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RESUMEN

Se evaluo el crecimiento de M. purpureus en medios de cultivo a base de harina de quinua
enriquecida con diferentes suplementos midiendo la velocidad de crecimiento, biomasa y
pigmentos miceliales. La velocidad de crecimiento radial (Vcr) (mm ht) se calculé por
regresion lineal de los radios miceliales medidos con vernier digital durante los dias 2, 4, 6,
8,10y 12. La biomasa fungica se midio de forma directa e indirectamente por peso seco (g)
y N-acetilglucosamina (mg) respectivamente, la biomasa indirecta se midi0 por
espectrofotometria UV-Vis a A=537 nm y la conversién se realizO con la curva de
calibracién. La medicién de los pigmentos se calculé mediante espectrofotometria UV/Vis
como (UA/ml) a A=400, 470 y 500 nm para los pigmentos amarillos, anaranjados y rojos
respectivamente. Los resultados demostraron que hubo diferencias significativas en la VVcr
siendo seleccionado un tratamiento por suplemento que present6 el valor mas alto de Vcr
ordenados de mayor a menor como S7T2,S3T2, S1T6, S5T2, S2T3, S4T2y S6T1. En cuanto
a la biomasa fungica se analizd para los tratamientos S6T1 y S7T2 donde la N-
acetilglucosamina y biomasa por peso seco fueron 1.41 y 2.26 veces en S7T2 respecto a
S6T1 al dia 12. Con respecto a los pigmentos de los tratamientos S6T1 y S7T2 alcanzaron
la produccion de pigmentos amarillos, anaranjados y rojos de 1.99, 0.84 y 1.23 veces en
S7T2 respecto a S6T1 al dia 12. Por lo tanto, el uso de medios de cultivo en base de harina
de quinua suplementada ya sea con glucosa, fructosa, melaza, fermentado de pescado,
hidrolizado de pescado, glutamato monosddico y cloruro de sodio permitieron el crecimiento
de M. purpureus, siendo el primer estudio reportado donde se utilizé un pseudocereal para

el desarrollo fungico en placas Petri.

Palabras clave: Chenopodium quinoa, regresion lineal, biomasa flngica, pigmentos

naturales.



ABSTRACT

The growth of M. purpureus on quinoa flour media enriched with different supplements was
evaluated by measuring growth rate, biomass and mycelial pigments. The radial growth rate
(Ver) (mm h't) was calculated by linear regression of the mycelial radii measured with digital
vernier during days 2, 4, 6, 8, 8, 10 and 12. The fungal biomass was measured directly and
indirectly by dry weight (g) and N-acetylglucosamine (mg) respectively, the indirect
biomass was measured by UV-Vis spectrophotometry at A=537 nm and the conversion was
performed with the calibration curve. Pigment measurement was calculated by UV-Vis
spectrophotometry as (AU/ml) at A=400, 470 and 500 nm for yellow, orange and red
pigments respectively. The results showed that there were significant differences in VVcr with
one treatment per supplement being selected as having the highest VVcr value ordered from
highest to lowest as S7T2, S3T2, S1T6, S5T2, S2T3, S4T2 and S6T1. Fungal biomass was
analysed for treatments S6T1 and S7T2 where N-acetylglucosamine and biomass per dry
weight were 1.41 and 2.26 times higher in S7T2 than in S6T1 at day 12. Regarding pigments,
S6T1 and S7T2 treatments achieved yellow, orange and red pigment production of 1.99,
0.84 and 1.23 times in S7T2 with respect to S6T1 at day 12. Therefore, the use of quinoa
flour-based culture media supplemented with either glucose, fructose, molasses, fermented
fish, fish hydrolysate, monosodium glutamate and sodium chloride allowed the growth of
M. purpureus, being the first reported study where a pseudocereal was used for fungal

growth in Petri dishes.

Keywords: Chenopodium quinoa, linear regression, fungal biomass, natural pigments.



I. INTRODUCCION

Monascus purpureus es un hongo filamentoso conocido como “levadura de arroz rojo”, "koji
de arroz rojo", "ang kak", "akakoji", "anka”, se consume en Asia como un ingrediente de la
comida tradicional, colorante de comida y uso medicinal. Se viene utilizando desde el afio
800 d.C. (Hong et al. 2008). Monascus también se ha utilizado para hacer alimentos
fermentados, queso de soja roja, vino tinto, medicamentos y conservas de carne (Akihisa et
al., 2005).

La biomasa fangica de Monascus se estudia debido a su relacion con la productividad y se
puede medir directa o indirectamente mediante la cuantificacion de la N-acetil-D-
glucosamina (Chysirichote et al., 2014). Este aminoazucar estd relacionado a la salud
humana como en la proteccién y reparacion de cartilagos, articulaciones, utilizado
ampliamente en productos farmacéuticos, alimentos funcionales y bebidas deportivas (Pei
etal., 2022).

Los pigmentos que produce Monascus tienen un alto valor econémico en todo el mundo,
ademas de que la produccion de estos metabolitos es manejable en sustratos no costosos y
tienen buena solubilidad en agua y etanol. Los investigadores intentan reemplazar el
colorante alimentario sintético por pigmentos naturales de Monascus (Juzlova et al., 1996)
ya que mejoran las caracteristicas sensoriales en los alimentos. En farmacologia y medicina,
estos pigmentos tienen amplios usos en la prevencion y el tratamiento de numerosas
enfermedades humanas (Carvalho et al., 2005) como antioxidante, antihipertensivo,
antiinflamatorio, neuroprotector, antihiperlipidemico, antitumoral, antibiosis, entre otros
(Bogsrud et al., 2010; Zhang et al., 2017).

Por otro lado, la quinua (Chenopodium quinoa Willd) ha sido reconocido como un cultivo
alternativo a los cereales debido a su excelente valor nutricional. En la actualidad, se cultiva
principalmente en Perd, Bolivia, Ecuador y Chile, desde donde se exporta (Fabio & Parraga,
2017), siendo Pert el principal productor, seguido de Bolivia (59.8% y 38.8%

respectivamente). Este grano gané cada vez mas atencion, llegando a ser promovida en gran



medida por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion,
que dedico el afio 2013 a esta planta (Ruiz et al., 2014).

De esta investigacion se espera difundir informacion bésica y novedosa sobre el crecimiento
de M. purpureus en un nuevo medio de cultivo a base de harina de quinua suplementado con
fuentes carbonadas, nitrogenadas y sales. Con este conocimiento se pueden promover futuras
investigaciones como produccion a gran escala de biomasa, pigmentos u otros metabolitos
de interés comercial, considerando factores que influyen en el crecimiento y produccion de
pigmentos como la presencia de oxigeno, fuente de nitrégeno, fuente de carbono, morfologia
del hongo, temperatura, pH, y medio de cultivo (Buhler et al., 2015).

Objetivo general:

Evaluar el crecimiento de Monascus purpureus en medios de cultivo a base de harina de

quinua enriguecido con diferentes suplementos en placas Petri.

Objetivos especificos:
i.  Evaluar la velocidad de crecimiento de Monascus en diferentes medios de cultivo.
ii.  Determinar la biomasa fangica cuantificando la N-acetilglucosamina y peso seco.

iii.  Evaluar los pigmentos producidos por Monascus a través de la medicion de la

densidad dptica.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Monascus purpureus

2.1.1. Taxonomia

Van Tieghem en 1884 describio el género Monascus (Barbosa et al., 2017; Pan & Hsu,
2014), posteriormente M. purpureus se aisld en 1895 a partir del arroz de moho rojo obtenido
del mercado de Java en Indonesia (Dufossé, 2009). Monascus es xerofilo que crece en una
amplia variedad de sustratos naturales (Silbir & Goksungur, 2019), se encuentra en la
naturaleza como contaminante de cereales, ensilaje, almidon y leche de vaca (Martinkova
& Patdkova, 1999).

A la actualidad se introdujeron diez especies nuevas de Monascus: M. albidulus, M.
floridanus, M. sanguineus, M. argentinensis, M. aurantiacus, M. eremophilus, M. fumeus,
M. lunisporas, M. pallens y M. rutilus, con ello el género se volvi6 més diverso
morfolégicamente y fisiol6gicamente (Barbosa et al., 2017). Se han registrado 58 cepas de
Monascus en la American-Type Culture Collection y la mayoria de las cepas pertenecen a
solo tres especies: M. pilosus, M. purpureus y M. ruber (Lin et al., 2023; Pan & Hsu, 2014;
Silbir & Goksungur, 2019).

La taxonomiay su relaciéon con los metabolitos secundarios de Monascus es importante para
la industria alimentaria (Lin et al., 2023), su clasificacion (Tabla 1) fue resultado de una
investigacion de caracteres culturales y microscépicos (Hawksworth & Pitt, 1983). Los
estudios taxondmicos que incluyen datos de secuencias son limitados por ello la delimitacion
de especies se basa principalmente en caracteristicas fenotipicas (Barbosa et al., 2017). A la
actualidad, se puede aplicar el Reconocimiento Filogenético de Especies de Concordancia
Genealdgica (GCPSR) para delimitar especies en el genotipo, aunque en Monascus ain no
se ha aplicado (Barbosa et al., 2017).
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Tabla 1. Taxonomia de Monascus purpureus

Dominio Eukaryota eukaryotes

Reino Fungi
Subreino Dikarya
Filo Ascomycota

Subfilium Pezizomycotina

Clase Eurotiomycetes

Subclase Eurotiomycetidae

Orden Euritiales
Familia Monascaceae
Género Monascus

FUENTE: Velazquez, (2013).

2. 1. 2. Morfologiay fisiologia

El hongo M. purpureus, produce colonias compactas Ilamadas micelio que a su vez acumula
pigmentos. Este hongo tiene reproduccion sexual por la formacion de cleistotecio con
ascosporas y reproduccion asexual mediante la formacion de conidios. En especies como
Monascus ambas formas de reproduccion es una estrategia de crecimiento eficaz (Barbosa
etal., 2017).

Segun caracteres morfoldgicos Monascus puede dividirse en dos grupos: clado M. floridanus
donde la mayoria de especies pertenecientes a este grupo crecen restringido en los medios
de cultivo MEA (agar extracto de malta), PDA (agar papa dextrosa), CYA (agar extracto de
levadura Czapek), CMA (agar harina de maiz), OA (agar avena) y YES (agar extracto de
levadura sacarosa), ademas de un crecimiento nulo o restringido en CYA incubado a 37 °C.
Las colonias tienen tonos marrones, los conidios estan pigmentados de marron y el micelio
es de color blanco a marrén olivaceo. El otro grupo es el clado M. ruber que presentan un
mayor crecimiento en los medios de cultivo MEA, PDA, CYA, CMA, OAy YESa25°Cy
CYA incubado a 37 °C, las colonias son de color blanco (jovenes) y cambian a tonos rojo
pardusco, y de naranja a rojo después de 7 a 10 dias de incubacion (Barbosa et al., 2017).
Algunos caracteres culturales de nueve especies de Monascus sp se presentan en la Figura

1, desarrolladas en diferentes medios de cultivo.
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Figura 1. Caracteres culturales de especies de Monascus en diferentes medios de agar y condiciones de
incubacién. De izquierda a derecha: M. lunisporas, M. flavipigmentosus, M. recifensis, M. mellicola, M.
pallens, M. floridanus, M. argentinensis, M. ruber y M. purpureus.

FUENTE: Barbosa et al. (2017).



2. 1. 3. Factores requeridos para el cultivo de Monascus

El crecimiento, produccion y estructuras de pigmentos de Monascus dependen de factores
como el medio de cultivo, temperatura, presencia de oxigeno, pH, fuente nitrogenada,
morfologia, reologia del medio de cultivo (Bihler et al., 2015; Silbir & Goksungur, 2019).

A. Medios de cultivo

Los seres vivos se adaptan a las condiciones ambientales para sobrevivir modificando sus
procesos bioldgicos. Sus respuestas se evaltan con frecuencia en el laboratorio, in vitro, bajo

el control de cada factor ambiental de interés (Bohorquez & Rico, 2019).

El cultivo de hongos puede darse con medios similares para bacterias, por ello se han
disefiado estrategias como elevar la concentracién de azlucar con un pH bajo para inhibir
gran parte de bacterias sin afectar a los hongos. Varios tipos de medios de cultivo naturales
existen para estos microorganismos como infusiones vegetales, jugos de frutas o granos de
cereales usados para estudios especializados mas no para uso frecuente; también existen
medios sintéticos constituidos por lo general por carbohidratos, peptona y agar, siendo el
mas conocido: agar Sabouraud (contiene maltosa, peptona y agar, a un pH de 5.6 y una alta
concentracion de azucar). Otro medio conocido es el agar papa dextrosa (infusion de papa
mas dextrosa o glucosa y agar) que combina en su formulacion ingredientes de un medio

natural y sintético (Garcia, 2004).

B. Fuentes de nitrégeno y carbono

La fuente de carbono y nitrogeno es fundamental en M. purpureus para la produccion de
biomasa y pigmentos (Dikshit & Tallapragada, 2011; Tong et al., 2022). Varios
subproductos de la industria alimentaria que contienen carbono y nitrégeno se utilizaron para
producir pigmentos de Monascus, como: paja de arroz, desperdicio de cerveza, granos
gastados de cerveza, cascaras de naranja, pluma de pollo, bagazo de cafia de azucar, desechos
de panaderia, medio a base de agua de arroz, papa en polvo, pulpa de uva, licor de maiz y
trigo (Mehri et al., 2021; Silbir & Goksungur, 2019).

Fuentes de carbono como glucosa, sacarosa, y almidén se han utilizado para el crecimiento
de Monascus; dextrina y almidén para la produccion volumétrica de pigmentos en medios
sumergidos y para la produccion especifica es mejor usar maltosa y glucosa. El etanol es
buena fuente de carbono alternativo que produce el hongo cuando se encuentra en un medio

con exceso de glucosa y oxigeno limitado (Carvalho et al., 2003).



Las fuentes de nitrdgeno mas utilizadas para el crecimiento de Monascus pueden ser de
origen inorganico u orgéanico, como: son (NHas)2 HPOas, (NH4) H2 POs, NaNOs, NH4sNO3,
(NH4)2SO0a4, (NH4)2S208, NH4CI, peptona, extracto de levadura, glutamato monosodico
(MSG), urea y triptona (Musaalbakri et al., 2005). El crecimiento celular de M. purpureus
es mejor con fuentes de nitrégeno organico en comparacion con las fuentes inorganicas, en
caso de ser organico estimulara también a la produccion de pigmentos. El nitrégeno organico
como en los aminoacidos mejora la formacién de pigmentos rojos (Carvalho et al., 2003;
Silbir & Goksungur, 2019); las peptonas promueven el crecimiento celular y produccion de
pigmentos, las polipeptonas favorecen la produccion de pigmentos amarillos. El nitrogeno
inorganico estimula el crecimiento celular, el amoniaco favorece la produccion de pigmentos
anaranjados (Carvalho et al., 2003; Musaalbakri et al., 2005).

