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Resumen

El uso de pigmentos naturales se ha incrementado en los ultimos aflos al
ser notorio que los pigmentos de origen artificial tienen efectos negativos
sobre el consumidor, de esta manera es importante que se orienten los es-
fuerzos para que se puedan obtener de fuentes naturales y sin el uso exce-
sivo de compuestos quimicos que después contaminan el ambiente. La se-
guridad alimentaria que brindan estos pigmentos naturales los hace mas
atractivos y es importante que haya una mayor educacidn por parte del
consumidor para evitar que se siga afectando la salud de mas seres humanos.
Los cereales como el arroz, avena o trigo resultan ser buenos sustratos para
el crecimiento de hongos filamentosos, incluso algunos dafian estos cultivos
afectando su comercializacidn, sin embargo, también se puede aprovechar
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esta condicion para obtener un beneficio. En particular, el hongo filamen-
toso Monascus purpureus ha sido aislado e identificado y se encontr6 que
produce pigmentos que pueden ser de interés alimentario con la finalidad
de colorear y brindar sabor sobre todo en carnes, pescados y aves. En este
estudio se tuvo como objetivo cultivar por fermentacion liquida una cepa
de M. purpureus para la obtencién de pigmentos naturales utilizando medios
de cultivo a base de infusion de arroz o infusién de avena. Se realizé el cul-
tivo en caja de Petri para medir la velocidad radial de la cepa en estudio en
ambos sustratos y posteriormente se formularon los medios liquidos para
comparar la produccion de pigmentos amarillos, naranjas o rojos modifi-
cando la fuente de nitrégeno y zinc. La extraccion de pigmentos se realizd
del caldo de cultivo y en la biomasa producida. Los pigmentos se cuantifi-
caron a por espectroscopia visible a 400, 450 y 500 nm. De esta manera, el
medio de cultivo de avena modificado mostré ser un medio 6ptimo para
extraer la mayor cantidad y diversidad de pigmentos. Lo anterior abre la
posibilidad de utilizar esta formulacién en futuros estudios de produccion
a mayor escala.

Palabras clave: seguridad alimentaria, pigmentos naturales, cultivo de hongos.

Introduccion

La transparencia en el uso de colorantes por parte de la industria alimenta-
ria muchas veces no es clara, se suele recurrir a practicas engafosas para
mejorar los productos, hacerlos mads atractivos visualmente, aunque esto
traiga efectos negativos en el consumidor, la falta de detalles, sobre todo en
los alimentos empacados o procesados, es preocupante, la normatividad
muchas veces se ve rebasada. El uso de pigmentos naturales por la huma-
nidad a partir de plantas, animales o minerales se ha descrito en muchos
capitulos de la historia, sin embargo, por via microbiana no lleva mucho
tiempo, después del descubrimiento de los antibioticos los procesos fermen-
tativos tuvieron un mayor realce, las practicas de cultivo de microorganis-
mos ha evolucionado y ahora esto puede ser aprovechado para obtener
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compuestos muy especificos. El uso de hongos filamentosos productores de
pigmentos ya ha sido reportado, producen pigmentos de diversos colores
que resultan realmente atractivos. Entre los géneros de hongos que habitan
en el suelo encontramos a Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Paecilomyces
y Trichoderma, y los pigmentos producidos por los hongos son melaninas,
betalainas, quinonas, xantinas, flavonoides, carotenoides y curcuminoides
(Dufossé et al., 2014).

Asimismo, el género de hongos Monascus pertenece al filo Ascomicota
descrito desde 1884 por el cientifico francés Van Tieghem; pertenece a la
familia Monascaceae, y usualmente es conocido como moho rojo (Vid-
yalakshmi et al., 2009), la fermentacion de este género en estado sélido
tiene una larga historia de tradicion en el Oriente en paises asiaticos que se
remonta al menos al siglo 1d. C., segin la literatura se han encontrado al-
rededor de 20 especies, pero la mayoria de las cepas de este género provie-
nen de una modificacién de solo tres especies principales: M. pilosus,
M. purpureus y M. ruber (Kang et al., 2013; Pan y Hsu, 2014) son las de
mayor importancia biotecnoldgica, por su uso tradicional en la comida
oriental (Sabater-Vilar et al., 1999), donde se han empleado como coloran-
te y/o conservante de vino, pescado, carnes, queso, arroz, entre otros pro-
ductos (Blanc et al., 1994; Carvalho et al., 2005; Pattanagul et al., 2007).
Por otro lado, sus compuestos biolégicamente activos se traducen en di-
versas aplicaciones como aditivos, principalmente en las industrias cos-
mética, alimentos y medicamentos (Pattanagul et al., 2007; Pisareva y Ku-
jumdzieva, 2010).

