Hojas ovales o elipticas de 2.5- 9 cm de
longitud y 1.5-5.5 cm de anchura. Base redondeada y apice ligeramente recortado
Margenes ligeramente crenulados. Peciolos notablemente alados. Flores blancas
de 1.5-2.5 cm de diametro, fragantes, que se disponen en inflorescencias axiliares
de 1-7 flores. Frutos ovales o globosos con un apice ligeramente deprimido, de
color verde oscuro al principio pasando a verde amarillento a amarillo en la
madurez. Miden 3.5-5 cm de diametro o mas. Su piel es delgada y se rompe
facilmente. La pulpa es verdosa, jugosa, muy acida. Semillas pequefias, ovales.
Como se muestra en la Figura 5.5. El porcentaje de cascara de limon en estado
verde es de 19.65 %, en estado pintén con 19.98% y en estado maduro es de

18.91% (Puente, 2006).
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Figura 5.5 Limon en estado de madurez.

5.5.4 Mango

Industrialmente la pulpa de mango se utiliza para la elaboracion de
concentrados, pulpas, néctares y jugos. La cascara que es un subproducto de
estas industrias representa aproximadamente el 21.51% del peso de la fruta, la
cual es desechada debido a que no se cuenta con ninguna tecnologia para su
aprovechamiento (Garcia-ltzel, 2003).

La media de las caracteristicas morfoldgicas de las principales variedades
comerciales de mango son: un peso promedio de 350 g; una composicion
promedio de de 56.39% de pulpa, 21.51% de cascara y 22.09% semilla. La pulpa
es de consistencia firme, con sabor dulce y baja acidez; la cascara es firme, de
color amarillo como se muestra en la Figura 5.6 y poco resistente al manejo

poscoscha (FIRA, 1997)
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Figura 5.6 Mango en estado de madurez donde se aprecia la cascara de color
amarillo y firme.

El arbol de mango es erecto, de (aproximadamente de 10-30 m) de alto,
con una corinilla amplia, redondeada, que puede con la edad alcanzar (30-38 m)
de ancho, o una mas erguida, oval relativamente delgada. En suelos profundos la
raiz principal desciende hasta una profundidad de (6 m), el profuso y amplio
sistema de raices, también produce muchas raices de anclaje que penetran en el
suelo profundamente. El arbol es de vida larga, se conoces algunos especimenes
gue tienen 300 afos y todavia fructifican.
México ocupa el segundo lugar como exportador (269 mil toneladas).
Abasteciendo mas del 60% del principal mercado de importacion de esta fruta, a
Estados Unidos. Como productor de mango se encuentra en el quinto lugar (1.6
millones de toneladas y los principales son: India (13.6 millones de toneladas),
China (4.1 millones de toneladas) y Pakistan (1.7 millones de toneladas), en 6to
lugar esta Brasil con 1.2 millones de toneladas.

El periodo de mayor actividad va de marzo a agosto, alcanzando su punto
maximo en junio. De enero a octubre del 2011 se ha exportado alrededor de 273

mil toneladas de mango, con un valor superior a los 188 millones de ddlares.
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México es el sexto productor a nivel internacional Guerrero es el mayor productor,

en el 2011 se produjeron un millén 536 mil toneladas. (SAGARPA, 2012).

5.5.5 Papaya

Los principales productores mundiales de papaya son India (3.9 millones
de toneladas, Brasil (1.8 millones de toneladas), Indonesia (766 mil toneladas),
Nigeria (764 mil toneladas) y México (616 mil toneladas), siendo México el primer
lugar como exportador de papaya, sus exportaciones representan el 36.7 % del
mercado mundial (90.3 mil toneladas). Brasil es el segundo exportador mundial
con el 12.2% ( 30 mil toneladas). Estados Unidos es el principal importador de
papaya con una demanda anual que va de las 100 mil toneladas a las 150 mil
toneladas). La comercializacion se da durante todo el afo, habiendo mayor
actividad de marzo a junio. En los ultimos diez afios las exportaciones han crecido
a una tasa de crecimiento media anual del 5.8%. México es el principal exportador

a nivel internacional, siendo Chiapas el mayor productor (SAGARPA, 2011).

El color de la cascara es la caracteristica mas utilizada para evaluar la
maduracion de los frutos de papaya; las recomendaciones para la cosecha,
comercializacion y consumo se basan en la aparicion de porcentajes de color
verde, amarillo y naranja (Figura 5.7). La madurez de consumo de papaya maradol
se alcanza entre los 13 y 15 dias después de la cosecha en condiciones de
almacenamiento de 23+1°C y 75% de humedad relativa. El angulo del tono de la

cascara entre 70 y 80°, el contenido de sodlidos solubles totales entre 10 y 11.5
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°Brix, y la firmeza de la pulpa de 4.7 a 6.9 N/m? permitieron diferenciar dos

estados de madurez de consumo.

Figura 5.7 Caracteristicas del color de la papaya en su estado 6ptimo de
madurez.

5.5.6 Pifa

Su nombre cientifico Ananas comosus. Pertenece a la familia de las
Bromeliaceas, que son herbaceas, que requiere climas tropicales aunque se
desarrolla bien en los subtropicales, mientras no haya heladas. No necesita de
suelos profundos por tener raices superficiales, no resiste a la humedad. En el
primer afio sélo tiene un fruto por planta, en el segundo hay dos hijuelos por planta

y por tanto dos frutos por planta, al tercer afio tres y asi sucesivamente.
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Figura 5.8 Fruto con las condiciones Optimas para consumo.

El momento de cosecha lo indica el cambio de color de la fruta, la cual se
empieza a tornar mas clara y algunas variedades emiten un aroma caracteristico.
El fruto de la pifia una vez recolectado no continua con su proceso de maduracion
(es un fruto no climatérico), por lo tanto la cosecha debe hacerse minimo con un

cuarto de madurez, cuando el mercado esta muy lejano.

La recoleccion del fruto se realiza manualmente con un cuchillo cortando el
pedunculo con 10 a 15 cm, utilizando canastillas que el cosechero carga en sus

espaldas.

El producto debe presentarse fresco y sano, sin elementos extrafios, en
estado pintdn y textura firme; sin deformaciones y con una sola corona (Figura
5.8). El pedunculo debe tener entre 2 y 3 cm. México es el noveno exportador a
nivel internacional, siendo Veracruz el mayor productor. En el 2011 se produjeron
cerca de 742 mil 926 toneladas (SAGARPA, 2011).

b
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5.5.7 Toronja

Las toronjas son frutos amarillos en forma de globo que miden entre 10y 15
cm de diametro. Encierran una pulpa jugosa, acida, envuelta en una cascara
coriacea. La pulpa suele ser amarilla clara (Figura 5.9). Pero se han obtenido

algunas variedades de color rosado.

Figura 5.9 Toronja en estado de madurez.

El arbol de la toronja necesita temperaturas célidas durante el verano para
la correcta maduracion de los frutos. Presenta escasa resistencia al frio; no tolera
las heladas, porque sufren tanto flores y frutos como las hojas. A diferencia de
otros arboles frutales, no necesita pasar por una temporada de frio para que se dé
la floracion. Tampoco presenta reposo invernal, sino una pausa en su crecimiento
por las bajas temperaturas, un fenomeno al que se llama quiescencia. Necesita
buenas lluvias, alrededor de mil doscientos milimetros al afio. Esta especie
requiere mucho sol para los procesos de floracion y fructificacion, que tienen lugar
especialmente en la parte exterior de la copa y las faldas del arbol.

La produccion nacional obtenida fue de 219 mil 853 toneladas a septiembre,
con respecto al programa significa un avance de 55 por ciento. Veracruz obtuvo la

b
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mayor produccion, con 97 mil 407 toneladas (30.3 toneladas por hectarea). Con
un rendimiento de 12.9 toneladas por hectérea, Michoacan produjo hasta el
noveno mes del afio 51 mil 644 de toneladas. El mejor rendimiento en este fruto
corresponde a Sonora con 35 toneladas por hectarea (SAGARPA, 2010). México
es el tercer exportador a nivel internacional, Veracruz es el mayor productor. En el

2011 se produjeron 397 mil 266 toneladas (SAGARPA, 2011).