C. Oxigeno

Los hongos se pueden clasificar segin Cepero de Garcia (2012) en:

- Aerobios obligados o estrictos, aqui se encuentran los hongos con crecimiento limitado
si la presion parcial de oxigeno es menor al del aire; tienen metabolismo oxidativo ya
que utilizan el oxigeno como Gltimo aceptor de electrones en la respiracion. La mayoria
de hongos son aerobios estrictos favoreciendo su crecimiento en presencia de un

suministro abundante de oxigeno (Garcia, 2004).

- Aerobios facultativos o fermentadores facultativos, los hongos crecen en condiciones
aerdbicas y en ausencia de oxigeno fermentando azlcares, realizando una respiracion
anaerobica donde el dltimo aceptor de electrones no es el oxigeno sino por ejemplo el

nitrato.

- Fermentadores obligados o estrictos, no presentan mitocondrias o son rudimentarias y

crecen en presencia o ausencia de oxigeno, pero realizan fermentacion.

- Anaerobios obligados o estrictos, no crecen en presencia de oxigeno, tienen metabolismo

de fermentacion mixta que producen acido acético, formico, succinico y lactico.

Monascus crece en condiciones limitantes de oxigeno donde produce una mayor cantidad de
etanol y CO», pero menor cantidad de pigmentos; mientras que en presencia de una mayor
cantidad de oxigeno disminuye la produccién de etanol y aumenta la de pigmentos (Carvalho
et al., 2003).



D. Temperatura

Uno de los parametros ambientales mas importantes es la temperatura, que afecta el
crecimiento y sobrevivencia de los microorganismos (Cervantes-Martinez et al., 2017). Los
hongos en su mayoria son mesofilos, crecen a temperaturas Optimas entre 22 a 30°C (Garcia,
2004). Temperaturas altas (mayor a 45°C) durante la incubacion produce estrés térmico
ocasionando cambios significativos en el crecimiento del hongo y produccion de metabolitos
secundarios (Babitha et al., 2007a).

Los pigmentos de Monascus para su aplicacion industrial es afectado por la temperatura de
incubacidn, si la temperatura es muy alta el hongo produciré pigmentos amarillos (Babitha
et al., 2007a), si la temperatura de incubacion es de 30°C se obtienen pigmentos rojos
estables en un amplio rango de pH (Babitha et al., 2007b). Asi, la temperatura favorable para
el crecimiento del micelio y produccion de pigmentos de M. purpureus es de 30°C (Dikshit
& Tallapragada, 2011).

E. pH

El pH del medio es un factor indispensable para el crecimiento celular y produccién de
metabolitos del microorganismo (Li et al., 2019). Los hongos crecen en un rango amplio de
pH (Barzee et al., 2021) debido a que ajustan su expresion génica metabolica, sintesis

proteica y transporte/secrecion para adaptarse al pH del medio que les rodea (Li et al., 2019).

El pH del medio afecta la solubilidad y transporte de los nutrientes a la célula, actividad
enzimatica, caracteristicas superficiales de la célula, lo cual en conjunto afectara el
crecimiento, desarrollo y productividad de metabolitos, es por ello que dependiendo de la
aplicacion que se busca obtener para cada microorganismo es diferente el valor de pH 6ptimo
(Barzee et al., 2021). El pH para producir pigmentos y crecimiento micelial de M. purpureus
en cultivo sumergido es de 5.5 (Dikshit & Tallapragada, 2011) y para la produccién de
pigmentos rojos el pH inicial del cultivo es adecuado en el rango de 5.5 a 9, siendo el 6ptimo
6.5 (Musaalbakri et al., 2005).

2. 1. 4. N-acetilglucosamina

La biomasa fungica de Monascus se estudia debido a su relacion con la productividad y se
puede medir directamente o indirectamente (Chysirichote et al., 2014). Los hongos
presentan una pared rigida que proporciona forma y soporte a la célula, y sin ella la célula
se destruiria por las fuertes tensiones superficiales. La pared celular de los hongos es bastante



compleja, mayormente presenta un polisacarido como constituyente que puede ser quitina,
escleroglucano o glucano, y segun sea un hongo filamentoso o levadura variara la

composicion, incluso entre género y especie (Cruz, 2007).

La quitina, segundo polisacarido natural méas abundante en la naturaleza después de la
celulosa, contiene residuos de N-acetilglucosamina con enlaces B-(1—4) en vez de residuos
de glucosa (Balanta et al., 2010; Cruz, 2007).

2.1.5. Pigmentos

Los consumidores prefieren reemplazar los pigmentos artificiales por los naturales debido a
su relacion con los beneficios para la salud (Zhou et al., 2022). La produccién de pigmentos
naturales utilizando microorganismos es prometedor debido a que presentan una alta tasa de
crecimiento (Ismail et al., 2021). M. purpureus es un hongo productor de pigmentos que han
sido utilizados durante siglos en los paises asiaticos principalmente en la industria
alimentaria, biotecnoldgica, farmacéutica, cosmética y textil, llegando a alcanzar 20 000
toneladas de produccién al afio en China (Chen et al., 2017; Moghadam et al., 2022;
Kongruang, 2011). La industria alimentaria se ha enfocado en la produccion de pigmentos
naturales para su aplicacién en dar color y mejorar caracteristicas sensoriales (Moghadam et
al., 2022; Silbir & Goksungur, 2019).

Los pigmentos pueden producirse tanto en fermentacion en estado sélido como en estado
liquido (Pineda-Insuasti et al., 2016). Por lo general, Monascus se cultiva en fermentacién
en estado sélido en sustratos como los granos, salvado de cereales, semillas y arroz
(Kongruang, 2011). Como es el caso del arroz rojo o angkak que es utilizado hasta la
actualidad como colorante de pescado, queso, vino, salchichas, salsas y mariscos procesados
(Dikshit & Tallapragada, 2011; Kongruang, 2011), siendo el pigmento rojo el de mayor
demanda para su uso en productos carnicos en reemplazo de nitritos (Mukherjee & Singh,
2011).

Los factores que influyen en la produccion de pigmentos son: temperatura, pH, composicion
del medio de cultivo, fuente de nitrogeno, humedad, presencia de oxigeno, y la combinacion
de los efectos de factores da tonalidades diferentes de los pigmentos (Pineda-Insuasti et al.,
2016).

Los pigmentos de Monascus de origen policétido con un esqueleto de azafilona comun se

dividen de acuerdo con su coloracién principalmente en tres grupos: amarillos ankaflavina



(C23H300s) 'y monascina (C21H260s); anaranjados monascorubrina (C23H260s) 'y
rubropunctatina (C2:H220s); y rojos rubropuctamina (C2:H2sNOs) y monascorubramina
(C23H27NOs4) (Kongruang, 2011; Mukherjee & Singh, 2011; Pineda-Insuasti et al., 2016).
Aquellos metabolitos son una mezcla compleja de los ya mencionados pigmentos amarillos,
anaranjados y rojos que tienen su absorbancia maxima a 330-450, 460-480 y 490-530 nm,
respectivamente y hasta la actualmente se han identificado 44 pigmentos amarillos, 8

anaranjados y 42 rojos (Chen et al., 2017).
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Figura 2. Biosintesis asumida para sintetizar los seis pigmentos clsicos de M. purpureus.
FUENTE: Chen et al. (2017).

La biosintesis de estos pigmentos alin tiene una comprension parcial de las rutas donde son
suposiciones basadas en principios quimicos que pueden no ser necesariamente precisos in
vivo. Los pigmentos anaranjados como rubropunctatina (3) y la monascorubrina (4) se
forman por esterificacion de un B-cetoécido, proveniente de la ruta de la sintasa de acidos
grasos (FAS) al cromdforo derivado de la policétido sintasa (via PKS). Los pigmentos
amarillos monascina (1) y ankaflavina (2) se dan por reduccion de los pigmentos naranjas,
mientras que los pigmentos rojos como rubropunctamina (5) y monascorubramina (6) se dan

por aminacion de los pigmentos anaranjados con NHs (Figura 3) (Chen et al., 2017).

2.1.6. Citrinina

Diferentes especies de Monascus producen citrinina, una micotoxina, que puede ejercer
efectos toxicos en el higado, corazon, rifiones y sistema reproductivo (de Oliveira Filho et
al., 2017). Existen estrategias para disminuir su presencia en la fermentacion por M.
purpureus y continuar con el uso tradicional de sus metabolitos como los pigmentos, estas
estrategias incluyen: Co-cultivo de M. purpureus con otro microorganismo como
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Saccharomyces cerevisiae que permite la reduccion significativa de citrinina (Moghadam et
al., 2022); optimizacion de condiciones de fermentacion como la fuente nitrogenada y nivel
de pH (Kang et al., 2014); aplicacion de campo magnético de baja frecuencia (Wan et al.,
2017); y mutagenesis (Jia et al., 2010).

Por otro lado, ain es controvertido los efectos genotoxicos y mutagénicos de la citrinina,
ademas la toxicidad depende en gran parte por la concentracion, via, frecuencia, tiempo de
exposicion y de los sistemas de ensayo utilizados. Es asi que se le atribuye a la citrinina
bioactividades como: antibacterianos, antifungicos y posibles efectos anticancerigenos y
neuroprotectores in vitro (de Oliveira Filho et al., 2017).

2.2. Suplementos

2.1.7. Glucosa

La glucosa es un monosacarido aldésico que forma parte fundamental en los procesos de
respiracion celular y fotosintesis, y en la mayoria de organismos sirve como reserva de
energia y combustible metabdlico, ademas forma parte de estructuras complejas como
polisacéridos y glucosidos (Galant et al., 2015). Es la fuente de carbono més utilizada para

el mayor crecimiento de Monascus (da Costa & Vendruscolo, 2017).

La glucosa es asimilada mas facilmente que otras fuentes de carbono menos favorable como
acidos orgénicos y alcoholes. Debido a su suministro instantaneo de energia, es utilizada por
los microorganismos para favorecer la regulacion de su crecimiento y metabolismo con ello

ayuda a su supervivencia y colonizacion de nichos (Adnan et al., 2017; Qadri et al., 2021).

La glucosa es metabolizada por reacciones enzimaticas conectadas, donde los mecanismos
reguladores y las vias productoras de ATP han estado sujetos a presion de seleccién durante
la evolucion. Los microorganismos utilizan las vias aerobica y anaerobica como la
respiracion y fermentacion respectivamente, siendo la via aerobica preferida por los hongos
filamentosos para obtener energia de la glucosa bajo la forma de ATP (Chambergo et al.,
2002).

En los hongos filamentosos existe lo que se conoce como la represion de catabolitos de
carbono que es un mecanismo que permite al microorganismo utilizar preferiblemente una
fuente de carbono de facil acceso y eficiencia energética sobre fuentes de carbono
relativamente menos accesibles, con ello los microorganismos obtienen una maxima

cantidad de glucosa y siguen el ritmo metabdlico (Adnan et al., 2017).

11



2.1.8. Fructosa

La fructosa es parte del grupo de las biomoléculas conocidas como carbohidratos o
sacaridos, clasificado como una cetohexosa que es un monosacarido de 6 carbonos (Alvarez
et al., 2012), tiene una nomenclatura similar a la glucosa, pero presenta diferencias en su
metabolismo, como una absorcion mas lenta que el de la glucosa, sin embargo, su absorcion
aumenta en presencia tanto de glucosa, galactosa, como de algunos aminoécidos (Riveros et
al., 2014).

La fructosa tiene origen exdgeno natural que se encuentra en alimentos como frutas, miel de
abeja, sacarosa y verduras (Alvarez et al., 2012; Riveros et al., 2014) y es de origen
enddgeno cuando se sintetiza como monosacarido fosforilado a fructosa-6-fosfato por una

hexoquinasa en la via glucolitica (Alvarez et al., 2012; Meena et al., 2015).

2.1.9. Melaza

La melaza es un subproducto viscoso y oscuro obtenido como efluente final en el
refinamiento del azGcar proveniente de la cafia de azicar como materia prima (Varaee et al.,
2019), por ello es una fuente de carbono barata (Cao et al., 2018), y es considerada como
segura GRAS por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(Valli et al., 2012).

La melaza se considera adecuada para los procesos de fermentacion por su aporte nutricional
promoviendo el crecimiento celular debido a su composicion: 45.5% p/p de azUcares totales,
entre ellos glucosa 8.3% p/p, fructosa 7.2% p/p y sacarosa 30% p/p; y el contenido de
nitrégeno es de 0.5-0.9% p/p, ademas de betainas, minerales, oligoelementos y vitaminas
(Salari etal., 2019; Varaee et al., 2019; Xu & Xu, 2014). Asi que la melaza de cafia de azucar
podria usarse eficazmente para producir biomasa en lugar de usar las fuentes de carbono

puro mucho mas caras, como la glucosa o fructosa (Saisriyoot et al., 2019).

Se han realizado estudios sobre microorganismos que utilizan como fuente de carbono de
bajo costo la melaza de cafia para producir productos de interés con alta demanda en el
mercado, como produccion de pigmento rojo por Monascus ruber (Da Silva et al., 2021),
acido I-lactico por Bacillus coagulans (Xu & Xu, 2014) y &cido succinico por Actinobacillus
succinogenes (Cao et al., 2018).
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2. 1. 10. Hidrolizado de pescado

La industria pesquera produce gran cantidad de residuos de pescado como: cabezas, aletas,
visceras, piel y escamas que pesan entre el 20-70% del peso total (Saravanan et al., 2023),
estos residuos se utilizan para producir productos de bajo valor comercial como harina de
pescado y fertilizantes, sin embargo, existen opciones para convertirlos en productos de
mayor valor agregado como es el hidrolizado de proteina de pescado (Chi et al., 2015a;
Santoso et al., 2020). La obtencién de cantidad y calidad de un hidrolizado enzimatico de
pescado dependera de los métodos empleados para obtenerlo: hidrolisis por enzimas

digestivas, fermentacién microbiana y proteasas vegetales y bacterianas (Ryan et al., 2011).

El pescado es una buena fuente de proteina debido a sus péptidos bioactivos (Ryan et al.,
2011) que por lo general no tienen actividad funcional en las proteinas nativas por lo tanto
deben ser adquiridas por protedlisis para obtener las funciones bioactivas especificas, que
puede ser a través de digestion in vivo, hidrolisis enzimatica in vitro o fermentacion
microbiana (Chi et al., 2015c). Los péptidos tienen actividad antimicrobiana y antioxidante
(Ryan et al., 2011), este ultimo debido a los pequefios tamafios moleculares y los residuos
de aminoécidos hidréfobos y/o aromaéticos en sus secuencias de aminoacidos, siendo

potencialmente Utiles como ingredientes alimentarios y aditivos (Chi et al., 2015b).

La industria de la fermentacion biotecnoldgica demanda un creciente niUmero de medios de
cultivo microbiano, sobre todo los provenientes de fuente nitrogenada de buena calidad y
menos costosa (Herpandi et al., 2011). El hidrolizado de pescado son una fuente nitrogenada
eficaz en los medios de cultivo microbiano (Guérard et al., 2001) tiene un impacto
considerable en el rendimiento de la tasa de crecimiento y la biomasa (Aspmo et al., 2005)
como sustrato alternativo en cultivo de arqueas y bacterias (Martone et al., 2005; Petrova et
al., 2021) y como medio de cultivo para la produccion de pigmentos del hongo (Kolek et al.,
2023).