Desarrollo

Infusion de los cereales y composicion de los medios. Se hirvieron 200 g/1 de
los cereales avena y arroz en agua destilada por un periodo de 5 a 10 minu-
tos, se dejo enfriar y se filtr6 a través de una gasa con ayuda de un embudo
de vidrio (Urcia y Guevara, 2002). Los medios utilizados fueron infusién
de arroz (Az), infusion de avena (Av) e infusion de avena modificada (MAv)
(vid. tabla 14.1). Todos los medios se ajustaron a un pH de 5.5 (Patrovsky
et al.,, 2019), utilizando soluciones diluidas de HCI 1 My NaOH 1 M, para

193



194

ESTRATEGIAS PRODUCTIVAS CON ENFOQUE AGROECOLOGICO

ajustar a dicho valor. Posteriormente, se verti6 por triplicado en matraces
Erlenmeyer de 500 ml colocando 100 ml de cada uno de los medios de
cultivo, se esterilizé en autoclave Felisa FE-396 a 121 °C y una presion
de 1.5 durante 20 minutos. En los medios sdlidos la composicion fue la
misma solo se afladi6 15 g/l de agar nutritivo.

Tabla 14.1. Composicién de medios de cultivo (g/l)

Medio de cultivo Glucosa Peptona Sulfato Sulfqto de Arroz  Avena Papa  Agar
decarne  manganoso zinc
Infusion de arroz 10 3 2 0 200 0 0 0
Infusion de avena 10 3 2 0 0 200 0 0
Infus.lon de avena 10 10 5 1 0 200 0 0
modificado
Agar papa dextrosa 20 0 0 0 0 0 200 20

Fuente: elaboracion propia con base en Bau y Wong (1979), Velazquez et al. (2016) y Patrovsky et al. (2019).

Velocidad de crecimiento radial. Para este ensayo se utilizaron cuatro
medios de cultivo por triplicado: agar papa dextrosa (PDA, tabla 14.1), agar
infusion de arroz (Az), agar infusién de avena (Av), agar infusién de avena
modificada (MAv), la composicion de los tltimos tres medios de cultivo es
la descrita en la tabla 14.1, solo se adicionaron 20 g/l de agar en cada caso,
posteriormente se inocularon en el centro de cada placa de agar con un
disco de agar con micelio de 1 de una cepa de M. purpureus de 10 dias de
crecimiento. Posteriormente se incubaron a 25 + 2 °C durante 14 dias.
El crecimiento radial fue evaluado cada 24 h cuantificando su desarrollo del
centro hacia los cuatro ejes marcados en la parte inferior externa de las
cajas Petri. Para calcular la velocidad de crecimiento radial (Ve,) se obtu-
vieron los valores de las pendientes a partir del grafico de crecimiento de
M. purpureus en funcion del tiempo, tomando Gnicamente los valores li-
neales de la curva de crecimiento. De esta manera, se obtuvieron los valores
de la velocidad especifica de crecimiento radial o velocidad de invasién, la
cual se expres6 en unidades de longitud por unidad de tiempo (mm/h).

Inoculacion en medio liquido y extraccion de biomasa. La inoculacion de
M. purpureus en los medios de cultivo propuestos se llevo a cabo de una
cepa de 10 dias de crecimiento, de esta manera, se tomaron 3 discos de agar
con micelio de 1 cm?* agar con el hongo y se adicionaron a matraces Erlen-
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meyer de 500 ml con 100 ml de medio de cultivo, posteriormente, se incu-
baron durante 14 dias a una temperatura de 25 + 2 °C a 120 rpm. Al concluir
el tiempo de incubacién para cada tratamiento, se separ6 la biomasa pro-
ducida del caldo de cultivo, mediante filtracion al vacio, utilizando un em-
budo de Biichner, papel filtro poro mediano, matraz Kitasato y una bomba
de vacio, posteriormente, tanto la biomasa como el caldo de cultivo se con-
gelaron a —20 °C para después eliminar el contenido de humedad median-
te liofilizacién.

Extraccion de pigmentos. Una vez deshidratada la biomasa producida de
cada tratamiento, se realizaron extracciones sucesivas utilizando 100 ml de
cloroformo y posteriormente 100 ml de metanol (Broder y Koehler, 1980),
mientras que para el caldo de cultivo liofilizado se us6 una mezcla de 100
ml de cloroformo:metanol 1:1. Ambas extracciones se dejaron macerar du-
rante 24 h y posteriormente se introdujeron en un bafio de ultrasonido
durante 30 min, completando dos ciclos, posteriormente, se evapord el ex-
ceso de disolvente con ayuda de un rotaevaporador con presion reducida.