5.5.8 Mandarina

La mandarina es el fruto del mandarino, arbol que pertenece a la familia de
las Rutaceas, con caracteristicas similares al naranjo, aunque mas pequefio y
delicado. Esta familia comprende mas de 1.600 especies. Ademas, el género
botanico Citrus, que incluye a esta fruta, es el mas importante de la familia y
consta de unas 20 especies con frutos comestibles, todos ellos muy abundantes
en vitamina C, flavonoides y aceites esenciales. Los frutos, llamados hespérides,
tienen la particularidad de que su pulpa esta formada por numerosas vesiculas
llenas de jugo. La mandarina se considera como el citrico mas afin a la naranja.
Su pequeiio tamafio, su sabor mas aromatico y la facilidad de quitar su piel, hacen

de esta fruta una de las mas apreciadas.

Mandarina es un nombre utilizado para una clase particular de los citricos,
se caracterizan por tener la piel delgada y en general suelta o casi suelta de los
segmentos interiores. Ellas se tratan como miembros de una especie diferente,

Citrus reticulata.
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El color, tanto de su cdscara como de su pulpa, es anaranjado (Figura
5.10), en algunas variedades la piel puede tener un tono naranja rojizo. Su piel, en
general, no se adhiere al fruto y su pulpa se divide en 8 ¢ 10 gajos que se separan

con facilidad.

Figura 5.10 Color caracteristico de la mandarina tanto de la cascara como de los
gajos.

El arbol de la mandarina puede ser mucho menos o igual en tamafio que el
de la naranja dulce, dependiendo de la variedad. Con gran edad, algunos pueden
alcanzar una altura de 25 pies (7,5 m) con alta difusion de las ramas. El arbol
generalmente espinoso, con ramas delgadas, con las hojas tanto amplias como
delgadas, lanceoladas con diminutos dientes redondeados y peciolos con a las

estrechas.

Su composicién es bastante similar a la de la naranja, pero posee mayor
contenido hidrico y menor proporcion de hidratos de carbono; su consumo aporta
pocas calorias, aunque tiene menos vitamina C que la naranja es mas rica en

vitamina A, vitamina B y acido fdlico, destaca su contenido en calcio y en fésforo.
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Es un alimento dentro de los citricos de f4cil ingestion, ya que se pela facilmente y
el comer el gajo ayuda a la digestion y es muy utilizado en dietas para la reduccién
de peso, ya que provoca saciedad. La mandarina se emplea para preparar jugos,
mermeladas, licores, nieve y en la reposteria como elemento decorativo en tartas
y pasteles y su extracto se emplea en la fabricacion de dulces y caramelos

(Martinez, 2009).

5.5.9 Tuna

Entre los paises que estan desarrollando el cultivo de tuna destacan:

México, Chile, Argentina, Bolivia, Pert, Colombia, Estados Unidos, Sudéafrica,
Marruecos, Argelia, Tunez, Egipto, Jordania, Pakistan, Israel, Grecia, Italia,
Espafa y Portugal. Para el comercio internacional los principales productores son
México, Italia, Sudafrica, Chile, Israel y Estados Unidos.
Con aproximadamente 75,000 ha cultivos, cuatro paises suman el 97.3% de la
produccion mundial de tuna: México (79.4%), ltalia (12.2%), Sudafrica (3.7%) vy
Chile (2%). México cuenta con la mayor produccion del planeta con 72,500 ha
dedicadas a las tunas y 10,500 de los nopalitos.

A nivel mundial, México es el principal productor de tuna, con alrededor de
20 mil productores, una superficie aproximada de 72,500 ha ubicadas
principalmente en tres regiones: Puebla, Valle de México y el Altiplano Potosino-
Zacatecano como se muestra en la Figura 5.11. De ello 10,500 ha se destinan
para la produccién de nopalitos. El rendimiento promedio de los tunales mexicanos
es de 7 toneladas por hectarea de tuna fruta (5 a 20 t/ha son los extremos).
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Figura 5.11 Principales Estados de México productores de tuna.

Segun cifras del Sistema de Informacion Comercial Mexicano de la Secretaria de
Economia, entre 1998 a 2001, México exportd 3.374 t de tuna, principalmente
hacia EEUU (39.5%), Bélgica (26.9%), Espaia (8.6%), Alemania (7.8%) y Holanda

(5.3%).

5.5.10 Frijol

El cultivo de frijol se practica en toda la republica Mexicana, sin embargo.
Existen regiones que destacan por la superficie destinada a su produccion y por la
cantidad de grano que aportan al consumo nacional; tal es el caso de los estados
de Zacatecas, Durango, Chihuahua, Sinaloa, Nayarit, Jalisco y Tamaulipas._El
nombre cientifico del frijol es Phaseolus vulgaris. Planta anual, erguida, de 60-90
centimetros de alto; hojas trifoliadas, con foliolas grandes, ovadas, mucronadas,
vellosas; estipulas estrechas, puntiagudas se presentan en la base de las foliolas
como en las de las hojas. Flores pequefias, blanco-amarillentas, en corto racimos

axiliares. Legumbres rectas, vellosas, con tres a cinco semillas. Semillas que
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varian en color y tamafio segun las variedades. El rastrojo se considera la parte

aérea de la planta después de removida las semillas (Figura 5.12).

Figura 5.12 Rastrojo de la vaina de frijol.

Las semillas de frijol,son de un valor excepcionalmente alto como alimento, con un
20% de aceite, 35% de proteinas y un 30% de glucidos; no se halla presente el
almidon. El alto contenido de proteina lo ha justificado como uno de los principales

alimentos basicos (Lépiz, 1983).

5.5.11 Sabila o Aloe vera

El Aloe es un género de la subfamilia Asfodeloides de las Liliaceas. Desde
el punto de vista técnico, el Aloe puede ser definido como una planta siempre
verde, que puede alcanzar hasta seis metros de altura (segun la variedad), con
hojas largas terminadas en punta (Figura 5.13) y de consistencia carnosa
dispuesta en forma de roseta, con nervadura recta y acanalada. Posee un nimero
variable de espinas, principalmente en sus bordes (Figura 5.13). Puede soportar
un estrés hidrico de hasta 90 dias. Llega a su estado de madurez y puede ser
cosechada entre los 14 y los 24 meses de edad dependiendo de la variedad. La

planta de aloe es 98% a 99.5% agua y menos de 2% cenizas. El acibar contiene
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un 20% de aloina, que es un glucésido. El aloe contiene minerales en su hoja

(Cuadro 5.6).

Figura 5.13 Caracteristicas fisicas de la hoja del aloe vera

Cuadro 5.6 Minerales presentes en la hoja del Aloe vera.

Mineral Concentracion
Aluminio 22 ppm
Calcio 140- 4,600 ppm
Como trazas
Cobalto
Hierro 30-300 ppm
Magnesio 930 ppm
Manganeso 6 ppm
Fosforo 6-940 ppm
Potasio 100-850 ppm
Selenio Trazas
Silicio 22 ppm
Sodio 40-510 ppm
Estafio 11 ppm
Zinc 11-770 ppm
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5.5.12 Alga Marina

Las algas marinas se han utilizado como alimento humano desde la
antigliedad, especialmente en China, la peninsula de Corea y el Japon. Al emigrar
a otras regiones, los naturales de esos paises han llevado este uso de las algas
marinas a sus nuevos paises, por lo que pueden encontrarse productos a base de
algas saladas, desecadas y frescas en casi todas las partes del mundo. Esta es la
base comercial de la industria alimentaria de las algas marinas.

Las poblaciones costeras de muchos paises consumen también algas
marinas, unas veces como parte de formas de vida basadas en una economia de
subsistencia y otras como ingrediente habitual de ciertos tipos de ensalada,
especialmente en Hawai y los paises mas calidos del Asia sudoriental, como por
ejemplo Indonesia, Malasia, Filipinas y Tailandia. Estos productos se recolectan y

venden localmente, y no se conoce su volumen ni su valor (FAO, 2011).

5.5.12.1 Utilidad de las algas

Las algas son uno de los elementos naturales mas empleados Ultimamente
con diversos fines. Es que, ademas de la alimentacion, también permiten crear
biocombustibles y ser destinadas para la produccién de cosméticos. Asi es como
las algas tienen usos que repercuten saludablemente en lo ecolégico, pero
asimismo en las personas que las consumen.