2. 1. 11. Fermentado de pescado

Las enormes cantidades de subproductos de la industria pesquera se pueden aprovechar para
la elaboracion de fermentado de pescado que es un producto proveniente de una técnica
biotecnologica adecuada para la transformacion de subproductos del pescado como cabezas,
aletas, visceras, piel y escamas en un fertilizante liquido rico en nutrientes, fuente
nitrogenada y minerales, este proceso es realizado por un consorcio de bacterias

acidolacticas (Hepsibha & Geetha, 2019; Saravanan et al., 2023). La fermentacion realizada
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por estas bacterias permite estabilidad, ausencia de microorganismos patdgenos por la
produccion de acido lactico, acético y etanol, ademéas que logra dar funciones bioactivas
especificas a los péptidos cortos de 2-20 aminoacidos (Chi et al., 2015c; Hepsibha & Geetha,
2019).

El fermentado de pescado diluido se utiliza con frecuencia como biofertilizante liquido por
su contenido de proteinas, aminoacidos, potasio, fosforo, calcio y magnesio; también se
utiliza como complemento alimenticio y abono bioorganico, ademas no es fitotdxico por el
método de ensayo en placa de Petri (Hepsibha & Geetha, 2019; Sahu et al., 2014).

2. 1. 12. Glutamato monosddico

Glutamato monosodico (GMS, codigo E621), un aditivo que da un sabor umami a los
alimentos (Elattar et al., 2023), utilizado como potenciador de sabor en el mundo durante
mas de 100 afios (Abdulghani et al., 2022; Bera et al., 2017; Thongsepee et al., 2022).

Su presentacién es de un polvo blanco cristalino e inodoro, su composicion es: 78% de acido
glutamico, 21% de sodio, 1% de contaminantes y agua (Thongsepee et al., 2022) que se
fabrica por fermentacion de almidon, cafia de azicar o melaza, que finalmente se purificay
seca (Bera et al., 2017).

Tambien conocido como la sal de sodio del aminoacido acido glutdmico, quimicamente
acido 2-aminopentanodioico (Elattar et al., 2023; Thongsepee et al., 2022) o L-glutamato
(forma ionizada) uno de los aminoacidos presentes en la naturaleza més abundantes
(Albarracin et al., 2016; Bera et al., 2017).

La produccion de pigmentos rojos varia segun la suplementacion de nitrégeno en el medio
de cultivo (Chatterjee et al., 2009). Diversos estudios han demostrado que la adicion de GMS
aumenta la produccion de este metabolito de interés (Silveira et al., 2008). EI GMS es
utilizado como fuente de nitrogeno para evaluar la cinética de sintesis de pigmentos vy el
desarrollo micelial de M. purpureus (Mehri et al., 2021), ademas en fermentacion en estado
solido la adicion de compuestos nitrogenados externos como el GMS mejora la produccion
de pigmentos solubles en agua (Babitha et al., 2006), a su vez aumenta la intensidad de

pigmento, contenido de glucosamina y actividad antioxidante (Kraboun et al., 2013).

14



HO O Na*
NH,

Figura 3. Estructura quimica del glutamato monosodico
FUENTE: Thuy et al. (2020).

2. 1. 13. Cloruro de sodio

El cloruro de sodio (NaCl) es conocido cominmente como la sal de mesa, es un producto
ionico proveniente de la reaccion entre el acido clorhidrico y el hidroxido de sodio (Atkins
& Jones, 2006). Se ha estudiado como suplemento en medios de cultivo debido a que
participa en el crecimiento celular y sintesis de metabolitos secundarios de M. purpureus. Se
vincula que un aumento en la concentracion de NaCl puede inhibir el tamafio de la colonia

y el crecimiento de micelios aéreos (Zhen et al., 2019).

El NaCl promueve la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) durante la
fermentacion en estado sélido por M. purpureus que disminuye a medida que el tiempo de
incubacion transcurre (Zhen et al., 2019), ademas esta sal genera un estrés osmotico que
ayuda a la produccion de pigmentos de M. purpureus, donde a altas concentraciones induce

la formacion de conidios, pero disminuye la produccién de biomasa (Babitha et al., 2007a).

Se conoce que los hongos utilizan diferentes mecanismos de defensa cuando son sometidos
a estrés para que puedan mantener las membranas celulares y macromoléculas funcionales,
uno de estos mecanismos es la sintesis de osmolitos como: disacarido trehalosa, polioles,
glicerol, arabitol, manitol, eritritol y prolina, que pueden proteger a la célula de las EROs,

estrés osmatico, estrés por pH, radiacién UV-B, frio, calor y sequia. (Danilova et al., 2020).

2.3. Quinua

2. 1. 14. Descripcion botanica

La quinua es originaria de la regién andina con una variabilidad genética alta, que le permite
resistir diversas condiciones climaticas como sequias, heladas, suelos &cidos y salinos
(Apaza et al., 2013; Nickel et al., 2016).

Es una planta erguida que mide desde 0.6 a 3.0 m; su raiz es vigorosa, pivotante y profunda
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de 1.8 m aproximadamente; su tallo es cilindrico con una coloracion que varia de verde a
rojo; las hojas alternas (largos, finos y acanalados) formadas por peciolo y una lamina
gruesa, tierna y carnosa de forma romboidal, triangular o lanceolada con coloracion de verde
a rojo; la inflorescencia es una panoja tipica que puede rendir hasta 500 g de semilla; las
flores son hermafroditas y pequefias que miden hasta 3 mm; el fruto es un aquenio con
perigonio que envuelve a la semilla (Figura 4), esta es el fruto maduro sin el perigonio que
presenta tres partes: episperma (presenta saponina), embrion (constituye el 30% de la semilla
y contiene a dos cotiledones y un hipocotilo) y perisperma (almacena el almidon y constituye
el 60% de la semilla) (Apaza et al., 2013). La mayor fuente de macronutrientes,
micronutrientes y proteinas con alto contenido de aminoacidos esenciales se encuentra en la

semilla que a su vez es la parte mas consumida (Nickel et al., 2016).

Figura 4. Seccién longitudinal de la semilla de quinua. Pericarpio (PE)
cubre la semilla. El embridn consta de hipocdtilo (H) y dos cotiledones (C).
Capa de semilla (SC); endospermo (EN); funiculo (F); perisperma (P);
pericarpio (PE); radicula (R); brote apical (SA). Barra 500 um.
FUENTE: Tomado de Prego et al. (1998).

2. 1. 15. Clasificacion taxondmica

La quinua se describi6 botanicamente por primera vez en 1778 por Willdenow, se hizo en
base al color de la planta y frutos, posteriormente se clasifico por su morfologia de la planta

(Singh, 2019). En la Tabla 2 se observa a clasificacion taxonémica.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de la quinua

Reino: Vegetal
Division: Fanerogamas
Clase: Dicotiledoneas
Sub clase: Angiospermas
Orden: Centrospermales
Familia: Chenopodiaceae
Género: Chenopodium
Seccion: Chenopodia
Subseccion Cellulata
Especie: Chenopodium quinoa Willdenow

FUENTE: Apaza et al. (2013).
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2. 1. 16. Composicion nutricional

En la Tabla 3 se observan los valores nutricionales de las semillas. Con un alto valor en
lipidos, cenizas y proteinas, que a su vez son de excelente calidad debido a su contenido de

aminoacidos esenciales.

Tabla 3. Comparacion de los valores nutricionales de la quinua

Nutriente
Energia (kcal) 357-368
Proteina total® 13.1-16.7
Grasa total? 5.5-7.4
Carbohidratos? 59.9-74.7
Fibra? 7.0-11.7
Cenizas? 2.7-3.8
Minerales®
Ca 27.5-148.7
Fe 1.4-16.7
Mg 26.0-502.0
P 140.0-530.0
K 696.7-1475.0
Na 11.0-31.0
Zn 2.8-4.8
Cu 1.0-9.5
Vitaminas®
Acido ascorbico (C) 4.0-16.4
a-Tocoferol (E) 2.6-5.4
Tiamina (B1) 0.3-0.4
Riboflavina (B2) 0.3-0.4
Niacina (Bs3) 1.1-15
Piridoxina (Bs) 0.5
Folato 0.2
Aminoacidos esenciales®
His 1.4-5.4
lle 0.8-7.4
Leu 2.3-9.4
Lys 2.4-7.8
Met 0.3-9.1
Cys 0.1-2.7
Phe + Tyr 2.7-10.3
Thr 2.1-8.9
Trp 0.6-1.9
Val 0.8-6.1

a: g/100g material comestible; b: mg/100g materia seca; c: g/100g proteina
FUENTE: Vilcacundo & Hernandez-Ledesma (2017).
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2. 1. 17. Diversos productos a partir de la quinua

Se pueden obtener los siguientes productos a partir de las semillas de quinua (Casas et al.,
2018; Valcarcel-Yamani & Lannes, 2012):

- En la industria de panificacion, la quinua es utilizada como sustituyente parcial para
aumentar la cantidad proteica o es utilizada totalmente para el publico con enfermedad

celiaca.

- En la elaboracién de galletas, la sustitucion de harina de quinua ayuda a aumentar el

valor nutricional y a dar més suavidad al producto final.

- En la elaboracién de pastas, permite la inclusion de proteinas, micronutrientes, ademas

el producto extruido tiene buenas caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas.

- Las bebidas a base de quinua es tendencia en el mercado junto con las bebidas vegetales
de soja, avena, arroz, coco y almendra; debido a su aporte nutricional como vitaminas,
fibra, calcio, proteinas y probidticos. Se usan los granos germinados directamente en
ensaladas o son convertidos en harina para la obtencién de cervezas y productos
fermentados, siendo una bebida con probioticos que ayuda a la microbiota nativa

intestinal y mejora la salud humana.
- En laelaboracion de snacks como producto inmediato y un alimento saludable.

- En presentacion de barras de quinua con granos del mismo color o diferentes y/o harina

de quinua.

- En la produccién de hojuelas como quinua pop, por el proceso de extrusion para ser
consumidas en sopas, bebidas, ensaladas, etc.

- Enlaindustria de la confiteria que se esta inclinando a alimentos saludables, adicionando
quinua al chocolate oscuro y en la elaboracion de mermeladas, para aumentar la cantidad

proteica.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1. 1. Material bioldgico
A. Microorganismo

Cepa liofilizada Monascus purpureus 2955 proveniente de la Coleccidon Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT).

B. Material vegetal

Semillas de C. quinoa var. Blanca de Juli (sin saponinas)

3.1. 2. Medios de cultivo

Agar Papa Dextrosa (PDA) marca HIMEDIA: extracto de papa 4 g/L, dextrosa 20 g/L y agar
15 g/L, ajustado a pH 6.

Agar Harina Quinua (AHQ): harina de quinua 50 g/L y agar 15 g/L de medio de cultivo:

Suplementos

- Glucosa (S1)

- Fructosa (S2)

- Melaza (S3)

- Fermentado de pescado (S4)
- Hidrolizado de pescado (S5)
- Glutamato monosodico (S6)
- Cloruro de sodio (S7)

Soluciones y reactivos

- Agua destilada marca ALKOFARMA

- Etanol 96° marca Biogenics Lab SAC.

- Acido sulfarico marca J.T. BAKER®ACS: 72% v/v
- Acetilacetona marca EMSURE®



- Reactivo de Ehrlich marca SIGMA-ALDRICH

- N-acetilglucosamina marca HIMEDIA

- Carbonato de sodio marca CDH®

- Acido clorhidrico marca J.T. BAKER®ACS: 0.1N, 1N
- Hidroxido de sodio marca EMSURE®: 0.1N, 1N, 10N

Materiales de laboratorio

- Algodon

- Asade Kohle

- Frascos &mbar: 250ml

- Vaso de licuadora de acero

- Guantes de nitrilo

- Jeringas: 20ml

- Matraz Erlenmeyer de vidrio: 250ml
- Mechero de Bunsen

- Micropipetas: 0-100 pl, 100-1000 pl
- Papel Kraft

- Placas Petri: 90 x15 mm

- Probeta: 100ml

- Sacabocado: 0.5mm (diametro)

- Tips con filtro:100 pl, 1000 pl

- Tubos de ensayo: 12x75mm

- Vasos de precipitado: 100 ml, 250 ml
- Vernier digital

Equipos

- Licuadora marca WARING comercial Blendor

- Espectrofotometro UV/VIS T80+ marca PG INSTRUMENTS
- Potenciémetro HI 9025 marca HANNAIinstruments

- Autoclave marca RELES

- Incubadora marca MMM Group

- Incubadora con agitador orbital MRS

- Bafio ultrasénico marca JP Selecta™
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3.2. Metodologia

3.1.3. Lugar de ejecucion

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental-
Biorremediacion “Luis Basto Acosta” de la Facultad de Ciencias, y en las instalaciones del
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Industrias Alimentarias de la

Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima, Per.

3. 1. 4. Obtencion del microorganismo y mantenimiento

Se trabajo con el hongo filamentoso Monascus purpureus CECT 2955, adquirido de la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT). Se siguio las instrucciones para la
resuspension de cultivos liofilizados de CECT (Anexo 1). Después de la activacion se
sembré el microorganismo en placas de Petri con medio PDA, donde se incubaron a 30°C
por 10 dias, luego se preservaron a 4°C para su posterior uso denominandose como cepa
stock 1.

3.1.5. Produccion del indculo

Una placa de Petri con la cepa stock 1 se inoculé en AHQ. Se llevé a incubar a 30°C por 10
dias (Moharram et al., 2012). Para obtener la cepa de trabajo, se tomé una asada de la placa
previay se realizaron estrias por agotamiento. Se incubd a 30°C por 10 dias. Transcurrido el
tiempo, en un vaso de acero de licuadora esterilizado, se vertié el medio invadido por el
hongo junto con 50 ml de agua estéril. En velocidad mé&xima se licué por 15 segundos. Este
licuado de cepa de trabajo sirvié como inéculo para la investigacion.

3.1.6. Determinacion de la velocidad de crecimiento de M. purpureus
a. Preparacion de los medios de cultivo

Se utiliz6 AHQ como medio de cultivo base, al 5% p/v equivale decir 5 g de harina de quinua
en 100 ml de medio de cultivo (con contenido de agar como agente gelificante al 1.5 por
ciento). Los siete medios de cultivo propuestos para esta investigacion fueron a base de agar
harina de quinua suplementados al 0.5 y 1 por ciento con: glucosa, fructosa, melaza,
fermentado de pescado, hidrolizado de pescado, glutamato monosédico y cloruro de sodio.
Estos medios recibieron los siguientes codigos respectivamente: S1, S2, S3, S4, S5, S6 y S7.
Se ajusto el pH a5, 6y 7 con NaOH al 0.5N y HCl al 0.5N.
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Los medios S1, S2, S6 y S7 fueron donados por el Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos (UNALM) y los medios S3, S4 y S5 por el Laboratorio de Biotecnologia
Ambiental-Biorremediacion (UNALM) donde los analisis proximales de estos ultimos se

pueden ver en el Anexo 2.

b. Siembra del inéculo en los diferentes medios de cultivo

Se vertieron 20 ml de medio de cultivo por placa de Petri y se dejo solidificar, posteriormente
se realiz6 un pocillo de 5 mm de didmetro en el centro del medio de cultivo con la ayuda de
un sacabocado, luego se inocularon 40ul de la cepa de trabajo licuada previamente, dentro
del pocillo. Se incubd a 30°C durante 12 dias. El proceso se realizé con todos los medios de

cultivo por triplicado.