Cuantificacién de pigmentos. Se utilizé la técnica espectrofotométrica
de UV-Vis para cuantificar los pigmentos, para los colores amarillos se uti-
liz6 una longitud de onda de 400 nm, naranjas a 450 nm y rojos a 500 nm.
Ademas, en todos los extractos se utilizaron diluciones 1:10 y como blancos
los disolventes empleados en cada extraccion, los resultados se expresaron
como UA/ml (Embaby et al., 2018).

Resultados y discusiones

La cepa de M. purpureus present6 crecimiento en todos los medios de cul-
tivo que se evaluaron, como se muestra en la tabla 14.2. El medio con mayor
fue el agar de arroz (Az, 0.15 + 0.02 mm/h), seguido por el agar de avena
modificado (MAy, 0.13 + 0.03), el inico medio de cultivo que mostré dife-
rencia significativa con respecto al arroz fue el ppa (tabla 14.2).

Velazquez et al. (2016) reportaron la para el arroz y ppa (0.04 £ 0.002 y
0.08 + 0.04 mm/h, respectivamente). De acuerdo con sus resultados se ob-
servé una diferencia con lo reportado a este trabajo, lo cual puede deberse
a la composicion del medio, debido a que Velazquez et al. (2016) utilizaron
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Tabla 14.2. Velocidad de crecimiento radial de M. purpureus en medios de cultivo de Az (Arroz),
Av (Avena), MAv (Avena modificada) y PDA (Agar papa dextrosa).

Medio de cultivo Velocidad de crecimiento radial (mm/h)
PDA 0.11 £0.02
Az 0.15 +£0.02
\Y 0.13 £ 0.01
MAv 0.13+£0.03

Fuente: elaboracion propia.

40 g/1 del cereal, malta como FN y 30 g/l de glucosa, resultando en que su
velocidad de crecimiento radial sea menor. En la grafica 14.1, se puede
observar las diferencias en el crecimiento radial, el medio de cultivo Az,
PDA y Av iniciaron su crecimiento después de 48 h, mientras que en MAv
su fase de latencia terminé a las 96 h, a su vez Av y Az terminaron de cre-
cer a las 240 h.

Gréfica 14.1. Crecimiento radial de M. purpureus en medios de cultivo de Az (arroz),
Av (avena), MAv (avena modificada) y PDA (agar papa dextrosa)

Crecimiento radial

o . § e e PDA (mm)
€ ] = Az (mm)
g 307 e
< 254 Fy A Av (mm)
‘S 204 ] % { v MAv (mm)
£ 15— g :

o
g 10— § ¥

5 4

0—fp—=—s—=

) ) ) ) ) 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (h)

Fuente: elaboracion propia.

Asimismo, en la figura 14.1, se observa la diversidad de pigmentos
de cada medio de cultivo utilizado, tanto de la extraccion de la biomasa
producida como del caldo de cultivo, destacando entre ellos los de color
amarillo.



PRODUCCION DE PIGMENTOS NATURALES CON APLICACION ALIMENTARIA 197

Figura 14.1. Pigmentos de M. purpureus obtenidos con los disolventes de extraccién

Fuente: elaboracion propia.

Los pigmentos amarillos predominaron en todas las muestras, a conti-
nuacion se presenta en la tabla 14.3, un resumen de los valores de absor-
bancia de las muestras analizadas. Los pigmentos amarillos de biomasa
con mayor concentracion fueron los que se presentaron en los extractos
MAv extraidas con metanol y con cloroformo (4.598 + 0.554 y 4.291 +
0.832, respectivamente), también, en el extracto de caldo de cultivo se ob-
tuvo del medio de cultivo (Av) (4.045 £ 0.522 ). Con respecto a las mayo-
res concentraciones de pigmentos rojos, se presentd en el medio de cultivo
(MAv), tanto en el extracto de biomasa (2.975 + 0.341 ), como en el ex-
tracto del caldo de cultivo (2.661 + 0.148 ).