Las algas estan siendo muy difundidas en el mundo entero en muchas de
sus clases y en sus diferentes utilizaciones. Ya sean micro o macroalgas, estas
son importantes porgue sus usos van desde la alimentacién hasta la generacién

de biocombustibles.
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5.5.12.2 Usos fundamentales de las algas

e Para producir biocombustibles. Hace afos ya que se vienen cultivando
con tales motivos, sobre todo para conseguir bioetanol, biobutanol y
biodiesel, en donde algunas algas funcionan de maravilla, generando una
baja en el impacto ecolégico y en ahorro de fuentes petroliferas.

e Para tratamientos cosméticos. Son muy saludables para la piel, el
cabello y otras partes del cuerpo. Por eso mismo, no extrafia que su
utilizacion se haya vuelto moneda corriente en productos como champus o
también en trucos de belleza caseros.

e Para la alimentacion. Este es el uso mas clasico de las algas. Alli se
encuentran agrupadas una gran cantidad de ellas, ofreciéndote variedad,
nutricion y la garantia de estar consumiendo algo sano y natural. Las algas

arame, las kombu y las wakame son algunas de ellas.

5.5.12.3 Otros usos de las algas marinas

Las algas marinas se utilizan desde hace tiempo como aditivos para suelos,
principalmente en zonas costeras donde es facil transportar las algas frescas o
parcialmente desecadas a la zona que ha de fertilizarse. Las algas marinas actian
como acondicionador del suelo por su alto contenido de fibra y como fertilizante
por su contenido de minerales. Las algas pardas de grandes dimensiones
(especies de Laminaria y Ascophyllum en Europa, Sargassum en paises mas
célidos como Filipinas) son las mas utilizadas, pero la aparicion de fertilizantes
guimicos sintéticos ha reducido su mercado. Mas recientemente, se han

comercializado extractos liquidos de algas marinas que se aplican a cultivos mas

Departamento de 66
Ingenieria Quimica




Produccién de pigmentos fungicos (Monascus purpureus 2955) en residuos agroindustriales por fermentacion sélida
Velazquez-Arellano ME, 2013 A

costosos, como las hortalizas y las vallas; se consiguen productores mejores y de
crecimiento mas rapido, habiéndose relacionado estos resultados con la presencia
en los extractos de hormonas vegetales similares a la auxina. En Sudafrica se
utilizan cada afio unas 500 toneladas de Ecklonia fresca para obtener esos
extractos, pero en el Reino Unido y Nueva Zelandia también se obtienen se

productos similares a partir de otras algas pardas (FAO, 2011).
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6. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios del Departamento de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la UAAAN y del Departamento de Ingenieria
Quimica de la UAdeC, en Saltillo, Coahuila, México. Este trabajo se dividi6 en 4

etapas experimentales, las cuales se describen a continuacion.

6.1 ETAPA |. EFECTO DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO Y
FACTORES EXTERNOS SOBRE LA PRODUCCION DE PIGMENTOS POR Monascus

purpureus EN CULTIVO EN PLACA.

Se utiliz6 la cepa de Monascus purpureus CECT 2955 adquirida de la
Coleccion Espariola de Cultivos Tipo (Valencia, Espafa) y fue proporcionada por
el Departamento de Ingenieria Quimica (Universidad Autbnoma de Coahuila). La
cepa fue reactivada y conservada en una solucién de leche descremada y glicerol
a un pH de 7.0 (9 % leche descremada y 10 % glicerol) a una temperatura de -

21°C en un congelador para los estudios correspondientes.
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6.1.1 Preparacion del in6culo
La cepa fue reactivada en el medio YPS (Cuadro 6.1) El medio fue esterilizado

por autoclavado (Market Forge, USA) a 121°C por 15 min y una presion de 15 psi,

a una temperatura de 30°C por un periodo de 10 dias.

Cuadro 6.1 Composicion del medio YPS

Composicion Concentracion, g_:JL'1
Extracto de malta 4.00
Almidon soluble 7.50
KoHPO,4 0.50
MgSO,. 7H,0 0.25
Ag_jar 7.5

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se adicionaron 30 mL de una
solucion estéril de Tween 80 (0.01 % v/v) para remover las esporas mediante
agitacion mecanica (Thermolyne, USA) por un tiempo de 10 minutos. La
cuantificacion de esporas se realizd en una camarilla de Neubauer utilizando la

Ecuacioén 6.1:

N (ML) = Pegporas * 25 * fqu * 1x10* (6.1)

Oesporas
Donde:

Pesporas: Promedio de esporas resultantes del conteo realizado en un

determinado numero de cuadros de la camairrilla,
fgy : Factor de dilucion empleado,

1 x 10* Factor de conversion volumétrico de la camarilla.
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6.1.1.2 Condiciones de cultivo para propagacion de la cepa
Se evalu6 el efecto del pH sobre el crecimiento del microorganismo

empleando el medio YPS (Cuadro 6.1). El pH del medio fue ajustado a tres
diferentes niveles (5, 6, 7) con HCI 0.1 My NaOH 0.1 M, ademas de un control sin
ajustar (pH 7.46). Los medios de cultivo ajustados a distintos valores de pH se
inocularon en el centro de la placa de Petri con una suspension de esporas a una
concentracion de 3 x 10° esporas mL™. Las cajas se dejaron en reposo por un
periodo de 12 horas antes de ser incubadas. Se incubaron a una temperatura de
30°C por un periodo de 192 h. Una vez transcurrido el tiempo se evaluaron los
medios cualitativamente para seleccionar el que presentd mejores caracteristicas,

de acuerdo al criterio siguiente:

6.1.1 Efecto de pH sobre el crecimiento y produccién de pigmentos por
Monascus purpureus.

Se realiz6 mediante un criterio cualitativo de acuerdo al Cuadro 6.2.

Cuadro 6.2 Criterio cualitativo para la seleccién del pH.

Criterio Crecimiento
Bueno Tk
Moderado *k
Malo *
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Este criterio se utiliz6 para la seleccion del pH a utlizar en las etapas

subsecuentes del experimento.

6.1.2 Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre la produccion de

pigmentos por Monascus purpureus en cultivo en placa.

6.1.2.1 Preparacion del in6culo

La cepa fue reactivada en el medio YPS como se indicé en la subseccion
6.1. La evaluacion del efecto de la composicion del medio de cultivo sobre el
crecimiento y produccion de pigmentos por Monascus purpureus CECT 2955 se
llevd a cabo empleando 6 medios de cultivo ampliamente utilizados para el
desarrollo de hongos filamentosos: Agar dextrosa saboraud (SDA, Cuadro 6.3),
agar papa dextrosa (PDA, Cuadro 6.4), agar extracto de malta (MEA, Cuadro 6.5),
agar extracto de levadura (YM, Cuadro 6.6), agar Czapek con extracto de levadura
(CYA, Cuadro 6.7) y medio de arroz (MA, Cuadro 6.8). Estos medios de cultivo
han sido reportados para la produccion de pigmentos por hongos filamentosos
(Medio ATCC 336, Su y col., 1983; Kim y col., 1999; Velmurugan y col., 2009;

Hernandez-Rivera, 2006).

Cuadro 6.3 Agar Dextrosa Saboraud (SDA), 65.0 g L™.

Composicién Concentracién, g L™
Digerido pancreatico de caseina 5.0
Digerido pancreatico de tejido anima 5.0
Dextrosa 40.0
Agar 15.0
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Cuadro 6.4 Agar papa dextrosa (PDA), 39.0 g L™

Composicion Concentracion, g L™
Papa 200.0
Dextrosa 20.0
Agar 20.0

Cuadro 6.5 Agar extracto de malta (MEA), 61 g L™.

Composicién Concentracion, g L™
Extracto de malta 20.0
Peptona de carne 1.0

Sacarosa 20.0
Agar 20.0

Cuadro 6.6 Extracto de levadura (YM).

Composicién Concentracion, g L™
Agar 20.0
Dextrosa 10.0
Extracto de levadura 3.0
Peptona 5.0

Cuadro 6.7 Czapek con extracto de levadura (CYA), 56.0 g L™.