Todos los tratamientos fueron realizados a 30°C, debido a que es la temperatura 6ptima para
la produccion de pigmentos y el crecimiento de M. purpureus en fermentacion en estado
solido (Babitha et al., 2007b). Si el cultivo se somete a altas temperaturas ocasiona estrés
térmico produciendo cambios significativos en el crecimiento, morfologia y produccion de
metabolitos secundarios afectando el aspecto comercial de los productos de Monascus para
su aplicacion industrial (Babitha et al., 2007a).

c. Evaluacion de la velocidad de crecimiento

Para la evaluacion del crecimiento radial se trazaron dos lineas perpendiculares en la base
de cada placa de Petri. Con un vernier digital se midio el diametro de la colonia durante 12
dias (Anexo 3), dando 2 valores por placa (denominados a y b). Se tomo6 en cuenta el
promedio de radios de ambos valores por placa para una repeticion. Se evaluaron 03 placas

por tratamiento.

La velocidad de crecimiento radial se obtuvo por regresion lineal (Bihler et al., 2015) del

radio en funcion del tiempo (ecuacion 1)
r(t)=Ver *t+c [Ecuacién 1]

donde Ver es la velocidad de crecimiento radial (mm h), t es el tiempo (h), r es el radio

(mm) y c es el coeficiente de la regresion lineal que incluye el radio del sacabocado 2.5 mm.
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3.1. 7. Determinacion de biomasa fingica
a. Determinacion directa de biomasa por gravimetria

La biomasa flngica por gravimetria se determind siguiendo los métodos de Coello-Loor et
al. (2017) y Zhang et al. (2013), donde los micelios se obtuvieron empleando un microondas
(1400 W) al 100% de potencia durante 2 min para disolver el medio sélido de AHQ,
inmediatamente se vertid y filtr6 todo el contenido por placa con la ayuda de ocho capas de
gasa y se lavo tres veces con agua hervida. Se sec6 en una estufa a una temperatura de 60°C
hasta obtener un peso constante y se registré el valor obtenido. Las muestras secas se

utilizaron para determinar biomasa por N-acetilglucosamina.

b. Elaboracion de la curva estandar de N-acetilglucosamina

Se prepararon nueve concentraciones de N-acetil-D-glucosamina en agua destilada, en un
rango de 0.005-0.2 mg/ml. La reaccion colorimétrica se leyd en un espectrofotometro
UV/VIS a hmax=537 nm y se elaboro la ecuacion lineal para N-acetil glucosamina. La curva
de calibracion fue elaborada en colaboracion con el Laboratorio de Biotecnologia

Ambiental-Biorremediacion (Anexo 4).

c. Medicion de la biomasa flngica de la N-acetilglucosamina

Se siguieron las metodologias de Chen & Johnson (1983) y Pérez et al. (2017) con algunas
modificaciones. Se tomo 0.1g de muestra seca, y se mantuvo en hidrolisis &cida con 500 pL
de H2SO4 al 72% durante 2 horas a 40°C, luego se diluy6 con agua destilada hasta una
concentracion final de 3%, se continud con la hidrdlisis a 90°C en bafio Maria por 2 horas;
se enfrio y neutraliz6 con NaOH 10N, después se filtro, se centrifugd a 5000 rpm durante 15
min. Se tomaron 1000 pL del sobrenadante y se afiadieron 500 pL de la Solucion A
(acetilacetona 4% (v/v) en carbonato de sodio 1.25 N), se calenté a 90°C durante 1 hora,
posteriormente se enfrio y se afiadieron 1600 L de etanol 96° con agitacion por 10 minutos
para disolver los precipitados, finalmente se agregaron 500 uL del reactivo de Ehrlich. Se
midio en el espectrofotometro a A=537nm. Para el blanco se utiliz6 agua destilada en lugar

de la muestra junto con los demas reactivos.
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3. 1. 8. Medicion de los pigmentos producidos por Monascus.
a. Medicion de la densidad éptica de los pigmentos producidos por Monascus

Se realizo la metodologia de Kantifedaki et al. (2018) con algunas modificaciones para la
extraccion de pigmentos. Con un sacabocado se tomaron 0.3 g de muestra fresca del micelio,
se mezcl6 con 3 ml de etanol al 70%, la mezcla se llevé a bafio ultrasénico por 30 min a
25°C, luego se llevo a un agitador rotativo a 30°C, 180 rpm durante 1 h. Los extractos
etanolicos se centrifugaron a 9000 rpm durante 20 min y el sobrenadante sirvié para la
estimacion del pigmento midiendo la absorbancia en tres longitudes de onda diferentes (400,
470 y 500 nm para amarillo, anaranjado y rojo respectivamente). Se utiliz6 etanol al 70%
como espacio en blanco. Los resultados se expresaron como unidad de absorbancia en la

longitud de onda correspondiente por mililitro (AU/mI).

3.1.9. Disefio experimental y analisis estadistico

El la Figura 5 se muestra el disefio experimental para la presente investigacion, donde la
evaluacion del crecimiento de M. purpureus en medios de cultivo a base de harina de quinua

enriquecido con diferentes suplementos en placas Petri se realiz6 en tres etapas.

En la primera etapa se evalud la velocidad de crecimiento de M. purpureus en medios de
cultivo AHQ con siete tipos de suplementos: S1 (Glucosa), S2 (Fructosa), S3 (Melaza), S4
(Fermentado de pescado), S5 (Hidrolizado de pescado), S6 (Glutamato monosédico) y S7
(Cloruro de sodio) en los dias 2, 4, 6, 8, 10 y 12. Los factores de estudio fueron: factor 1
(Concentracion del suplemento) con niveles de 0.5% y 1%; factor 2 (pH) con niveles de 5,
6y 7. Es decir por cada suplemento se evaluaron seis tratamientos siendo T1 (concentracion
0.5% a pH 5), T2 (concentraciéon 0.5% a pH 6), T3 (concentracién 0.5% a pH 7), T4
(concentracion 1% a pH 5), T5 (concentracion 1% a pH 6) y T6 (concentracion 1% a pH 7).
Los resultados obtenidos por triplicado se evaluaron mediante ANOVA seguido de la prueba

de Tukey con un o = 0.05 para cada suplemento.

Un tratamiento por cada suplemento con la mayor velocidad de crecimiento radial fue
elegido considerandose el radio maximo alcanzado al dia 12 (288h) con 3 repeticiones,
siendo un total de siete tratamientos elegidos que fueron evaluados mediante ANOVA
seguido de la prueba de Tukey con un o= 0.05. De ello se eligieron dos tratamientos con la

mayor diferencia significativa: SaTx y SbTy, para continuar con el analisis.
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En la segunda etapa se analizé la biomasa de forma directa e indirectamente en los dias 2, 4,
6, 8,10y 12 con 3 repeticiones de dos tratamientos elegidos como SaTxy SbTy provenientes
del analisis previo de la primera etapa. Los resultados fueron evaluados mediante ANOVA
seguido de la prueba de Tukey con un a = 0.05 para los dos tratamientos con el fin de ver

las diferencias significativas en el transcurso del tiempo.

En la tercera etapa se midio la densidad Optica o absorbancia de los pigmentos amarillos,
anaranjados y rojos a 400, 470 y 500nm en los dias 2, 4, 6, 8, 10 y 12 con 3 repeticiones de
los micelios provenientes de los dos tratamientos: SaTxy SbTy. Los resultados también
fueron evaluados mediante ANOV A seguido de la prueba de Tukey con un o= 0.05 para los
dos tratamientos con el fin de ver las diferencias significativas en el transcurso del tiempo.
En todas las etapas se analizaron los datos con el software estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVI.
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Figura 5. Etapas del disefio experimental para evaluar el crecimiento de M. purpureus en medios de cultivo a base de harina de quinua enriquecido con diferentes
suplementos en placas Petri.



IV. RESULTADOSY DISCUSIONES

4.1. Evaluacion de la velocidad de crecimiento de M. purpureus en diferentes medios de

cultivo.

El pH 6ptimo varia segun el microorganismo y la aplicacion que se requiera (Barzee et al.,
2021). En el caso de Monascus el pH inicial de cultivo adecuado para producir pigmentos
rojos oscila entre el rango de 5.5 a 9, segin Musaalbakri et al. (2005) determinaron en su
investigacion que el pH inicial 6ptimo se estableci6 en 6.5. En esta investigacion los valores
de pH inicial de los tratamientos fueron 5, 6 y 7 debido a que se queria conocer el efecto que
tiene este factor en la velocidad de crecimiento, biomasa y pigmentos del hongo en los

medios de cultivo.

Como sustratos sélidos para la produccion de metabolitos de Monascus pueden usarse
granos de cereales (Dominguez-Espinosa & Webb, 2003), sin embargo, en la presente
investigacion se eligié un pseudocereal en todos los medios de cultivo, harina de semillas de
quinua blanca organica, elegida por sus valores nutricionales como proteinas, lipidos,
cenizas y alto contenido de aminoécidos esenciales (Vilcacundo & Hernandez-Ledesma,
2017), utilizando siete suplementos diferentes para determinar el crecimiento fungico segun

corresponda.

4.1.1. Efecto del suplemento glucosa (S1) en la velocidad de crecimiento radial.

La glucosa es una fuente de carbono mas utilizada para el crecimiento de Monascus (da
Costa & Vendruscolo, 2017), aunque Monascus no crece anaerobicamente utilizando este
monosacarido, si crece en condiciones limitantes de oxigeno donde aumenta la produccion
de etanol junto con el CO2 y disminuye la produccién de pigmentos, mientras que a mayor
aireacion la produccién de etanol disminuye y la produccion de los pigmentos aumenta
(Carvalho et al., 2003). A menor concentracion de glucosa o fructosa se puede tener 2 fases:
primero la glucosa se convierte en etanol y biomasa, luego el etanol se convierte en biomasa
y pigmento, por otra parte, a altas concentraciones de glucosa (20g/L) produce un efecto tipo

Crabtree, en cultivo sumergido, dandose el cambio a un metabolismo predominantemente



anaerobico, con produccién de etanol incluso en buenas condiciones de aireacion (Carvalho
et al., 2003).

Se evaluo el crecimiento radial del hongo M. purpureus en el medio de cultivo AHQ
suplementado con glucosa (Tabla 4) a dos concentraciones y tres niveles de pH donde se
muestran las ecuaciones de regresion lineal y las Vcr de los seis tratamientos, cada ecuacion
lineal proviene de tres repeticiones. Los valores de la media corresponden a las 288h (Ajdari
et al., 2011) considerado este tiempo como la invasion total del micelio en la placa Petri

(tomado como referencia el S7). El andlisis estadistico se muestra en el Anexo 5.

Los tratamientos que presentaron menor crecimiento radial a las 288h fueron S1T1y S1T4
con valores 32.637 + 0.344 mm y 32.723 = 0.609 mm respectivamente a su vez las Vcr
también son las menores comparandose con los seis tratamientos dentro de S1, 0.099y 0.101
mm h respectivamente. El tratamiento que mostré mayor Vcr y crecimiento radial a las
288h fue S1T6 con 0.132 mm hy 40.092 + 0.306 mm respectivamente. Ajdari et al. (2011)
estimaron el crecimiento radial de siete cepas de M. purpureus en diferentes medios de
cultivo, los medios que contenian glucosa en su formulacion fueron PDA: glucosa (4 g/L o
0.4%) y MEA: glucosa (20 g/L 0 2%) con las mayores Vcr de 0.077 mm hty 0.126 mm ht
respectivamente, con ello se demostré que la glucosa mejord el crecimiento de M. purpureus
al igual que los resultados obtenidos por S1 evaluadas a 0.5y 1.0 % a pH 7 donde si hubieron
diferencias significativas, pero a pH 5y 6 no hubieron diferencias cuando se comparé su
crecimiento a diferentes concentraciones, mientras que una comparacion dentro de la misma
concentracion de glucosa presentaron diferencias significativas cuando se variaron los
niveles de pH puede ser debido a que el pH del medio de cultivo puede afectar la solubilidad
y transporte de los nutrientes a la célula, actividad enzimaética, caracteristicas superficiales
de la célula, lo cual en conjunto afectara el crecimiento (Barzee et al., 2021).

Tabla 4. Velocidad de crecimiento (mm h) de M. purpureus en AHQ suplementado con glucosa.

Tratamiento Concentracion pH Ecuacion de Vcer R? Media + D.E.
(SD) (%) regresion lineal (mm h?)
S1T1 0.5 5 r(t)=0.099t+5.103 0.099 98.17 32.637+0.344%
S1T2 0.5 6 r(t)=0.117t + 3.204 0.117 99.35 35.293+0.357°
S1T3 0.5 7  r(t)=0.126t+1.974 0.126  99.90 38.741+0.288°
S1T4 1 5 r(t)=0.101t+ 4.364 0.101  98.82 32.723+0.609*
S1T5 1 6 r(t)=0.116t+ 3.585 0.116 99.14 36.004 +0.113°

S1T6 1 7 r(t)=0.132t+2.660 0.132  99.81  40.092 + 0.306¢

S1: Glucosa; D.E.: Desviacion Estandar; n=3; Media + D.E. correspondiente a las 288 h; a-d: Grupos Homogéneos

28



En la Figura 6 se observa que los micelios que crecieron en menor tamafo a las 288 h
corresponden a los tratamientos S1T1y S1T4, esto es a pH 5, donde el micelio representante
de la concentracion al 1% presenté mayor pigmentacion anaranjada que el de concentracion
al 0.5%, por otro lado cuando se compararon los micelios de S1T2 y S1T5 no presentaron
diferencias significativas en su Vcr (Tabla 4) pero en aspecto visual el micelio tiene mayor
pigmentacion anaranjada a mayor concentracion de S1 demostrando un comportamiento
similar a los tratamientos de pH 5, sin embargo a pH 7 no solo hubo diferencias en su Vcr
sino que los micelios del tratamiento S1T6 fueron méas pigmentados que los micelios del
tratamiento S1T3. Entonces a una misma concentracion de S1 el micelio tendié a crecer y
producir una mayor cantidad de pigmentos a medida que el pH aument6 de 5 a 7 y esto es
posiblemente debido a que a diferentes niveles de pH los micelios presentan diferencias en
su crecimiento y produccién de metabolitos porque hay variacion en la solubilidad y
transporte de nutrientes de su medio, ademas todos los micelios crecieron en buen estado a
los diferentes niveles de pH, ello fue previsto debido a que los hongos crecen en un amplio

rango de pH (Barzee et al., 2021).