Tabla 14.3. Absorbancia obtenida de los pigmentos extraidos con diversos disolventes
de M. purpureus en medios de cultivo, Az (arroz), Av (avena) y MAv (avena modificada)

Longitud Biomasa (UA/ml) Caldo de cultivo (UA/ml)
de onda
(A, nm) Extractos (MeOH) Extractos (CHCls) Extractos (MeOH/CHCls)
MAv Av Az MAv Av Az MAv Av Az
400 4598+ 1487+ 2902+ 4291+ 3236+ 1265+ 2932+ 4045+ 3.027+
0.554 0.085 0.227 0.832 0.496 0.030 0.484 0.522 0.040
450 2286+ 0555+ 1314+ 2010+ 1558+ 0589+ 2773+ 1536+ 1.653+
0.102 0.023 0.006 0.047 0.109 0.077 0.178 0.395 0.319
500 2975+ 0323+ 1421+ 0277+ 0720+ 0202+ 2661+ 1.013+ 1764+
0.341 0.002 0.011 0.039 0.069 0.042 0.148 0.037 0.375

Fuente: elaboracion propia.
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Gréfica 14.2. Absorbancia de los pigmentos extraidos con diversos disolventes de
M. purpureus en medios de cultivo, Az (arroz), Av (avena) y MAv (avena)
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Fuente: elaboracion propia.

Todas las muestras del medio de cultivo (MAv) demostraron tener ma-
yor cantidad de pigmentos, en comparacién con las del medio de cultivo
(Az). Asimismo, los extractos del medio de cultivo (Av) expreso los valores
mas bajos en los pigmentos extraidos de la biomasa con metanol, al igual
que el medio de cultivo (Az) extraido con cloroformo. Con respecto a los
pigmentos naranjas, los extractos del medio de cultivo (MAv), son los que
presentaron una mayor cantidad en todas las muestras (grafica 14.2).

Velazquez et al. (2016) reportaron las maximas absorbancias para me-
dios de cultivo sélidos de arroz y agar extracto de malta (MEA) para los
pigmentos amarillos (390 nm) y rojos (495 nm) (3.425 + 0.32 y 3.205 *
0.71,3.430 £ 0.34 y 2.755 £ 0.75, respectivamente), para medios de cultivo
liquidos la maxima concentracion de pigmentos rojos la encontré con re-
siduos de sabila (0.757 + 0.055 ) y los amarillos con residuos de naranja,
papaya y sabila (0.812 £ 0.015, 0.741+ 0.05 y 0.741+ 0.011). De acuerdo
con los resultados podemos observar una gran diferencia con los reporta-
dos en este trabajo, se encuentran con una mayor concentracion todos los
pigmentos en los medios de cultivo liquidos, incluso se puede observar
una concentracion ligeramente mayor que en los medios de cultivos soli-
dos reportados por Veldzquez et al., (2016). El género Monascus produce
principalmente colorantes naturales que son utiles en varios procesos in-
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dustriales (Pineda-Insuasti et al., 2016), de igual manera, produce otros
metabolitos de importancia farmacolégica como la monacolina K (una es-
tatina precursora de la lovastatina), un extenso grupo de enzimas, antimi-
crobianos y antioxidantes (Wong y Koehler, 1981; Martinkova, 1999; Fer-
des et al., 2009). Cabe destacar, que la mayoria de las cepas de este género
provienen de una modificacion de solo tres especies principales: M. pilo-
sos, M. purpureus y M. ruber (Kang et al., 2013; Pan y Hsu 2014), siendo
M. purpureus la especie mas comun, porque a partir de éste se produce el
arroz rojo o angkak en Asia oriental (Wong y Bau, 1978; Pattanagul et al.,
2007). El efecto por el pH y la fuente de nitrégeno también ha sido estu-
diado por Chen (1993), variables que también son importantes a conside-
rar en futuros estudios. Del mismo modo, la adicién de zinc y aminodcidos
al medio de cultivo permite tener un mejor crecimiento de M. purpureus
(McHan y Johnson, 1970).

Conclusiones

La cepa de M. purpureus fue capaz de crecer en todos los medios de cultivo,
el medio de cultivo de (Az) mostr6 una velocidad radial superior al resto
de medios con 0.15 + 0.02 mm/h, lo cual demuestra ser el medio 6ptimo
para su crecimiento. En cuanto a la produccién de pigmentos el que obtuvo
las concentraciones mas altas en la mayoria de los extractos y de los tres
pigmentos fue el medio de cultivo con avena modificado (MAv), la tnica
excepcion fueron pigmentos amarillos extraidos del caldo de cultivo en el
cual el medio de cultivo de avena (Av) supero al medio antes mencionado.
De esta manera, el medio de cultivo (MAv) mostro ser un medio éptimo
para extraer la mayor cantidad y diversidad de pigmentos, en comparacién
con los demas tratamientos. Estos hallazgos permiten dar un uso a cereales
como arroz y avena para que puedan obtenerse colorantes naturales, los
cuales pueden ser de mucho interés para la industria de alimentos. Por otra
parte, los pigmentos que se obtienen de una fuente microbiana y natural
permiten que se abra una oportunidad para poder ser utilizada en futuros
estudios de produccién a mayor escala.
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