Composicién Concentracién, g L™
Extracto d elevadura 5.0
Agar Czapek 50.0
(3g ZnSO,, 5g CuSO,4, 100 ml de agua) 1.0
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Cuadro 6.8 Medio de arroz (MA), 96.0 g L™,

Composicién Concentracion, g L™
Arroz 40.0
Malta 9.0
Glucosa 30.0
MnSO47H; 2.0
Agar 15.0

Todos los medios fueron esterilizados en una autoclave (Sterilmatic STME,
USA) a una presion de 15 psi por de 15 minutos y 121°C. Las cajas de Petri fueron
inoculadas al centro con un disco de agar de 4 mm de diametro con crecimiento
de la cepa reactivada previamente. Las cajas fueron identificadas e incubadas a

30°C por un periodo de 14 dias.

6.1.2.2 Determinacion de la velocidad de crecimiento radial (Vcr)

El crecimiento radial de la cepa en los medios de cultivo fue evaluado
diariamente, las cajas fueron marcadas con los cuatro ejes en la parte inferior
externa para seguir el crecimiento de la colonia (Figura 6.1). Las mediciones del
crecimiento radial se realizaron del centro a los extremos de la placa. La
evaluacion de la velocidad de crecimiento radial (Vcr) se llevd a cabo por

triplicado.
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Figura 6.1 Imagen ilustrativa del método seguido para la medicion de crecimiento
radial, (a) Procedimiento de inoculacion en el centro de placas de Petri para la
evaluacion de la velocidad de crecimiento radial (Vcgr) mediante discos con
crecimiento. (b) Direccion en que se midieron el crecimiento o capacidad de
invasion en mm h™* (Benavente-Valdés, 2011).

Para calcular la Vcg, se obtuvieron los valores de las pendientes a partir del
grafico de crecimiento del microorganismo en funcion del tiempo, tomando
unicamente los valores lineales de la curva de crecimiento. De esta manera se
obtuvieron los valores de la velocidad especifica de crecimiento radial o velocidad

de invasion, la cual se expresé en unidades de longitud por unidad de tiempo (mm

hY).

6.1.2.3 Evaluacién de la produccion de pigmentos

Una vez concluido el tiempo final de incubacién (336 h) se cortaron cinco
cilindros de agar conteniendo pigmento y fueron colocados en tubos de taparrosca
(16 x 150 mm). La recuperacion de pigmentos se realiz6 siguiendo la metodologia

por Su y col. (1983) para pigmento extracelular y por Velmurugan (2008) para
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pigmento intracelular. Se adicion6 1.0 mL de una solucion de etanol al 90% por
cilindro de agar, posteriormente se colocaron en un bafio con agua a temperatura
de ebullicibn empleando un bafio de temperatura controlada por un periodo de 10
minutos. Los extractos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y posteriormente
se microfiltraron empleando membranas de celulosa de 0.45 uym (Millipore, USA).
Los extractos microfiltrados fueron depositados en tubos eppendorf y
almacenados a una temperatura de 4°C (Torrey, México). Los extractos

almacenados fueron mantenidos en oscuridad hasta su analisis.

El andlisis de la produccidon de pigmentos se realizd por la medicion de la
maxima absorbancia (Amax) del extracto de pigmento obtenido mediante un barrido
de exploracion en el espectro electromagnético UV-visible desde los 300 hasta los
700 nm (Lin y Demian 1992). Para llevar a cabo el barrido de exploracion se
empled un espectrofotometro Cary 50, UV-Visible (Varian, USA), tomando en
cuenta el factor de dilucion de la muestra. Se utiliz6 como blanco cada uno de los

medios evaluados sin inocular.

6.1.2.4 Recuperacion y determinacion de la biomasa fungica

La recuperacion de la biomasa fangica a partir de los cultivos en placa fue
realizada de acuerdo a la metodologia reportada por Adjari-Zahra y col. (2011). El
contenido de las cajas de Petri fue calentado hasta disolver el agar con agua a
120°C. El agar disuelto fue filtrado a través de papel filtro # 5 (Whatman, USA) con
el objetivo de recuperar la biomasa. La biomasa fue lavada con agua destilada a

una temperatura de 60-70°C para eliminar cualquier resto de agar. La
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determinacién de biomasa se llevd a cabo por el método gravimétrico el cual
consiste en llevar la biomasa a peso constante en un horno de secado (Felisa,

México) a 80°C por 24 h.

6.2 ETAPA Il: CARACTERIZACION DE LOS RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

Los residuos agroindustriales evaluados fueron: 1) cascara de mango, 2)
cascara de papaya, 3) cascara de pifia, 4) cascara de naranja, 5) cascara de
limén, 6) cascara de toronja, 7) cascara de mandarina, 8) cascara de tuna, 9)
Vaina de frijol, 10) restos de las hojas de Aloe Vera 11) alga marina y 12) granos
de arroz. Los residuos de naranja, mandarina, papaya, pifia, toronja, limoén vy frijol,
fueron obtenidos de un supermercado local (Saltillo, Coahuila). Los residuos de
tuna, mango, aloe vera, alga marina y arroz fueron proporcionadas por el
Departamento de Ingenieria Quimica (Universidad Autdbnoma de Coahuila, Saltillo,

Coahuila).

6.2.1 Deshidratacion de los residuos agroindustriales

Las frutas (limén, naranja, toronja, mandarina, pifia y papaya) fueron
lavadas y desinfectadas, y el fruto fue separado de la cascara. Posteriormente las
cascaras fueron deshidratadas a una temperatura de 60°C en un horno po
conveccion (CEB-2600, México) por 48 h. Para la vaina de frijol no fue necesario
deshidratar. Una vez deshidratados los residuos, estos fueron triturados en un

molino de discos (Thomas-Wilye, USA), y tamizados para obtener un tamafio de
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particula del numero 80 (W.S. Tyler, USA). El material tamizado fue almacenado

en frascos de vidrio hasta su posterior uso.

6.2.2 Caracterizacion fisicoquimica

6.2.2.1 Punto critico de humedad (PCH)

La determinacion del punto critico de humedad (PCH) se llevé a cabo
mediante la estimacion de la humedad de cada uno de los residuos
agroindustriales utilizando una termobalanza. Se colocaron 1.0 g de muestra a una
temperatura de 120°C por 60 minutos utilizando el método de la AOAC (1980)

para obtener el PCH de cada residuo agroindustrial.

6.2.2.2 indice de absorcion de agua (IAA)

El indice de absorcion de agua (IAA) fue determinado de acuerdo a la
metodologia descrita por Anderson y col. (1969) utilizando una suspension del
residuo que consistié en 1.25 g de residuo y 15 mL de agua destilada. Previo a la
centrifugacion, la suspension fue agitada vigorosamente durante 10 minutos y
colocada en un tubo de centrifuga de 50 mL previamente tarado. La centrifuga
(Sorball, Biofuge Primo R Thermo Centrifugation, USA) fue operada a 3000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente (22.5°C), el sobrenadante fue decantado y
el peso del gel fue reportado. El IAA fue expresado como gramos de gel/gramos

de soporte seco.
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6.2.2.4 Determinacidn de azlcares totales

La cuantificaciébn de azlcares totales fue realizada mediante una técnica
colorimétrica reportado por Dubois y col. (1956). En presencia de acido sulfdrico
concentrado, los polisacaridos son hidrolizados a monosacaridos, a su vez estos
son degradados a compuestos intermediarios que en presencia de fenol forman
productos color amarillo-naranja estables, siendo la intensidad del color naranja

proporcional a la cantidad total de carbohidratos presentes en solucion.

6.3 ETAPA IlIl PRODUCCION DE PIGMENTOS POR Monascus purpureus

EMPLEANDO DIFERENTES RESIDUOS AGROINDUSTRIALES EN CULTIVO SOLIDO

6.3.1 Preparacion del in6culo

La cepa fue reactivada en el medio SDA (Cuadro 6.3) a una temperatura
de 30°C por un periodo de 10 dias en matraces de 250 mL- La cuantificacion de

esporas se realizo en una camarilla de Neubauer utilizando la Ecuacion 6.1.