Tratamiento Concentracion pH Dia2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
(%)

SIT1 0.5 5

S1T2 0.5 6

SI1T3 0.5 7

S1T4 1 5

SI1TS 1 6

S1T6 1 7

Figura 6. Crecimiento radial de M. purpureus en AHQ suplementado con glucosa al 0.5% y 1% a pH 5,
6y 7 durante 12 dias.
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En general todos los micelios de los seis tratamientos presentaron un aspecto algodonoso
durante las 288 h (12 dias), y de color anaranjado producto de la esporulacion, aunque en el
tratamiento S1T1 a partir del dia 10 los micelios fueron de color blanco algodonoso en los
bordes, solo en este caso se corrobora lo estudiado por Ajdari et al. (2011) donde evaluaron
los requerimientos nutricionales para mejorar el crecimiento y la esporulacion de diferentes
cepas de M. purpureus y revelaron que la glucosa mejoré el crecimiento de todas las cepas
del hongo pero inhibio la tasa de esporulacion debido a que es el pH, tipo y concentraciones
de los suplementos y/o fuentes tanto de carbono como nitrogeno influyen en la cinética de

crecimiento.

4.1.2. Efecto del suplemento fructosa (S2) en la velocidad de crecimiento radial

La glucosa y fructosa son azucares simples que son absorbidos directa y rapidamente por los
hongos, son ademas fuentes comunes de carbono organico que es el elemento estructural
méas importante para las células fungicas en combinacion con el hidrégeno, oxigeno y
nitrégeno (Barzee et al.,2021). En el caso de los hongos como Saccharomyces cerevisiae, la
fructosa externa ingresa al citoplasma de la célula y se convierte en fructosa 6-fosfato,
después a fructosa 1.6-bifosfato, luego a gliceraldehido 3-fosfato que ingresa a la ruta de la

glucdlisis (Velagapudi, 2009).

Tabla 5. Velocidad de crecimiento de M. purpureus en AHQ suplementado con fructosa

Tratamiento Concentracion pH Ecuacioén de Vcr R? Media + D.E.

(S2) (%) regresion lineal (mm h?)

S2T1 0.5 5 r(t)=0.097t + 4.663 0.097 98.58 31.474+0.378
S2T2 0.5 6 r(t)=0.111t+3.958 0.111  98.97 35.146 + 0.599"
S2T3 0.5 7  r(t)=0.123t+1.740 0.123  99.89 37.842 +0.278%
S2T4 1 5 r(t)=0.097 t +4.908 0.097 98.38 32.178 +£0.411°
S2T5 1 6 r(t)=0.116t+ 3.898 0.116  99.24 36.43 +0.812"
S2T6 1 7 r(t)=0.128t+2.472 0.128 99.83 38.323 +0.484¢

S2: Fructosa; D.E.:. Desviacion Estandar; n=3; Media + D.E. correspondiente a las 288 h; a-d: Grupos

Homogéneos

Carrillo-Inungaray et al. (2006) compararon parametros de crecimiento, crecimiento
méaximo y velocidad de crecimiento de dos hongos Rhizopus oryzae y Penicillium digitatum
donde han utilizado diversos solutos entre ellos sacarosa (glucosa+ fructosa) para ajustar el
parametro aw de los medios de cultivo con ello dar estabilidad a los microorganismos en su
desarrollo, obtuvieron que para el hongo P. digitatum la VVer fue 0.243 mm h (aw =0.895)
y para R. oryzae la Vcr fue 0.167 mm h! (aw =0.895), asi como el maximo crecimiento

radial fueron 31.707 y 25.265 mm respectivamente. En comparacion con los obtenidos por
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el presente estudio (Tabla 5 y Anexo 6) se tiene que el crecimiento radial menor reportado
del S2 corresponden a los tratamientos S2T1 y S2T4 con 31.474 £ 0.378 y 32.178 £ 0.411
mm respectivamente sin diferencias significativas, y teniendo el menor Vcr 0.097 mm h
igual para ambos tratamientos, un similar comportamiento se observo con el suplemento
glucosa (Tabla 4), mientras que el mayor crecimiento radial a las 288h corresponde a los
tratamientos S2T3 y S2T6 con 37.842 + 0.278 y 38.323 + 0.484 mm ambos valores no
presentaron diferencias significativas, ademas sus respectivos valores de Vcr fueron 0.123 y
0.128 mm ht,

Tratamiento Concentracion pH Dia2 Dia 4 Dia6 Dia8 Dia 10 Dial2
(%)

S2T1 05 5

S2T12 05 6

S2T3 05 7

S2T4 1 5

S2T5 1 6

S2T6 1 7

Figura 7. Crecimiento radial de M. purpureus en AHQ suplementado con fructosaal 0.5% y 1% apH5,6y 7
durante 12 dias.

En la Figura 7, ambos micelios representativos S2T1 y S2T4 que presentaron menor
crecimiento radial tienen un aspecto algodonoso blanquecino puede estar relacionado al pH
inicial del medio ajustado a 5, por otro lado, los tratamientos S2T3 y S2T6 invaden casi en
su totalidad a las placas Petri a las 288h presentando un aspecto del micelio mas anaranjado
que blanco, tanto el crecimiento mayor como el color puede deberse al pH inicial igual a 7
y que la fructosa promueve el proceso metabdlico y transporte de aminoacidos, amidas y
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péptidos (Lu et al., 2021). Los micelios de todos los tratamientos son muy similares en
apariencia en comparacion con la Figura 6 donde se utilizé como suplemento glucosa, puede
deberse a que la fructosa se incorpora a la ruta de la glucdlisis. Algo similar fue reportado
por Ajdari et al. (2011) cuando utilizaron sacarosa (glucosa + fructosa) donde la
combinacion de ambas fuentes mejord tanto el crecimiento como la esporulacion de M.

purpureus.

4.1.3. Efecto del suplemento melaza (S3) en la velocidad de crecimiento radial

Los medios con melaza son ricos en compuestos nitrogenados, por ello no suelen ser
complementados con otras fuentes de nitrégeno (Papagianni, 2007), aunque ello dependera
de lo que se desee producir. Por ejemplo Da Silva et al. (2021) estudiaron tres medios de
cultivo para la produccién de pigmentos y biomasa de M. ruber, estos medios eran: harina
de arroz 20 g L™! (2% p/v), melaza 30 g L' (3% p/v), y harina de arroz + melaza 10 g L™!
(1% p/v), +10 g L' (1% p/v), los resultados fueron que el medio con solo melaza indujo un
alto crecimiento fangico 11,09 g L', un medio solo de harina de arroz produjo una buena
cantidad de pigmentos 7,05 UAs-s10nm , Y la mezcla de ambos mostro los mejores resultados
para pigmentos rojos 16,38 UAx=sionm , pOr lo tanto la asociacion de una fuente de carbono
solido (harina de arroz) con una fuente rica de nutrientes (melaza) aumento la produccién de

pigmentos principalmente rojos por M. ruber.

En lugar de usar harina de arroz + melaza, se utiliz6 harina de quinua + melaza (Tabla 6) y
el andlisis estadistico en el Anexo 7, donde se observa que el menor crecimiento radial a las
288h corresponde a los tratamientos S3T1 y S3T3 a un valor de pH inicial de 5y 7
respectivamente y una concentracion de melaza de 0.5% en ambos casos, con valores de Vcr
de 0.107 y 0.111 mm h'%; por otro lado, los tratamientos S3T2 y S3T5 mostraron los mayores
valores de Ver 0.133 y 0.139 mm h respectivamente, asi como el tamafio de sus radios a las
288h fue de 40.598 + 0.897y 42.194 + 0.051 mm correspondientes a un pH inicial de 6 pero
a diferentes concentraciones de melaza 0.5 y 1% respectivamente. Con la diferencia que los
micelios correspondientes presentaron un aspecto de color mas anaranjado en S3T2 que en

S3T5 que era blanco desde el inicio de su crecimiento (Figura 8).
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Tabla 6. Velocidad de crecimiento de M. purpureus en AHQ suplementado con melaza

Tratamiento Concentraciéon pH Ecuacion de Ver R? Media = D.E.
(S3) (%) regresion lineal (mm h?)
S3T1 0.5 5 r(t) =0.107 t + 4.524 0.107 98.33  33.758 +0.829°
S3T2 0.5 6 r(t) =0.133t + 1.893 0.133 99.74  40.598 + 0.897¢
S3T3 0.5 7 r(t) =0.111t+2.119 0.111 99.67 34.866 + 0.421®
S3T4 1 5 r(t) =0.118 t + 4.368 0.118 98.96 36.142 +0.189%
S3T5 1 6 r(t) =0.139t + 1.488 0.139 99.75  42.194 +0.051¢

S3T6 1 7 r(t) =0.116 t + 2.302 0.116 99.56  36.84 +0.996°

S3: Melaza; D.E.: Desviacion Estandar; n=3; Media + D.E. correspondiente a las 288 h; a-d: Grupos
Homogéneos

Los tratamientos al 1% fueron los que presentaron mayor crecimiento micelial
correspondiente a los tres niveles de pH evaluados. Los micelios que tienen un aspecto mas
anaranjado que hifas blanquecinas corresponden a los tratamientos S3T1, S3T2 y S3T4
(Figura 8) a su vez de tener una apariencia algodonosa, asi como el tratamiento S3T5 con la
diferencia que este ultimo tiene un micelio blanco en todo su periodo de incubacién de 288h,
posiblemente si se evaluaba en un mayor tiempo este tratamiento hubiese cambiado de color
blanco a anaranjado ya que altas densidades celulares en la fase estacionaria pueden resultar
en una mayor produccion de pigmentos, por lo tanto la melaza estimula el crecimiento de
Monascus y da como resultado una mayor produccion de pigmentos (Da Silva et al., 2021),
en cambio la estimacion visual del color del micelio aéreo de M. ruber en melaza fue

anaranjado tenue y de un buen crecimiento a pH 6 al dia 10 (240h) (Moharram et al., 2012).

Por otro lado, los tratamientos S3T3 y S3T6 tienen un aspecto del micelio de color blanco y
compacto en comparacion con los demas tratamientos hasta ahora vistos respeto a los
suplementos S1 y S2 (Figura 6 y 7), dando a entender que el factor pH igual a 7 fue el
responsable de esta macromorfologia bajo las condiciones de harina de quinua + melaza,
posiblemente debido a que la composicion de los medios como fuente de carbono y
nitrégeno, temperatura, pH y oxigeno interfieren con el crecimiento celular, por ende la

produccién de pigmentos (Da Silva et al., 2021).
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Tratamiento Concentracion pH Dia2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dial2

(%)
S3T1 0.5 5
S3T2 0.5 6
S3T3 0.5 7
S3T4 1 5
S3T5 1 6
S3T6 1 7

Figura 8. Crecimiento radial de M. purpureus en AHQ suplementado con melaza al 0.5%y 1% a pH 5, 6
y 7 durante 12 dias.

4.1. 4. Efecto del suplemento fermentado de pescado (S4) en la velocidad de crecimiento

radial

Las bacterias acidolacticas pueden participar en el proceso de obtencion del suplemento de
fermentacidn de pescado por protedlisis, pero pueden hacerlo también las levaduras y hongos
filamentosos como M. purpureus, produciendo péptidos bioactivos (Dineshbhai et al., 2022;
Marti-Quijal et al., 2021). Chen et al. (2021) investigaron el uso de M. purpureus para la
fermentacion de espinas de pescado y los resultados indicaron que aumenté el contenido de
proteina soluble, péptido, aminoacido y fenol total, asi como la capacidad antioxidante; ya

que por lo general este proceso tiene cambios deseables que mejoran su valor agregado.

Sin embargo, en la presente estudio se utilizé el fermentado de pescado para determinar el
crecimiento de M. purpureus resultando que la Vcr en AHQ suplementado es menor en los
tratamientos S4T1, S4T3 y SAT6 con los valores correspondientes de 0.099 mm ht para los
dos primeros y 0.096 mm h* para el tercero, ademas el crecimiento radial al dia 12 (anélisis
estadistico en el Anexo 8) para los tratamientos mencionados son 31.233 + 0.091, 31.773 +
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0.772 y 30.698 + 0.903 mm respectivamente; mientras que los micelios mas grandes a las
288h corresponden a los tratamientos S4T2 y SAT5 ambos a un pH inicial de 6 pero a
diferente concentracion de 0.5 y 1% respectivamente con valores de 37.373 + 0.676y 38.205
+ 0.690 respectivamente sin diferencias significativas y con Ver de 0.121 y 0.123 mm ht

respectivamente.

Tabla 7. Velocidad de crecimiento de M. purpureus en AHQ suplementado con fermentado de pescado.

Tratamiento  Concentracion pH Ecuacion de regresion Vcer R2 Media + D.E.
(S4) (%) lineal (mm h?)
S4T1 0.5 5  r(t)=0.099t+ 4.369 0.099 98.75 31.233+ 0.0912
S4T2 05 6  r()=0.121t+2.364 0121 9979 37.373+0.676°
S4T3 0.5 7 r(t) = 0.099 t + 2.630 0099 9952 31.773+0.7722
S4T4 1 5 r(t)=0.109 t + 4.496 0109  99.04 35.192 +0.835°
S4T5 1 6 r(t) = 0.123 t + 2.238 0.123  99.25 38.205 + 0.690¢

S4T6 1 7 r(t)=0.096t+2.734 0096 9951 30.698 + 0.903?

S4: Fermentado de pescado; D.E.: Desviacion Estandar; n=3; Media + D.E. correspondiente a las 288 h; a-d:
Grupos Homogeéneos

El suplemento fermentado de pescado tiene potencial para el crecimiento microbiano y esto
debido a que los péptidos son solubles en agua por lo tanto importantes en la formulacion de
medios de cultivo, ya que ninguna peptona por si sola es autosuficiente en el desarrollo de
un microorganismo en el cultivo celular debido a que tienen sus propias caracteristicas
bioldgicas (Herpandi et al., 2011). Como lo demostr6é también Safari et al. (2012) donde
obtuvieron de residuos de cabeza de atin a dos peptonas eficaces en la promocion del
crecimiento de bacterias acidolacticas como Lactobacillus bulgaricus, L. acidophilus, L.
casei, L. delbrueckii, L. plantarum y L sakei, siendo mejor sus resultados en comparacion

del crecimiento microbiano en medio comercial MRS.

Con respeto a los micelios (Figura 9) son en su mayoria blanquecinos y algodonosos excepto
en los tratamientos S4T3 y S4T6 que son compactos y tienen en comun el factor de pH
inicial igual a 7, mientras que S4T2 y S4T5 son los micelios que presentaron el mayor
crecimiento radial, ambos corresponden a un pH inicial de 6 pero a diferentes
concentraciones de fermentado de pescado 0.5 y 1% respectivamente, donde S4T2 a
diferencia de S4T5 crecio, pero produciendo pigmentos anaranjados en menor cantidad con
respecto al blanco. Los tratamientos que tienen un aspecto de color mas rojo respecto al resto
son S4T1y S4T4 ambos a un pH de 5.
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Tratamiento Concentracion pH Dia2 Dia 4 Dia 6 Dia8 Dia 10 Dia 12

(%)
S4T1 0.5 5
S4T2 0.5 6
S4T3 0.5 7
S4T4 1 5
S4T5 1 6
S4T6 1 7

Figura 9. Crecimiento radial de M. purpureus en AHQ suplementado con fermentado de pescado al 0.5%
y 1% apH5, 6y 7 durante 12 dias.

4.1.5. Efecto del suplemento hidrolizado de pescado (S5) en la velocidad de crecimiento

radial

El hidrolizado de pescado como suplemento en medios de cultivo AHQ permitié un mayor
crecimiento radial del hongo en los tratamientos S5T2 y S5T4 con valores de 37.984 + 1.095
y 39.131 + 0.486 (véase en Anexo 9), ademas de las Vcr de 0.127 y 0.123 respectivamente
gue no mostraron diferencias significativas, por otro lado, el micelio que crecié menos fue
el perteneciente al tratamiento con una Ver de 0.094 mm hty un tamafio radial de 30.498 +
0.626 mm al doceavo dia (Tabla 8).

Kolek et al. (2023) demostraron que se puede utilizar una hidrélisis alcalina simple y
econdmica de escamas Yy residuos del fileteado de pescado para preparar un medio de cultivo
complejo como fuente de nitrogeno, fésforo y otros elementos para el cultivo de M.
purpureus adecuado para la produccion de pigmentos donde obtuvieron estos metabolitos al
dia 14 de fermentacion; ademas sugirieron que existe un gran potencial de que este medio
también sea adecuado para muchas aplicaciones biotecnoldgicas. De igual manera Guérard

36



et al. (2001) mencionan que los hidrolizados de proteina de pescado son excelentes fuentes

nitrogenadas para la formulacion de medios de cultivo de crecimiento microbiano.

Investigadores como Martone et al. (2005) también utilizaron hidrolizado de pescado como
fuente de nutrientes para arqueas (Halobacterium salinarum) y como medio de cultivo para
bacterias (Escherichia coli, Bacillus subtilis y Staphylococcus epidermidis) demostraron
que el crecimiento celular y los tiempos de generacion resultantes del control y los cultivos
de hidrolizado de pescado no mostraron diferencias estadisticamente significativas, lo que
sugiere que el hidrolizado de pescado puede usarse como un sustrato alternativo para fines
de cultivo de microorganismos. Adicionalmente Aspmo et al. (2005) probaron hidrolizados
hechos de visceras de bacalao mediante diferentes procedimientos de hidrolisis enzimatica
como fuente combinada de nitrégeno, aminoacidos y vitaminas en medios de crecimiento
microbiano en comparacion con peptonas comerciales comunes para E. coli, B. subtilis,
Lactobacillus sakei, S. cerevisiae y Aspergillus niger; demostraron que la eleccion de las
enzimas proteoliticas utilizadas para producir el hidrolizado de pescado tuvieron un impacto
considerable en el rendimiento del hidrolizado resultante, en tasa de crecimiento maximo y
produccion de biomasa. En lugar de peptonas estandar Ovissipour et al. (2009) utilizaron
hidrolizados de pescado generados por enzimas comerciales, para formular medios de
cultivo y promover el crecimiento de bacterias como: Pseudomonas putida, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus faecium, Listeria monocytogenes, B. subtilis, B. licheniformis y
Micrococcus lysodeikticus; demostraron que el grado de hidrélisis enzimatica varia segun la
enzima elegida, siendo directamente proporcional de que a mayor grado de hidrélisis se

producira mayor biomasa microbiana.

Tabla 8. Velocidad de crecimiento de M. purpureus en AHQ suplementado con hidrolizado de pescado.

Tratamiento Concentracion pH Ecuacion de Vcr R? Media + D.E.
(S5) (%) regresion lineal (mm h?)
S5T1 0.5 5 r(t)=0.101t + 4.587 0.101  98.61 33.077 £0.395°
S5T2 0.5 6 r(t)=0.127t+2.274 0.127  99.54  37.984 + 1.095¢
S5T3 0.5 7 r(t)=0.104t+2.875 0.104  99.64 33.407 +0.569°
S5T4 1 5 r(t)=0.123t+3.211 0.123  99.61 39.131 +0.486¢
S5T5 1 6 r(t)=0.112t+2.932 0.112  99.75 36.003 £ 0.297¢

S5T6 1 7 r(t) =0.094t + 2.661 0.094 9955 30.498 + 0.626*

S5: Hidrolizado de pescado; D.E.: Desviacion Estandar; n=3; Media + D.E. correspondiente a las 288 h; a-d: Grupos
Homogéneos

La diversa aplicacion de hidrolizado de pescado en los medios de cultivo se debe a que los

hidrolizados de proteinas activas o péptidos sirven como alimentos funcionales debido a que
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presentan propiedades nutricionales y bioldgicas (Chi et al., 2015a). La actividad biol6gica
de un péptido depende de la composicion de aminoécidos, hidrofobicidad, carga, secuencia
y longitud, los péptidos de bajo peso molecular se absorben rapido, son menos toxicos y mas
estables (Kaprasob et al., 2022).

El aspecto visual de los micelios con suplemento de hidrolizado de pescado (Figura 10) son
similares a los micelios con el suplemento de fermentado de pescado correspondientes
(Figura 9) con la diferencia mas notoria en el tratamiento S5T4 que no muestra pigmentacion
roja en gran parte del micelio aéreo como si lo es en el tratamiento S4T4. En la figura 10 el
tratamiento S5T1 presenta un intenso color rojo al centro del micelio, siendo similar al

tratamiento S4T1 que fue evaluado con los mismos niveles de concentracion (0.5 %) y pH

).

Tratamiento Concentracion pH Dia2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
(%)

S5T1 0.5 5

S5T2 0.5 6

S5T3 0.5 7

S5T4 1 H

S5TS 1 6

S5T6 1 7

Figura 10. Crecimiento radial de M. purpureus en AHQ suplementado con hidrolizado de pescado al 0.5%
y 1% apH 5, 6 y 7 durante 12 dias.
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4.1.6. Efecto del suplemento glutamato monosddico (S6) en la velocidad de crecimiento
radial

Los tratamientos con glutamato monosddico se presentan en la Tabla 9, donde este
suplemento permitié el menor crecimiento radial en los tratamientos S6T3 y S6T6 con
valores 26.318 + 0.224 y 27.533 + 0.291 mm (analisis estadistico en el Anexo 10), ambos
fueron a pH 7 a su vez las Vcr fueron 0.081 y 0.087 mm h! respectivamente. Los
tratamientos que presentaron mayor crecimiento radial del hongo fueron S6T1y S6T4 con
32.613 + 0.103 y 32.42 £ 1.247 mm sin diferencias significativas siendo sus valores
respectivos de velocidad de crecimiento 0.108 y 0.012 mm h’. Chatterjee et al. (2009)
obtuvieron el maximo rendimiento de produccion de pigmentos y crecimiento con glutamato
monosddico (0.3%) y glucosa (2%) a pH 6 e incubado en oscuridad a 30°C, frente a los
suplementos como nitratos y sales de amonio; demostrando que tanto el crecimiento como
la produccién de pigmentos puede variar segun la suplementacion con nitrogeno en los

medios de cultivo en Monascus.

Tabla 9. Velocidad de crecimiento de M. purpureus en AHQ suplementado con glutamato monosédico.

Tratamiento Concentracion pH Ecuacioén de Vcer R? Media + D.E.
(S6) (%) regresion lineal (mm h?)
S6T1 0.5 5 r(t)=0.108t+ 3.362 0.108 99.00 32.613+0.103°
S6T2 0.5 6 r(t)=0.088t+3.761 0.088 99.09 28.327 +0.291°
S6T3 0.5 7 r(t)=0.081t+3.493 0.081 98.98 26.318 + 0.224°
S6T4 1 5 r(t)=0.102t+4.369 0.102 98.42  32.42+1.247°
S6T5 1 6 r(t)=0.090t+ 3.565 0.090 99.36 28.958 + 0.369"

S6T6 1 7 r(t)=0.087t+3.216 0.087 99.43 27.533 +£0.291%®

S6: Glutamato monosodico; D.E.: Desviacion Estandar; n=3; Media + D.E. correspondiente a las 288 h; a-c:
Grupos Homogeéneos

En un estudio de Dikshit & Tallapragada (2011) investigaron diferentes factores como el
patrén de crecimiento, temperatura 'y pH para la produccion de pigmentos y el crecimiento
micelial de M. purpureus, obteniéndose los mejores resultados cuando se us6 como sustrato
solido el arroz suplementado con extracto de levadura (1 y 5%) y GMS al 5 %, durante 16
dias de incubacién a 30°C a un valor de pH de 5,5 (Dikshit & Tallapragada, 2011). En otra
investigacion de Babitha et al. (2006) utilizaron polvo de semilla de yaca como sustrato para
la produccion de pigmentos por M. purpureus, donde la naturaleza amortiguadora del
sustrato permitio obtener el color de los pigmentos mas estables a diferentes pH iniciales en
la preparacion del sustrato, y cuando se adiciond glutamato monosédico aumentd la

solubilidad de los pigmentos en agua.
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La adicion de una fuente de nitrdgeno (especialmente orgénico) como el glutamato
monosodico estimula la produccion de metabolitos secundarios como los pigmentos
(Carvalho et al., 2003). Una concentracion cercana a la realizada en el presente estudio fue
estudiada por Musaalbakri et al. (2005) quienes usaron 1.2% de GMS para aumentar la
produccion de pigmento rojo y el crecimiento de M. purpureus FTC 5391. Sin embargo, se
observa que todos los micelios son blancos (Figura 11) indiferentemente de la concentracion
de S6 y pH, posiblemente se debe a que el medio de cultivo harina de quinua + glutamato
monosaddico incrementen mas la produccion de biomasa que de pigmentos, aunque del lado
reverso de todos los micelios de las placas de Petri fueron rojas (datos no mostrados). Se
puede deber a que en esta zona la difusion de oxigeno es lenta en comparacion con la
superficie del medio, a su vez, segin Manan et al. (2017) el micelio desarrollado en la parte

inferior es mas envejecido que el micelio que crece en la superficie.

Tratamiento Concentracion pH Dia2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
(%)

S6T1 0.5 H

S6T2 0.5 6

S6T3 0.5 7

S6T4 1 H

S6TS 1 6

S6T6 1 7

Figura 11. Crecimiento radial de M. purpureus en AHQ suplementado con glutamato monosédico al 0.5%
y1%apHS5, 6y 7 durante 12 dias.

Ademas a diferencia de los micelios observados en los suplementos S1, S2, S3, S4, S5y S7
se observa en la Figura 11 que los tratamientos S6T1y S6T4 tienen un crecimiento radial no

uniforme desde el dia 2 hasta el dia 12, ambos tratamientos con glutamato monosodico como
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suplemento a pH inicial de 5 pero con diferentes concentraciones de glutamato monosédico
a pesar de ellos fueron los tratamientos que mostraron mayor crecimiento radial en
comparacion de los demas evaluados con S6 y los que tuvieron menor crecimiento radial
fueron a pH 7 como los tratamientos S6T3 y S6T6. En general los micelios de los seis
tratamientos (Figura 11) se muestran compactos con ligera pigmentacion roja en el micelio

aéreo.

4.1.7. Efecto del suplemento cloruro de sodio (S7) en la velocidad de crecimiento radial.

Los tratamientos con suplemento cloruro de sodio S7T2 y S7T5 (Tabla 10) corresponden a
un nivel de pH inicial igual a 6 y se obtuvieron los valores mas altos de crecimiento radial a
las 288h (véase Anexo 11) siendo 43.040 + 0.230 y 42.445 + 0.568 mm con sus respectivas
Ver de 0.150 y 0.149 mm h. en comparacion con los demas suplementos (Tablas 4-9).

Otra investigacion donde utilizaron NaCl fue realizada por Carrillo-Inungaray et al. (2006)
quienes compararon parametros de crecimiento, entre ellos el crecimiento maximo y la
velocidad de crecimiento de dos hongos P. digitatum y R. oryzae donde utilizaron la sal para
ajustar la aw a 0.895 de los medios de cultivo agar D-glucosa Sabouraud, los resultados
obtenidos fueron para P. digitatum la VVcr fue 0.117 mm ht y para R. oryzae la Vcr fue 0.232

mm ht, asi como el maximo crecimiento radial fueron 8.522 y 30.070 mm respectivamente.

En otro estudio la sal fue utilizada como osmolito para evaluar su efecto en el crecimiento
fangico como el de Bohérquez & Rico (2019) realizado en Acremonium chrysogenum donde
se observo que el hongo aumentd su crecimiento vegetativo en condiciones de NaCl 0.5M
(2.922 % p/v), considerandose una osmoadaptacion a esta sal; sin embargo, fue osmosensible
en KCI.

Tabla 10. Velocidad de crecimiento de M. purpureus en AHQ suplementado con cloruro de sodio.
Tratamiento Concentracion pH Ecuacion de Vcr R? Media + D.E.
(S7) (%) regresion lineal (mm h
)

S7T1 0.5 5 r(t)=0.128t+4.353 0.128 97.91 38.915+0.350°
S7T2 0.5 6 r(t)=0.150t+ 3.022 0.150 98.88 43.040 £ 0.230°
S7T3 0.5 7 r(t)=0.137t+ 2538 0.137 99.10 40.185+ 1.829°
S7T4 1 5 r(t)=0.123t+5.046 0.123  96.13 36.428 £ 0.414*
S7T5 1 6 r(t)=0.149t+2.852 0.149  98.77 42.445+ 0.568°

S7T6 1 7 r(t)=0.134t+1.724 0.134 9957 38.760 +0.214°

S7: Cloruro de sodio; D.E.: Desviacion Estandar; n=3; Media + D.E. correspondiente a las 288 h; a-c: Grupos
Homogéneos
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El cloruro de sodio ocasiona estrés osmotico como lo sefial6 Babitha et al. (2007a) donde
estudiaron la influencia del estrés sobre la produccion de pigmentos por el hongo M.
purpureus en fermentacion en sustrato solido. El estrés osmotico se realizo con diferentes
concentraciones de NaCl observandose cambios significativos en la produccion de
pigmentos y crecimiento, una alta concentracion de esta sal indujo la conidiacion
aumentando asi la produccion de pigmento rojo de 11.86 a 20.14 OD / g materia seca
fermentada y a su vez causé disminucién de la biomasa fungica en un 50%; este hallazgo los
autores lo consideran importante debido a que permitié explotar el cultivo fangico M.
purpureus LPB 97 para producir colores de eleccidn: rojo o amarillo, o aumentar
considerablemente el rendimiento de pigmentos rojos, ademas sus resultados bien podrian

afectar el aspecto comercial de los pigmentos Monascus para aplicacion industrial.

En la Figura 12 todos los micelios estdn pigmentados siendo méas evidente desde el dia 4,
también se observa que los tratamientos S7T1, S7T2, S7T4 y S7T5 tienen un micelio
anaranjado que se va intensificando a medida que transcurre el tiempo (hasta las 288h) a
diferencia de los tratamientos S7T3 'y S7T6 que su aspecto es mas rojizo ambos a pH 7. Los
micelios no son muy anaranjados algodonosos como fue evidente con los suplementos S1y
S2, pero invadieron practicamente en su totalidad de las placas Petri para los tratamientos
S7T2y S7T5.