6.3.2 Condiciones de cultivo

Se colocaron 5.0 g de sustrato (residuo agroindustrial) en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL, adicionando 2.0 mL de una solucion de sales minerales
(Cuadro 6.9), ajustando el pH de la solucién a 5.0 con HCI 0.1 M y NaOH 0.1 M.
La humedad inicial del residuo agroindustrial fue ajustada a 50% con agua
destilada. Los medios empleados fueron esterilizados en una autoclave

(Sterilmatic STME, USA) a una presion de 15 psi por un tiempo de 15 min y
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121°C. El matraz se inocul6 con una suspension de esporas a una concentracion
de {1x10* esporas mL™} de Monascus purpureus en la solucién humectante y
posteriormente éstos fueron incubados a 30°C durante 14 dias. El experimento fue

realizado por triplicado.

Cuadro 6.9 Solucién de sales para la fermentacion soélida.

Composicién Concentracion, g L™
KH2PO,4 2.0
NH4NO3 5.0
NacCl 1.0
MgSO, 1.0

6.3.3 Extraccion y recuperacion de pigmentos

La extraccion de los pigmentos fue realizada de acuerdo a la metodologia
reportada por Babitha y col. (2007). Una vez concluido el tiempo de fermentacion
se adiciond 1.0 mL de etanol al 70% por cada gramo de material fermentado. Las
muestras fueron puestas en agitacion por una 1 h a 200 rpm empleando un
agitador orbital (New Brunswick, USA). Una vez transcurrido el tiempo de
agitacion, las muestras fueron centrifugadas a 8000 rpm durante 20 minutos a una
temperatura de 4°C (Sorball, Biofuge Primo R Thermo Centrifugation, USA). El
sobrenadante se microfiltr6 a través de una membrana de celulosa de 0.45 pm
(Millipore, USA). La cuantificacion del pigmento producido se realiz6 mediante

medicién espectrofotométrica (Cary 50, UV-Visible Varian, USA) de la absorbancia
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a una longitud de onda de 390 nm para pigmentos amarillos y 495 nm para
pigmentos rojos (maxima absorbancia). La concentracion de pigmentos se

expresoé en unidades de absorbancia (UA).

6.3.4 Consumo de sustrato

La determinacion de los azucares residuales en las muestra al final del
cultivo, fue evaluado mediante la metodologia reportada por Dubois y col. (1956),

para azucares totales.

6.4 ETAPA |V. PRODUCCION DE PIGMENTOS POR Monascus purpureus

EMPLEANDO DIFERENTES RESIDUOS AGROINDUSTRIALES EN CULTIVO LiQUIDO.

6.4.1 Preparacion del in6culo

La cepa fue reactivada en el medio SDA como se indicé previamente: La
cuantificacion de esporas se realizd en una camarilla de Neubauer utilizando la

Ecuacion 6.1.

6.4.2 Condiciones de cultivo

Para la evaluacion del crecimiento y produccién de pigmentos de Monascus
purpureus CECT 2955, en cultivo liquido se emplearon los mismos residuos
agroindustriales evaluados en cultivo sélido; el medio de cultivo empleado para
llevar a cabo la fermentacion en estado liquido se muestra en el cuadro 6.10, en
donde el residuo agroindustrial fue la Unica fuente de carbono utilizada. El pH de

cada medio de cultivo fue ajustado a 5.0 con HCI 0.1 My NaOH 0.1 M. Los medios
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fueron esterilizados en una autoclave (Sterilmatic STME, USA) a una presiéon de

15 psi por 15 minutos y 121°C.

El medio de cultivo fue inoculado con una suspensién de esporas de
Monascus purpureus (5.14 x10* esporas mL™) en matraces Erlenmeyer de 125
mL, conteniendo 50 mL del medio de cultivo, los matraces inoculados fueron
incubados a 27+3°C en un agitador rotatorio (Innova 43 New Brunswick Scientific)

a 125 rpm por un periodo de 14 dias.

Cuadro 6.10 Medio de produccion de pigmentos por Monascus purpureus
empleando residuos agroindustriales en cultivo liquido.

Composicion Concentracion, g L™
Residuo agroindustrial* 20.0
NH4CI 2.50
KoHPO4 5.0
KH,PO4 5.0
MgSO,.7H,S04 0.1
CacCl; 0.025
ZnS04, 7TH2S04 0.01
MnSO4 0.02

*Se emplearon once diferentes residuos agroindustriales previamente
mencionados.

6.4.3 Extraccion y recuperacion de pigmentos

La recuperaciéon de pigmentos extracelulares fue realizada de acuerdo a la
metodologia reportada por Babitha y col. (2007). Una vez concluido el tiempo de
fermentacion las muestras fueron colocadas en tubos de centrifuga de 50 mL
(Axygen, USA) y centrifugadas a 8000 rpm por 20 minutos a 4°C (Sorball, Biofuge

Primo R Thermo Centrifugation, USA). Posteriormente el sobrenadante se
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microfiltré a través de membranas de celulosa de 0.45 um (Millipore, USA). La
cuantificacion del pigmento producido se realizd mediante medicién
espectrofotométrica (Cary 50, UV-Visible Varian, USA) de la absorbancia a una
longitud de onda de 390 nm para pigmentos amarillos y 495 nm para pigmentos
rojos (maxima absorbancia). La concentracion de pigmentos se expreso en

unidades de absorbancia (UA).

Por otra parte la extraccion del pigmento intracelular, éste fue realizada a
partir de la biomasa precipitada obtenida en la centrifugacion segun la
metodologia reportada por Velmurugan (2009); la biomasa fue lavada con agua
destilada con el objetivo de remover los restos de pigmento extracelular. La
biomasa fue transferida a un matraz de 125 mL, en donde se adicion¢ etanol al
70% a la biomasa a una relacion del 50% del volumen inicial antes de la
fermentacion y se mantuvieron en agitacion durante una hora a 200 rpm en una
agitador orbital (New Brunswick, USA). Posteriormente las muestras fueron
transferidas a tubos de centrifuga de 50 mL (Axygen, USA) y centrifugadas a 8000
rpm por 20 minutos a 4°C (Sorball, Biofuge Primo R Thermo Centrifugation, USA).
El sobrenadante se microfiltr6 empleando membranas de celulosa de 0.45 um
(Millipore, USA) para su posterior analisis. La cuantificacion del pigmento
producido se realizd mediante medicion espectrofotométrica (Cary 50, UV-Visible
Varian, USA) de la absorbancia a una longitud de onda de 390 nm para pigmentos
amarillos y 495 nm para pigmentos rojos (maxima absorbancia). La concentracion
de pigmentos se expreso en unidades de absorbancia (UA). Asi mismo, también

fue llevado a cabo un andlisis colorimétrico de los pigmentos obtenidos empleando
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el sistema CIELab empleando un colorimetro de liquidos ColorEye XTS

{GretagMacbeth, USA).

6.4.4 Consumo de sustrato

La determinacion de los azucares residuales en las muestra al final del
cultivo, fue evaluado mediante la metodologia reportada por Dubois y col. (1956),

para azucares totales.
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/. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 ETAPA |I: EFECTO DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO Y
FACTORES EXTERNOS SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA PRODUCCION DE

PIGMENTOS POR Monascus purpureus EN CULTIVO EN PLACA.

En la presente etapa se evalué el medio de cultivo y las mejores condiciones (pH,

Temperatura) para la preparacion del inoculo a usar en las siguientes etapas.

7.1.1 Efecto de pH sobre el crecimiento y produccién de pigmentos por
Monascus purpureus.

El pH es un parametro de suma importancia para el crecimiento y la
produccion de pigmentos en hongos filamentosos ya que regulan el metabolismo
y la actividad enzimatica relacionada con la biosintesis de los procesos internos y
el intercambio de nutrimentos entre el medio de cultivo y la célula. En el Cuadro
7.1 se muestran los resultados para la evaluacion cualitativa del efecto del pH
sobre el crecimiento de Monascus purpureus 2955. Se puede observar que a
valores de pH acidos el crecimiento se ve favorecido, presentandose el mayor

crecimiento a un valor de 5.0.