El mismo color de los micelios también fue reportado por Zhen et al. (2019) que estudiaron
el vinculo de NaCl con el crecimiento celular y metabolitos secundarios en M. purpureus a
diferentes concentraciones en el medio de cultivo donde obtuvieron que los pigmentos
amarillos, anaranjados y rojos aumentaron en 1.7, 1.4, y 1.4 veces respectivamente,
evaluados en el décimo dia de cultivo, donde el efecto de inhibicion sobre el crecimiento de
micelios aéreos fue muy evidente con un aumento de la concentracion de NaCl(M) 0, 0.01,
0.02, 0.1, 0.2 y 0.4 esto es equivalente a 0, 0.058, 0.116, 0.584, 1.168 y 2.336 % p/v; por lo
tanto, NaCl podria participar en la sintesis de metabolitos secundarios y el crecimiento

celular en M. purpureus.

Por otro lado, Dominguez-Espinosa & Webb (2003) utilizaron como suplemento otra sal,
cloruro de amonio (NH,CI), en harina compuesta de una variedad mixta de trigo duro como
fuente de nutrientes para producir pigmentos de M. purpureus Went (IMI 210765) donde se
promovid la biomasa y la formacion de colorantes naranjas. Mientras que Virk et al. (2020)

emplearon acetato de sodio demostrando que su adicién en los medios de cultivo afectd a
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los caracteres fisicos de M. ruber, donde las colonias fueron compactas y anaranjadas
oscuras con disminucion en la produccion de hifas a medida que aumentaba la concentracion
0.1, 0.25y 0.5%.

Tratamiento Concentracion pH Dia2 Dia 4 Dia6 Dia8 Dia 10 Dia 12
(%)

STT1 0.5 ]

STT2 0.5 6

STT3 0.5 7

STT4 1 ]

STTS 1 6

STT6 1 7

Figura 12. Crecimiento radial de M. purpureus en AHQ suplementado con cloruro de sodio al 0.5% y 1%
apH5, 6y 7 durante 12 dias

4.1.8. Comparacién de las mayores velocidades de crecimiento de M. purpureus en los

medios de cultivo suplementados

La taxonomia de M. purpureus se basa en caracteristicas morfoldgicas, en vez de las
caracteristicas, bioguimicas, fisiolégicas o genéticas como es usado frecuentemente en
bacterias (Manan et al., 2017). En ese sentido el crecimiento radial de los hongos Monascus
es un indicador en la sintesis de metabolitos entre ellos los pigmentos (Yongsmith, 2000).
Por ello, en esta etapa final del objetivo se compararon los tratamientos que presentaron un
mayor crecimiento radial a las 288 h (véase el Anexo 12) elegidos por cada suplemento
fueron: S1T6, S2T3, S3T2, S4T2, S5T2, S6T1 y S7T2 como se muestra en la figura 13B,
siendo el que presenta el mayor crecimiento radial el tratamiento S7T2 que corresponde al
suplemento de cloruro de sodio y el menor corresponde al suplemento glutamato
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monosodico S6T1, sus aspectos morfoldgicos de los micelios corroboran esta diferencia
(figura 13A). Por lo tanto, se consideraron ambos tratamientos para los siguientes objetivos
de la investigacion con el proposito de comparar tanto la cantidad de N-acetilglucosamina

(biomasa) y pigmentos.

S1T6 S2T3 S3T2 5572 S6T1 S7T2

Tratamiento

vy
S

i
wu

Radio (mm)
= e NN W W S
cwowno o no

Figura 13. A) Aspecto visual de los micelios de M. purpureus comparados a las 288h de los mejores
tratamientos por suplemento. B) Gréafica de los mayores radios alcanzados por M. purpureus comparando
los mejores tratamientos por suplemento a las 288h.

4.2. Cuantificacion de biomasa por N-acetilglucosamina y peso seco

En la investigacion de Coello-Loor et al. (2017) primero determinaron la Ver (mm ht), luego
la produccion de biomasa con el propdésito de establecer el grado de adaptacion y desarrollo
de Pleurotus spp, fue similar al presente estudio en el propésito de determinar la biomasa
seca; ellos llevaron al microondas el medio de cultivo para fundir el agar, luego se filtro,
lavo y secd para tomar los pesos con balanza analitica. Por lo mencionado, es que el método
fue considerado junto a la metodologia de Zhang et al. (2013) con modificaciones, quienes
desarrollaron un proceso novedoso de fermentacién en estado solido mediante el uso de agar
para determinar directamente la biomasa de M. purpureus, que puede ser complementaria
con otros métodos de determinacion indirecta como parte de una investigacion bésica.

Los métodos de determinacidn indirecta de biomasa pueden ser densidad de hifas, conteo de
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hifas que cruzan determinado limite, didmetro de hifas y de micelio (Reeslev & Kjoller,
1995), cuantificacion de la N-acetilglucosamina (Chysirichote et al., 2014).

La glucosamina (GIcN) es un componente importante y valioso en la pared celular de los
hongos (Mohammadi et al., 2012); los hongos filamentosos contienen quitina en su pared
celular (poli-N-acetil-D glucosamina) a partir de la cual se libera el aminoazucar N-acetil-
D-glucosamina por hidrolisis acida (Chysirichote et al., 2014) que da como resultado la
desacetilacion completa y la despolimerizacion parcial de quitina y quitosano y la formacion

de acido acético y oligosacaridos GIcN (Mohammadi et al., 2012).

En esta segunda etapa de la investigacion se cuantifico la biomasa fungica directa e
indirectamente por peso seco del micelio y N-acetilglucosamina respectivamente para los
tratamientos seleccionados de la primera etapa como son: S6T1y S7T2 (Anexos 13y 15
respectivamente) evaluados en el tiempo de 48, 96, 144, 192, 240 y 288 horas.

Los resultados fueron para S6T1 (Anexo 14) la cantidad de biomasa en peso seco (g) los
siguientes valores: 0.006 + 0.001, 0.018 + 0.001, 0.029 + 0.002, 0.060 + 0.002, 0.077 £ 0.009
y 0.118 + 0.007 con diferencias significativas durante las 288 h, excepto cuando se comparo
a las 48-96 h, asi como entre las 96-144 h; mientras que los resultados de N-
acetilglucosamina (mg/p.s.b.) fueron 0.0039 + 0.0001, 0.0344 + 0.0016, 0.0833 + 0.0169,
0.1255 + 0.0331, 0.1466 + 0.0304 y 0.2345 + 0.0249 en los tiempos de fermentacion ya
mencionados donde no hubo diferencias significativas (p<0.05) cuando se compararon en
los tiempo 48-96, 96-144, 144-192 y 192-240. La curva de produccion de biomasa de M.

purpureus para ambas determinaciones se observa en la Figura 14.
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Figura 14. Produccion de biomasa flngica como N-acetilglucoaminay peso seco utilizando el suplemento
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192

glutamato monosddico al 0.5% y pH 5 (S6T1) en medio de cultivo a base de harina de quinua.
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De igual manera se analizaron los resultados para S7T2 (Anexo 16) donde la cantidad de
biomasa en peso seco (g) fueron: 0.006 £ 0.001, 0.028 + 0.006, 0.078 £ 0.004, 0.130 + 0.011,
0.224 + 0.015y 0.267 £ 0.01 durante el tiempo de fermentacion de 48, 96, 144, 192, 240y
288 horas respectivamente, con diferencias significativas entre las 96 y 288 h. Por otro lado,
los resultados de N-acetilglucosamina (mg/p.s.b.) fueron 0.0079 £ 0.0008, 0.0440 + 0.0033,
0.1099 £ 0.0057, 0.1542 + 0.019, 0.2677 = 0.0123 y 0.3289 = 0.0111 en los tiempos de
fermentacion iguales a los evaluados para el peso seco, donde hubo en todos los tiempos se
presentd diferencias significativas (p<0.05). La curva de produccion de biomasa de M.

purpureus para peso seco y N-acetilglucosamina se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Produccién de biomasa fungica como N-acetilglucosamina y peso seco utilizando el
suplemento cloruro de sodio al 0.5% y pH 6 (S7T2) en medio de cultivo a base de harina de quinua.

4.3. Densidad 6ptica de pigmentos producidos por M. purpureus

En la primera etapa del tiempo de fermentacion, los hongos utilizan fuentes de carbono,
fésforo y nitrogeno del sustrato para sus metabolitos primarios, bioconversion, energia,
diéxido de carbono y agua; después los hongos utilizan los productos provenientes de la
primera etapa para producir metabolitos secundarios (Yongsmith, 2000) como los
pigmentos, por lo tanto para la produccion de este metabolito deseado es importante conocer
la estructura’y morfologia de Monascus para escalar en un proceso de fermentacion industrial
(Manan et al., 2017), asi como otros factores: temperatura, presencia de oxigeno, aireacion,

fuente de nitrégeno y medio de cultivo (Buhler et al., 2015).

Como bien se conoce tradicionalmente se han aislado varios metabolitos y pigmentos nuevos
del arroz rojo aparte de los mencionados, donde sus estructuras quimicas se han
caracterizado como ankalactona, monascolidona, monascopiridina, monasfluor,

monascusona, pigmento rojo nuevo, monaspurona, y monarubrina y rubrupunctina; ademas

46



varios tipos de pigmentos de Monascus aun se desconocen (Mukherjee & Singh, 2011) y
que pueden provenir de diferentes sustratos en donde se realice la fermentacion, como por
ejemplo el mijo, un cereal libre de gluten, siendo esta Ultima caracteristica también de la
quinua con la diferencia que es un pseudocereal. EI mijo fue utilizado para el cultivo de M.
purpureus con el fin de demostrar que tiene un buen potencial como sustrato alternativo al
arroz para producir altos niveles de metabolitos secundarios como los pigmentos (Mari¢ et

al., 2019).

En la primera etapa, como era de esperarse, se observaron micelios unos mas pigmentados
que otros (Figura 6-12), pero para esta tercera etapa se continud con los tratamientos elegidos

ya analizados en la segunda etapa como son S6T1y S7T2 (Anexos 17 y 19 respectivamente).

El tratamiento S6T1 corresponde al suplemento glutamato monosddico al 0.5% ajustado a
un pH de 5 que tiene un aspecto visual blanco algodonoso del lado anverso (Figura 13A)
durante todo el tiempo de fermentacion (288h) sin embargo del lado reverso (datos no
mostrados) se observo un color rojo carmesi, corroborando la informacién de Manan et al.
(2017) que sefiala que al principio la parte joven del micelio de M. purpureus es blanca,
luego cambia a un naranja, posteriormente a un rojo que se va intensificando a carmesi a
medida que el micelio envejece. Entonces se puede afirmar que la parte mas joven y
envejecida se encuentran principalmente en la superficie y en la base del micelio

respectivamente.

De cada micelio (tres repeticiones) se extrajeron los pigmentos con solucion hidroetandlica
donde los resultados fueron: 0.012 + 0.003, 0.02 £+ 0.006, 0.028 + 0.006, 0.05 + 0.002, 0.078
+0.006 y 0.1 + 0.011 (pigmentos amarillos); 0.013 + 0.004, 0.017 + 0.004, 0.022 + 0.005,
0.04 +0.005, 0.058 + 0.006 y 0.063 + 0.004 (pigmentos anaranjados) y 0.026 + 0.005, 0.026
+ 0.006, 0.033 + 0.004, 0.057 + 0.004, 0.08 + 0.007 y 0.084 + 0.004 (pigmentos rojos)
evaluados en el tiempo de 48, 96, 144, 192, 240 y 288 horas respectivamente. Las diferencias
significativas se dan a partir de las 192 h para los tres tipos de pigmentos (Anexo 18). Las
curvas de produccion de los tres tipos de pigmentos utilizando el suplemento glutamato

monosddico al 0.5% y pH 5 (Figura 16).

Una mayor produccion de pigmentos rojos en el presente estudio se confirmo con los
resultados de Pineda-Insuasti et al. (2016) donde también utilizaron un medio de cultivo con
glutamato monosaddico para favorecer la produccién de pigmentos rojos. Otro ejemplo es el

de Kraboun et al. (2013) quienes adicionaron GMS al maiz ceroso e investigaron el efecto
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como fuente nitrogenada sobre productos de interés, entre los que destacaron fueron: la
intensidad de pigmentos y contenido de glucosamina producidos por M. purpureus TISTR
3090 a concentraciones de nitrégeno de 0.25, 0.50, 0.75 y 1.00% equivalente a la adicion de
GMS de 3.02, 6.04, 9.06 y 12.08% respectivamente, donde la produccién maxima al dia 12
(288 h) de fermentacion fue el contenido de pigmentos y al dia 8 (192 h) fue maximo el

contenido de glucosamina.

Los pigmentos rojos y amarillos se produjeron se forma similar en el transcurso del tiempo
(Figura 16), como fue en el estudio de Ismail et al. (2021) quienes investigaron la
optimizacion de la composicion de micronutrientes en el medio para producir pigmentos M.
purpureus por fermentacion en sustrato sélido donde se obtuvo que el mejor impacto en el
aumento de pigmentos (rojos y amarillos) y biomasa fue con una cantidad de GMS 1.5% y

1.4% respectivamente y de NaCl 1% para los metabolitos mencionados.

Entonces se demostro que el GMS es esencial en la produccion de este tipo de pigmentos, a
pesar de que Silbir & Goksungur, (2019) mencionaron que tiene un alto costo que puede
limitar su uso a nivel industrial, es por ello que en su investigacidn buscaron alternativas de
nitrégeno equivalentes al GMS (0.8% p/v) empleando extracto de levadura, peptona, licor
de maiz, urea y brotes de malta, a pesar de ello la mayor formacion de pigmentos rojos se
logré con GMS posiblemente debido a que las reacciones que ocurren con compuestos que
presentan grupos amino promueven la sintesis de estos pigmentos extracelulares solubles en
agua. No obstante, el tratamiento S6T1 utiliz6 muy poca cantidad de GMS (0.5%) para

producir pigmentos, haciendo factible su aplicacién a nivel industrial.
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Figura 16. Produccioén de pigmentos utilizando el suplemento glutamato monosoédico al 0.5% y pH 5
(S6T1) en medio de cultivo a base de harina de quinua.
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De igual manera se analizd la densidad éptica o absorbancia (UA/ml) de los extractos
hidroetanolicos de los pigmentos de los micelios del tratamiento S7T2 (suplemento cloruro
de sodio al 0.5% y pH 6) en medio de cultivo a base de harina de quinua, estos resultados
corresponden a las 288 h: 0.026 + 0.006, 0.056 + 0.007, 0.098 + 0.009, 0.157 + 0.009, 0.181
+ 0.008 y 0.199 * 0.01 (pigmentos amarillos); 0.03 £ 0.007, 0.054 + 0.008, 0.06 + 0.007,
0.054 £0.007, 0.05 + 0.003 y 0.053 £ 0.005 (pigmentos anaranjados) y 0.018 + 0.005, 0.061
+0.007, 0.075 + 0.006b, 0.069 + 0.007b, 0.078 + 0.006 y 0.103 £ 0.008 (pigmentos rojos),
los extractos etandlicos a la longitud de onda de 400 nm tuvieron diferencias significativas
a un p <0.05 comparadas en el tiempo de 48, 96, 144, 192, 240, solo no hubieron diferencias
en las absorbancias comparadas a las 240 y 288h. A 470 nm solo a las 48h hubo diferencias
significativas, mientras que los valores correspondientes a las horas 96, 144, 192, 240 y 288
no presentaron diferencias significativas. En el caso de los pigmentos rojos evaluados a 500
nm las diferencias significativas fueron en las horas 48, 96-192, 240 y 288 h (Anexo 20).
Las curvas de produccion de los tres tipos de pigmentos utilizando el suplemento cloruro de

sodio al 0.5% y pH 6 se observa en la Figura 17.