Departamento de 84
Ingenieria Quimica

b



Produccién de pigmentos fungicos (Monascus purpureus 2955) en residuos agroindustriales por fermentacion sélida

Velazquez-Arellano ME, 2013

Cuadro 7.1 Efecto del pH sobre el crecimiento de Monascus purpureus.

pH Crecimiento
5 sk
6 ok
7 *
7.46 *

Estos resultados demuestran que el pH claramente afecta el crecimiento y
sintesis de pigmentos para esta cepa de Monascus purpureus. Resultados
similares han sido reportados para hongos productores de pigmentos. En una
cepa de Monascus purpureus 192F se observo que el crecimiento y la actividad
metabolica del hongo se se vieron favorecidos a un pH de 4.0. Siendo este
comportamiento mas evidente por el alto consumo de glucosa a un pH acido de
4.0 y las altas concentraciones de glucosa residual a un pH de 6.5 (Chen and
Johns, 1993). Por lo contrario Su y col. (1983) encontré en un estudio con una
cepa de Monascus purpureus que el pH optimo para la produccion de biomasa y
pigmentos fue de 6.0, mientras que a pH mayores de 7.0, la produccion de
pigmentos disminuyd notablemente. Suhr y col. (2002) trabajando con una cepa
de Penicillium caseifulvum productora de un pigmento amarillo, encontraron que a
pH 4.0 se intensifica la produccion de este metabolito. En el presente trabajo se
estableci6 un pH de 5.0 para el crecimiento y la produccién de pigmentos por

Monascus purpureus 2955.
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7.1.2 Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre la produccién de

pigmentos por Monascus purpureus en cultivo en placa

La cepa de Monascus purpureus 2955 fue capaz de crecer en todos los
medios de cultivo evaluados. Se observd que la velocidad de crecimiento radial

esta relacionada con el tipo de medio de cultivo empleado.

il

MEA Arroz
Medlo de cultivo

Radio final, mm
R, RPN N W W A~ DN
U o (0] o u o u o (6]
1 1 1 1 1 1 1 1

o

Figura 7.1 Radio final de invasion (mm) por Monascus purpureus bajo los
diferentes medios de cultivo evaluados a las 336 h.

La Figura 7.1 muestra el radio final de crecimiento del microorganismo, en
donde se observa 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
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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 present6 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.

La Figura 7.2 resume la velocidad de crecimiento radial (Vcr) para cada uno
de los medios de cultivo evaluados. En esta Figura se puede apreciar que la cepa
de Monascus purpureus presentd una mayor velocidad de crecimiento radial en el
medio SDA (1.00+0.009 mm h™), seguido de los medios MEA, PDA y YM
(0.083+0.001, 0.085+0.04 y 0.086+0.002 mm h™, respectivamente), no habiendo
diferencia significativa entre ellos. EI medio que presentd la velocidad de
crecimiento radial mas baja fue el medio de Arroz con 0.044+0.002 mm h™. 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 esporulacion de cepas de Monascus utilizando diferentes medios de cultivo
reportando una velocidad maxima de crecimiento radial de 0.12 mm h™ para
Monascus purpureus FTC5391 en el medio MEA y una velocidad de crecimiento

menor de 0.069 mm h™ para Monascus purpureus DSM1379 en el medio PDA.
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Figura 7.2 Velocidad de crecimiento radial (mm h™) por Monascus purpureus bajo
los distintos medios de cultivo evaluados a las 336 h.

7.1.3 Produccion de pigmentos

El analisis de la produccién de pigmentos se realiz6 de acuerdo a lo
descrito por Tseng y col. (2000), donde la concentracion del pigmento es
expresado como la densidad éptica a su maxima absorbancia. La Figura 7.3 ilustra
el resultado de los barridos de exploracién para cada uno de los medios de cultivo
evaluados (SDA, PDA, MEA vy Arroz). Se observo claramente que las maximas
absorbancias se encontraron a una longitud de onda de 495 nmy 390 nm para la
mayoria de los medios evaluados, lo que indica la presencia de pigmentos rojos y
amarillos respectivamente. Asi mismo no se observo la presencia de un pico a los
470 nm, lo que sugiere la ausencia de pigmentos naranjas. Esto coincide con lo
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reportado para la produccion de pigmentos por Monascus spp. (Cho y col., 2002;

Dominguez y col., 2002; Velmurugan y col., 2009).

1.0

o
(o]
I

o
~
1

Absorbancia
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Figura 7.3 Barridos de exploracion de los seis medios de cultivo analizados:
m SDA, = PDA, m Arroz, = MEA, m CYA, = YM

Se encontrd la produccién de pigmentos rojos (495 nm) solo en los medios
SDA, PDA, MEA y Arroz mientras que la produccion de pigmentos amarillos (390
nm) solo fue encontrada en los medios YM y PDA. Con base en esto se
selecciond la longitud de onda de 495 y 390 nm para evaluar la produccién de

pigmentos rojos y amarillos respectivamente en las etapas subsecuentes.
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Figura 7.4 Produccion de pigmentos por Monascus purpureus en diferentes
medios de cultivo después de 336 h de incubacion.

Los resultados de produccidon de pigmentos son presentados en la Figura
7.4. Se puede observar que la produccion de pigmentos es mayor en el medio
MEA tanto en pigmentos rojos como amarillos (2.755£0.75 UA49snm, 3.205+0.71
UAs90nm). ESto es atribuido a la fuente de carbono ya que el medio MEA contiene
sacarosa como fuente de carbono, lo cual coincide con lo reportado por
Velmurugan (2009) donde se empleé sacarosa como fuente de carbono y se
incrementd la produccion de pigmentos amarillos en cinco distintas cepas
productoras (M. purpureus, P. farinosus, E. nidulans, F. moniliforme y P.
purpurogenum). Se ha reportado que la presencia de sacarosa ha mostrado

efectos positivos sobre la produccion de pigmentos por Monascus (Soo y col.,
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2000; Cho y col., 2002). Benavente-Valdés (2011) report6 la mayor produccion de
pigmentos amarillos (2.971+0.255 UAsoonm) por Penicillum pinophilum utilizando
como fuente de carbono sacarosa. Sin embargo, no se alcanzaron los niveles de
produccién de pigmentos que lo obtenido utilizando el medio de Arroz (3.43+0.89
UA495nm, 3.425+0.93UAz90nm) €l cual fue empleado como control debido a que es el
sustrato comunmente utilizado para la produccion de pigmentos por Monascus. La
produccién de pigmentos mas baja se presentd al utilizar el medio CYA

0.35
0.30 -
0.25 -
o
g 0.20 -
92]
£
o 015
m

0.10

0.05

0.00
DSA PDA Armoz MEA YM CYA

Medio de cultivo

Figura 7.5 Produccion de biomasa en base seca para cada unos de los medios de
cultivos evaluados a un tiempo final de 336 h.
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La Figura 7.5 ilustra la biomasa obtenida para cada uno de los medios de
cultivo evaluados. Se puede apreciar que la biomasa esta relacionada con la
produccién de pigmentos. La mayor produccion de biomasa fue obtenida con el
medio control Arroz (0.254+0.032 g) y en el medio MEA (0.192+0.014 g) mientras

gue la menor produccion de biomasa se presentd en el medio CYA (0.025+0.0070

9)-

De acuerdo a los resultados anteriores, el medio de cultivo MEA fue
seleccionado para la producciéon de pigmentos rojos y amarillos por Monascus

purpureus 2955.

Departamento de 9 2
Ingenieria Quimica

b



Produccién de pigmentos fungicos (Monascus purpureus 2955) en residuos agroindustriales por fermentacion sélida

Velazquez-Arellano ME, 2013

7.2 ETAPA Il: CARACTERIZACION DE LOS RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

7.2.1 Caracterizaciéon de los soportes

En la Figura 7.6 se muestran los resultados obtenidos del analisis del indice
de absorcion de agua (IAA) de cada uno de los residuos agroindustriales
evaluados. Los residuos que presentaron un mayor porcentaje de IAA son la
cascara de pifia, seguida de la cascara de toronja y Aloe vera (10.53+0.60,
9.85+0.05 y 9.57+0.03 g gel/g soporte respectivamente), aunque el resto de los
residuos tiene valores no muy lejanos a los ya mencionados, soélo el alga marina 'y
la cascara de tuna son los que tienen un porcentaje de IAA mas bajo (4.22+0.09 y
2.25+0.02 g gel/g soporte respectivamente). El IAA representa la cantidad de agua
gue puede ser absorbida por el soporte. Se prefieren materiales con altos valores
de IAA, ya que presentan una mayor facilidad para modificar el contenido de
humedad durante los cultivos sdlidos. De acuerdo con Orzua-Gonzalez (2009), el
IAA de 10 residuos agroindustriales (cascara de nuez, barbas de coco, cascara de
pistache, cascara de naranja, salvado de trigo, cascara de limon, cascara de
manzana, residuos de frijol, residuos de lechuguilla y follaje de gobernadora), es
distinto dependiendo del tipo de material; en este estudio 6 de los residuos estan
por debajo de los 6 g gel/lg de soporte seco, y podemos observar que en el
presente trabajo los resultados favorecen su empleo como soportes para la
fermentacion sdélida debido a que 9 de los residuos evaluados en el presente

estudio mostraron un IAA superior 6 g gel/g de soporte seco.
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Figura 7.6 indice de absorcion de agua para cada uno de los residuos
agroindustriales.

El estudio del analisis del punto critico de humedad (PCH) de los soportes
se muestra en la Figura 7.7. El punto critico de humedad representa la cantidad de
agua ligada al soporte que no puede ser empleada por el microorganismo y se

encuentra fuertemente relacionado con la actividad de agua (aw).

La ay es la cantidad de agua disponible en el soporte para las funciones
metabolicas del microorganismo. Los valores reportados en la literatura se
encuentran entre 0.88 y 0.99. Los valores superiores al 40 % de PCH indican que
el agua no se encuentra ligada al soporte, si no en solucion y por lo tanto esto
afecta el crecimiento flngico, en cultivos sélidos se requiere que los PCH sean
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bajos para poder modificar el valor de la humedad en funcién del contenido del
medio absorbido. Cuatro soportes (cascara de pifia, tuna, vaina y alga marina)
presentaron valores superiores al 40% mientras que los 7 restantes estan dentro
del rango de los PCH permitidos. Los valores obtenidos son similares a los

reportados por OrzUa-Gonzalez (2009) para condiciones similares.

80

70 -
60 -

PCH, %
w A~ O
o

Figura 7.7 Punto critico de humedad (PCH) para los residuos agroindustriales
estudiados.

En la Figura 7.8 podemos observar la concentracion de azucares en cada
uno de los residuos agroindustriales antes de la fermentacion, donde la cascara de
mango presentd la mayor concentracion (15.94 g/L) seguida de la cdscara de tuna
(15.45 g/L), mientras que el alga marina presenté la menor concentracion de
azucares (0.2 g/L) seguida de la sébila (0.86 g/L). El resto de los residuos tienen
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una concentracion entre los 9 y los 12 g/L. Mejia-Giraldo y col. (2007), reportaron
para la cascara de mango un valor de 15.44%, mientras que para la cascara de
tuna se ha reportado un contenido de carbohidratos del 4% (Velazquez-Arellano,
2012). Buslig (1991) menciona que la cantidad de azlcares en la cascara de
naranja puede variar de entre el 7y el 12% y para la cascara de pifia un contenido
aproximado del 21.09 % (Castafio y col., 2010). Estos residuos contienen un
material vegetal que contiene una gran cantidad de material lignocelulésico el cual
puede ser aprovechado para la obtencién de azucares fermentables utilizados en

procesos biotecnoldgicos.

18
16 -
14 -
- 12 -
o
s 10 -
o]
% 8-
o
\a 6 ;
<
4 _
2 -
O .
QO *’b ‘a(\’b QQ o (\Q .(\’0 Q(b ~<\’b N \Q(b
7 00 QY . PO
S LR &{o S & RGP o
@’b
Residuo

Figura 7.8 Concentracién de azucares totales para los distintos residuos
agroindustriales evaluados.
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7.3 ETAPA 1ll: PRODUCCION DE PIGMENTOS POR Monascus purpureus

EMPLEANDO DIFERENTES RESIDUOS AGROINDUSTRIALES EN CULTIVO SOLIDO.

7.3.1 Produccién de pigmento

Los resultados de la produccién de pigmentos en medio solido son
presentados en la Figura 7.9. Se observé que la mayor produccién se presento en
el residuo de sabila para pigmentos rojos (1.781+0.73 UA4gsnm) mientras que la
vaina de frijol (0.244 £ 0.23 UAsgsnm) Y pifia (0.190 £ 0.16 UA49snm) Mostraron poca
produccion. En cuanto la produccion de pigmentos amarillos el residuo de mango
mostréo el mayor rendimiento (2.37+0.1.32 UAsgonm), Seguido por el limén
(1.55+0.73 UAzgonm) Y la mandarina (1.38£0.23 UAs90nm). Sin embargo se observé
gue la producciéon de pigmentos rojos en el medio de arroz utilizado como control
(15.905£3.46 UA495nm) €S sumamente elevada en comparacion a los residuos en
estudio. Los residuos que los que no fue posible producir pigmentos fueron

papaya Y tuna.

Velmurugan y col. (2011) reportd una produccion para pigmentos amarillos de
18.92 UA41onm Y para pigmentos rojos de 14.26 UAs12nm @ una humedad del 60%
en sustrato de mazorca de maiz. Sin embargo en ese trabajo la humedad fue
controlada durante todo el experimento en comparacion con el presente estudio,
donde solo se controlo la humedad inicial. Se ha demostrado que la humedad esta
altamente relacionada con el rendimiento en la produccion de pigmentos por
Monascus purpureus (Velmurugan y col., 2011). El decremento en la humedad
tiene como resultado la baja disponibilidad de nutrientes debido a la reducida
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disolucion de sales, asi como una menor transferencia de calor y oxigeno (Babitha

y col., 2007).

Resultados similares han sido reportados por Kernel (2009) para pigmentos

de Monascus purpureus en polvo de arroz (1136.6 U™ mL/g).
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Figura 7.9 Produccion de pigmentos por Monascus purpureus al tiempo final de
fermentacion para cada uno de los residuos evaluados.

7.3.2 Consumo de sustrato

La Figura 7.10 ilustra el resultado de consumo de sustrato por Monascus

purpureus. ElI mayor consumo de sustrato se presenté en el residuo de toronja
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(63.23%), sin embargo no fue este residuo el que presento la mayor produccién de

pigmento. Los residuos con menor porcentaje de consumo fueron la papaya y pifia

(12.36 y 17%, respectivamente) siendo estos residuos los que arrojaron menor

produccién de pigmento. Estos resultados nos indican la necesidad de realizar un

estudio cinético que incluya la produccién de pigmentos, biomasa y consumo de

sustrato para encontrar una relacibn mas especifica del crecimiento y la

produccién de pigmentos por Monascus purpureus sobre el consumo de sustrato.
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Figura 7.10 Consumo de azucares por Monascus purpureus al tiempo final de la
fermentacion solida.

Los resultados obtenidos en esta etapa resaltan el potencial aprovechamiento de
los residuos agroindustriales como fuente de sustrato para la produccién de

pigmentos y su aplicacion en procesos biotecnoldgicos integrales.

©
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7.4 ETAPA |IV: PRODUCCION DE PIGMENTOS POR Monascus purpureus

EMPLEANDO DIFERENTES RESIDUOS AGROINDUSTRIALES EN CULTIVO LiQUIDO.

7.4.1 Produccién de pigmentos
En la Figura 7.11 se muestran los resultados de la produccion de pigmentos
al término de la fermentacion liquida. De acuerdo a los resultados se observa que

en todos los residuos se produjo pigmento (ya sea rojos, amarillos, 0 ambos).
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Figura 7.11 Produccion de pigmentos por Monascus purpureus para los distintos
residuos en medio liquido.

La mayor produccion de pigmentos rojos se observo en el residuo de sabila
(0.757+0.055 UA495nm), Seguido por la tuna (0.278+0.046 UA49s,m) Mientras que la
menor produccién se observo en el mango (0.023 + 0.02 UA49snm). Por lo contrario
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los residuos de papaya y vaina no se presentaron produccion de pigmentos rojos.
En cuanto la produccion de pigmentos amarillos, el residuo de naranja presento la
mayor produccién con 0.812+0.015 UAsgonm, Seguida de la papaya (0.741+ 0.05
UAs90nm), Y sébila (0.741+ 0.011 UAsgonm) con valores similares de produccion. El

residuo de mandarina no mostré produccion de pigmentos amarillos.

El arroz mostr6 mayor produccién para pigmentos amarillos (0.816+0.07 UA390nm),
mientras que para pigmentos rojos mostré menor produccion que la sébila
(0.585+0.012 UAy4gsnm). Silveira y col. (2011) reportaron la produccion de
pigmentos por Monascus purpureus en fermentacion liquida utilizando bagazo de
cafia de azucar como unica fuente de carbono, alcanzando una produccion
maxima de pigmentos de 3.380 UAsoo/mL siendo este valor mucho mayor al
alcanzado en el presente estudio. Sin embargo la fuente de nitrégeno utilizada fue
distinta, observando un efecto significativo de la fuente de nitrégeno utilizada
sobre la produccion de pigmentos rojos, encontrando que el uso de fuentes de

nitrégeno inorganicas como el NH4Cl no favoren la produccion de pigmentos rojos.

7.4.2 Determinacién del color para cada uno de los extractos de los residuos

Se evaluaron las caracteristicas colorimétricas de los extractos de los
residuos pigmentados (Cuadro 7.2) en donde los valores de L*, a* y b*, fueron
similares para cada residuo. Asi mismo, el parametro Croma (C) y el angulo del
color (hab) fueron calculados a partir de estos valores. El pardmetro Croma

(C) corresponde a una de las tres coordenadas polares del espacio de color (las
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otras dos son luminosidad y tono) que indica la fuerza de saturacion o intensidad
del color. Por otro lado el angulo del color hy, representa el &ngulo en el espacio
de color CIELab medido en grados. En el espacio de color CIELab, la
cromacidad de un color puede ser representada como un punto en una gréafica
a* b*. La longitud de una Iineaazada desde este punto hasta el origen se
denomina croma métrico (C). El &ngulo que la linea del croma métrico forma con

el eje a* se define como el angulo tono. El angulo de tono siempre se mide en la

direccion opuesta a las manecillas del reloj desde el eje a* (+).

Cuadro 7.2 Valores del sistema CIELab de cada residuo para la determinacion
del color.

: CIELab
Residuo L o b* c has
Mango 83.89 -0.16 14.52 14.52 -89.36
Papaya 89.73 1.01 -1.23 1.59 -50.82
Pifia 88.00 2.49 -3.36 4.18 -53.52
Naranja 87.95 1.95 -0.46 2.01 -13.16
Limon 88.86 -1.27 0.59 1.40 -24.79
Toronja 89.11 3.07 -7.96 8.54 -68.90
Mandarina  88.91 2.27 -1.81 291 -38.53
Tuna 88.95 3.53 -8.36 9.08 -67.14
Vaina 88.32 1.34 0.93 1.63 34.73
Sabila 83.01 -2.50 19.33 19.49 -82.63
Alga 88.83 1.16 -4.70 4.84 -76.16

Estos valores corresponden a un valor determinado, y solo indican el color
en un determinado punto, no la cantidad de pigmento o color producido. Sin
embargo es posible determinar mediante el valor del parametro b* que tan amarillo
es el extracto, para el caso de los residuos evaluados los resultados mostraron
una coloracion amarillo intenso y uno de los colores producidos por Monascus
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purpureus son amarillos. No obstante al ser éste, un sistema de medicién
tridimensional los tres valores determinan el color exacto, como se observa en la
Figura 7.12; los valores de L*, a* y b* se localizan en la regién de los amarillos-
cafés lo cual indica que son amarillos intensos.

El color de M. purpureus varia de amarillo-naranja a rojo-purpura. El color
producido puede deberse a la influencia de las condiciones de cultivo, en
particular, por el valor de pH (Fabre y col., 1993), por el fésforo y la fuente de

nitrégeno en el sustrato (Wong y col., 1981).
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Figura 7.12 Esquema del sistema CIELab en donde se muestra la posicion del
color para los extractos pigmentados obtenidos en cada uno de los residuos
evaluados.

Departamento de 1 03

Ingenieria Quimica




Produccién de pigmentos fungicos (Monascus purpureus 2955) en residuos agroindustriales por fermentacion sélida
Velazquez-Arellano ME, 2013 é}

7.4.2 Consumo de sustrato

Los resultados obtenidos para el consumo de sustrato en fermentacion
liquida por Monascus purpureus son presentados en la Figura 7.13, donde es
evidente que el consumo de sustrato por Monascus purpureus es superior en la
fermentacion liquida para la mayoria de los sustratos comparada con la
fermentacion sdlida. El residuo de papaya fue el que presentd el mayor porcentaje
de consumo (98.25%), el resto de los sustratos presentaron resultados similares.
El consumo de los residuos de alga marina y sabila fueron inferiores al 90% (78.76

y 81.67%, respectivamente).
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Figura 7.13 Consumo de azucares por Monascus purpureus durante el proceso
de fermentacién (sélido y liquido).
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El residuo de sabila presentd los mejores resultados en cuanto a produccion de
pigmento, sin embargo al igual que en la fermentacion en estado sdlido es
necesario un estudio cinético (biomasa, pigmento, sustrato) para establecer una
relacién de crecimiento y produccién de pigmentos por Monascus purpureus sobre

el consumo de sustrato para este residuo.
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8. CONCLUSIONES

La cepa de Monascus purpureus 2955 fue capaz de crecer y producir
pigmentos en diversos medios de cultivo, con diferente fuente de carbono,
obteniéndose diferentes radios de invasion final a las 336 h de incubacion,
presentandose mayor crecimiento en el medio SDA (37 mmh™), mientras
gue la produccién de pigmentos fue mayor en el medio MEA (2.755+0.75
UAsosnm, 3.205+0.71 UAsgonm). Estableciéndose al medio SDA como el

optimo para la propagacion de Monascus purpureus 2955.

Las cascaras de mango, papaya, pifia, naranja, limon, toronja, mandarina,
tuna, vaina, sabila y alga marina, son una fuente potencial para obtener
azucares fermentables los cuales se pueden utilizar como Unica fuente de
carbono para Monascus purpureus, durante fermentacion sdlida y liquida,
en la produccién de metabolitos secundarios (pigmentos fungicos), esto
resalta el empleo de residuos agroindustriales como Uunica fuente de
carbono permitiendo la reduccion de los costos de produccion ademas de

contribuir con la conservacion del medio ambiente.

La mayor produccion de pigmentos fue obtenida cuando se empled la
fermentacion sélida, utilizando Aloe vera (1.781+0.73 UA495nm) COmo fuente
de nutrientes para la produccion de pigmentos rojos y el mango (2.37+0.132

UAsgnm) para la produccion de pigmentos amarillos; sin embargo estos
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resultados estdn muy por debajo de los resultados obtenidos con el control,
por lo tanto se debe trabajar en la optimizacion de los residuos para elevar
la produccion de pigmentos por Monascus purpureus. En cuanto a la
fermentacion liquida la mayor produccion de pigmentos rojos también fue
obtenida en el residuo de aloe vera (0.757+0.055 UAu4gsnm) € incluso fue
superior a la obtenida con el control. En cuanto a la produccion de
pigmentos amarillos la mayor produccion se obtuvo con la céscara de
naranja (0.812+0.015 UAsgonm), la cual fue similar a la produccién con el

control.

Los residuos agroindustriales tienen un gran potencial para la produccion
de pigmentos por Monascus purpureus principalmente amarillos y rojos,
debido a que tienen una gran cantidad de azucares que son asimilables por
el microorganismo, sin embargo los resultados de éste trabajo de
investigacion son inferiores a estudios reportados previamente, por lo que
un estudio mas detallado seria recomendable para optimizar el uso de los

residuos agroindustriales para la produccion de pigmentos de Monascus

Spp.
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PERSPECTIVAS

e Optimizar las condiciones de cultivo utilizando residuos agroindustriales
para la produccion de pigmentos por Monascus purpureus.

e Realizar estudios cinéticos en el proceso de produccion de pigmentos por
Monascus purpureus 2955 en fermentacion soélida y liquida.

e Analizar el efecto de la humedad sobre la produccién de pigmentos en
fermentacion en estado solido.

e I|dentificar mediante técnicas analiticas especializadas (HPLC-masas) los
pigmentos producidos por Monascus pupureus 2955.

e Escalar el proceso de produccion de pigmentos por Monascus purpureus

2955 a nivel reactor.
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