Otra investigacion similar, pero con la cepa M. ruber M7 fue estudiada por Virk et al. (2020)
donde evaluaron el efecto de las sales como acetato de sodio (CH3COONa), y acetato de
amonio (CH3COONHg) al 0,1%, 0,25% y 0,5% en PDA con el propésito de evaluar las
morfologias, biomasa y pigmentos. La evaluacion visual de los micelios fue anaranjada en
su mayoria como en S7T2 con la diferencia que en este Ultimo los micelios de las
repeticiones crecieron uniformemente, sin embargo, ello no signific6 que haya una mayor
presencia de pigmentos anaranjados. Los autores mencionaron que los pigmentos
anaranjados se forman primero y luego se reducen para formar pigmentos amarillos segun
la hipotesis donde la produccion de estos ultimos pigmentos depende del contenido de la
esterificacion de los productos de una policétido sintasa y una sintasa de acidos grasos.
Entonces en S7T2 a partir de las 48 h hasta las 240 h mejor6 la produccion de pigmentos
amarillos, asi como su transporte por la solucién hidroetandlica resultando no significativo
en los tiempos comparados de 240 y 288 h. En caso de los pigmentos rojos los autores
afirmaron que se producen por la aminacion de pigmentos naranjas. Por lo tanto, en el
tratamiento S7T2 no hubo una gran cantidad de aminacion de los pigmentos anaranjados,

pero aun asi fue 1.22 veces mas que en el tratamiento S6T1 a las 288 h.

Una investigacion con la misma especie de M. purpureus fue realizada por Zhen et al (2019)

donde evaluaron el efeto de NaCl en la produccién de pigmentos con la diferencia que ellos
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realizaron fermentacion sumergida, donde las concentraciones de NaCl(M) fueron 0, 0.01,
0.02,0.1,0.2y 0.4 equivalente a0, 0.058, 0.116, 0.584, 1.168 y 2.336 % p/v respectivamente
durante 10 dias (240h). La mayor produccion de pigmentos amarillos, anaranjados y rojos
se dio a 0.116 % en comparacion con el tratamiento S7T2 que fue a 0.5% (concentracion
mas baja). Por lo tanto, se deduce que disminuyendo la concentracion del sustrato NaCl
como suplemento en el medio de cultivo harina de quinua daria buenos resultados con

respecto a estos metabolitos de interés.
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Figura 17. Produccién de pigmentos utilizando el suplemento cloruro de sodio al 0.5% y pH 6 (S7T2) en
medio de cultivo a base de harina de quinua.
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V. CONCLUSIONES

El uso de medios de cultivo a base de harina de quinua suplementada ya sea con glucosa,
fructosa, melaza, fermentado de pescado, hidrolizado de pescado, glutamato monosédico
y cloruro de sodio permitieron el crecimiento de M. purpureus, siendo el mejor el cloruro

de sodio.

Las velocidades de crecimiento de M. purpureus en los medios de cultivo a base de
harina de quinua con el suplemento cloruro de sodio al 0.5% a pH 6 y con el suplemento
glutamato monosddico al 0.5% a pH 5 fueron 0.150mmh? y 0.108mmh*
respectivamente, siendo ambos tratamientos los que presentaron mayor diferencia

significativa.

La biomasa fangica cuantificada a las 288h para los tratamientos con suplemento de
cloruro de sodio al 0.5% a pH 6 y el suplemento glutamato monosédico al 0.5% a pH 5
por N-acetilglucosamina fueron 0.3289 + 0.0111 mg/p.s.b. y 0.2345 £ 0.0249 mg/p.s.b.

respectivamente y por peso seco fueron 0.267 £ 0.01g y 0.118 £ 0.007 g respectivamente.

La evaluacién de los pigmentos producidos por M. purpureus a través de la medicion de
la densidad Optica a las 288h para los tratamientos con suplemento de cloruro de sodio
al 0.5% a pH 6 fueron 0.199 + 0.01, 0.053 + 0.005 y 0.103 + 0.008 y con el suplemento
glutamato monosodico al 0.5% a pH 5 fueron 0.1 £ 0.011, 0.063 £ 0.004 y 0.084 + 0.004

para las longitudes de onda de 400, 470 y 500 nm respectivamente.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar el crecimiento del micelio midiendo el area superficial durante el tiempo,

especialmente en el caso de usar el suplemento glutamato monosodico.

Analizar la biomasa y pigmentos producidos por M. purpureus con los suplementos

glucosa, fructosa, melaza, hidrolizado de pescado y fermentado de pescado.

Evaluar por microscopia en el transcurso del tiempo al hongo en los medios de cultivo
estudiados debido a que la formacion de cleistotecios esta relacionado con el inicio de la

sintesis de pigmentos.

Optimizar el medio de cultivo a base de harina de quinua con suplementos dependiendo

del interés en producir los metabolitos de M. purpureus.

Determinar la concentracién de metabolitos secundarios como monacolina k, citrinina,

caracterizacion de pigmentos que se producen en fermentacion por M. purpureus.

Continuar la investigacion con diferentes niveles de concentracion de suplementos y pH

en fermentacion en estado so6lido y sumergido.

Optimizar la extraccién de los pigmentos con diferentes solventes en sustrato de harina

de quinua.
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Anexo 1: |

nstrucciones para la resuspension de cultivos liofilizados de CECT.

COLECCION ESPANOLA DE CULTIVOS TIPO
T Parc Cientific Universitat de Valéncia

@ C/ Catedratico Agustin Escardino, 9
46980 Paterna (Valencia), Espafia 4
COLECCION ESPATOLADE CULTIVOS TPO Www.uv.es/cect VNIVERSITAT
BFVALENCIA
Instrucciones: Apertura de liofilos

Antes de empezar...

1. Las ampollas se deben conservar protegidas de la luz y a temperatura controlada
(entre 4 y 24°C, preferiblemente 18°C). No las congele
La CECT garantiza la viabilidad de las cepas durante 1 mes desde su envio. Muchas cepas liofilizadas
son viables durante largos periodos de tiempo si se mantienen en condiciones optimas. Este periodo
varia entre las distintas cepas por lo que la CECT no puede asegurar la viabilidad transcurrido el
periodo de garantia.

2. Compruebe que dispone del medio de cultivo recomendado para cada cepa y que

puede controlar los parametros fisicoquimicos especificados (temperatura de
incubacién, condiciones de anaerobiosis...)
Para ello consulte la ficha de la cepa en nuestro catalogo (www.uv.es/cect).

Ademas del medio liquido necesario para la reconstituciéon del liofilo, en la mayoria de los casos es
conveniente que cuente también con medio soélido.

Los medios a emplear deben estar recién preparados o conservados en buenas condiciones (no resecos
ni con humedad excesiva, sin contaminantes ni precipitados, no caducados).

. Asegurese de que dispone del material basico apropiado (recipientes para desechar

los fragmentos de vidrio, agua estéril, pipetas Pasteur estériles y pinzas metalicas) y
de que la infraestructura de su laboratorio le permite trabajar en un entorno de
seguridad microbiologica

Apertura de la ampolla

1

. Calentamiento de la punta a la llama

Dependiendo de la intensidad de la combustion puede requerir entre 5 y
15 segundos (algo mas si la llama es muy débil).

Aseglrese que el cono de calor sélo afecta a la punta estrecha de la
ampolla para no dafar el liéfilo.

El tapon interior de algodén no debe oscurecerse (pues seria sefial de un
calentamiento excesivo).

Resquebrajado del vidrio con agua estéril

Todas estas operaciones deben hacerse con la debida atencion que precisa
el manejo de vidrio roto (p. ej. proteja sus ojos, no retire fragmentos con
los dedos...).

Dejar caer 1-4 gotas (gota a gota, no a chorro) de agua destilada estéril. Si
no se produce ninglin agrietamiento repita el paso anterior prolongando un
poco el tiempo de calentamiento.

Ed_12_20220214
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Continuacion. ..

COLECCION ESPANOLA DE CULTIVOS TIPO
T Parc Cientific Universitat de Valéncia

@ C/ Catedratico Agustin Escardino, 9
46980 Paterna (Valencia), Espana
COLECCION ESPAROLA DE CULTVOS TIPO WWW.uv.es/cect

3.

Si en el momento del resquebrajamiento el algodén se dispara hacia
adentro es sefal de que el calentamiento ha sido excesivo (se desplaza
por la entrada violenta de aire). En tal caso, utilizar un asa de picadura
para extraerlo hasta el extremo. Para mas informacion recomendamos
ver el video con las instrucciones de apertura disponible en nuestra
web.

Retirada de los fragmentos de vidrio

VNIVERSITAT
BFVALENCIA

Si no se hubieran desprendido en el momento de resquebrajarse se pueden retirar con ayuda de unas
pinzas previamente flameadas dando un golpe seco como se muestra en la imagen (o con las puntas
juntas si queremos que el golpe sea mas contundente). Retire el algodon con las pinzas estériles.

Resuspension del liofilo y siembra

1.

Resuspension

Con ayuda de una pipeta Pasteur afiada 0.2-0.3 ml del medio liquido estéril
recomendado para el crecimiento del microorganismo a la ampolla de vidrio
abierta. Resuspenda cuidadosamente el liéfilo ayudandose de la pipeta Pasteur
para aspirar y expulsar la suspension. Hagalo suavemente evitando la formacion
de burbujas de aire, especialmente si se trata de un microorganismo anaerobio
o microaerodfilo. Siempre y cuando pueda mantener las condiciones de
esterilidad deje la suspension durante 20-30 minutos hasta conseguir una
rehidratacion completa.

Siembra

Utilice toda la suspension para inocular un medio solido (tubo con agar
inclinado o placa Petri) y un tubo con 5-10 ml de medio liquido que deberan ser
incubados hasta observar crecimiento antes de escalar a volumenes mayores.

No guardar parte de la suspension en la propia ampolla como reserva.

En la mayoria de nuestros lotes encontrara un rectangulo de filtro de celulosa. Si lo desea puede
transferirlo también ya que muchas células se adhieren a él. Sin embargo, es una operacion que
requiere un poco de destreza (no es facil de manipular sin contaminarlo), por lo tanto, procure hacerlo

sin comprometer el estado axénico de toda la suspension.

. Incubacion

Incubar a la temperatura 6ptima para el microorganismo siguiendo estrictamente las indicaciones de la
ficha de la cepa en nuestro catalogo, (p.ej. incubacién en anaerobiosis, exposicion a la luz, etc.).

Algunas cepas tienen un largo periodo de latencia. Incubar hasta dos semanas antes de considerar como

inviable el cultivo.

Importante

Subcultivar al menos una vez después de la activacion y antes de su uso como cepa

de trabajo.
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Anexo 2: Andlisis proximal de hidrolizado de pescado: S5 (A), fermentado de pescado: S4
(B) y melaza: S3 (C).
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INFORME DE ENSAYO LENA N° 0810/2019 o Lo\

: FLOR SILEM ALBORNOZ

CLIENTE
NOMBRE DEL PRODUCTO : 03 muestras

{Denominacidn respensabilidad del cliente)
: PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

: 07-08-2019
: Del 07/08/19 al 23/08/19

MUESTRA
FECHA DE RECEPCION
FECHA DE ANALISIS

CANTIDAD DE MUESTRA : Indicado en tabla

PRESENTACION : Muestras en bolsas pldsticas
IDENTIFICACION : AQ19-0810/01-03
RESULTADOS DE ANALISIS QUIMICO
} €ODIGO AQ19-0810/01 | AQ19-0810/02 | AQ19-0810/03
\ MUESTRA A B c
‘ Peso inicial (gramos) 491.3 2298 2612
| Peso final (gramos) 156 648.8 2232.8 J
la.- HUMEDAD, % 71.23 75.54 29.37 |
|b.- PROTEINA TOTAL (N x 6.25), % 2039 10.85 408
[c- GRASA, % 6.71 - =
[d.- FIBRA CRUDA, % 0.17 - 0.00
le.- CENIZA, % 121 391 9.19
f-ELNY, % 0.29 — ~

ELN! = EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO

Métodos utilizados:

a- AOAC (2005), 950.46
b.- AOAC (2005), 984.13
c.- AQAC (2005), 2003.05
d.- AOAC (2005), 962.09

e- AOAC (2005), 942.05
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Anexo 3: Representacion grafica de los trazos perpendiculares en el reverso de las placas
Petri para medir el crecimiento micelial durante 12 dias.

Anexo 4: Curva estandar de N-acetilglucosamina.
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Anexo 5: ANOVA simple de los radios (mm) de micelios con medio AHQ y suplemento
glucosa a las 288 horas.

Variable dependiente: Radio (mm)
Factor: Tratamiento

Ndmero de observaciones: 18
Ndmero de niveles: 6

Resumen Estadistico para Radio (mm)

Tratamiento  [Recuento [Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacion |Minimo Méaximo
S1T1 3 32.6367 0.343569 1.05271% 32.35 33.0175
S1T2 3 35.2925 0.357255 1.01227% 35.0825 |[35.705
S1T3 3 38.7408 0.288404 0.744445% 38.5325 [39.07
S1T4 3 32.7233 0.608791 1.86042% 32.1575 [33.3675
S1T5 3 36.0042 0.113202 0.314412% 35.905 36.1275
S1T6 3 40.0917 0.305638 0.762348% 39.8075 [40.415
Total 18 35.9149 2.88903 8.0441% 32.1575 [40.415
Tabla ANOVA para Radio (mm) por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P

Entre grupos  ]140.279 5 28.0557 208.93 0.0000

Intra grupos 1.61141 12 10.134284

Total (Corr.) [141.89 17

Pruebas de Mdltiple Rangos para Radio (mm) por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento  |Casos |Media Grupos Homogéneos
S1T1 3 32.6367 |A

S1T4 3 32.7233 |A

S1T2 3 352925 (B

S1T5 3 36.0042 (B

S1T3 3 38.7408 C

S1T6 3 40.0917 D
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
S1T1-S1T2 * -2.65583 1.00514
S1T1-S1T3 * -6.10417 1.00514
S1T1-S1T4 -0.0866667  [1.00514
S1T1-S1T5 * -3.3675 1.00514
S1T1-S1T6 * -7.455 1.00514
S1T2-S1T3 * -3.44833 1.00514
S1T2 - S1T4 * 2.56917 1.00514
S1T2 - S1T5 -0.711667 1.00514
S1T2 - S1T6 * -4.79917 1.00514
S1T3-S1T4 * 6.0175 1.00514
S1T3-S1T5 * 2.73667 1.00514
S1T3-S1T6 | * -1.35083 1.00514
S1T4-S1T5 | * -3.28083 1.00514
S1T4-S1T6 * -7.36833 1.00514
S1T5-S1T6 * -4.0875 1.00514

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 6: ANOVA simple de los radios (mm) de micelios con medio AHQ y suplemento

fructosa a las 288 horas.

Variable dependiente: Radio (mm)

Factor: Tratamiento

Numero de observaciones: 18

Numero de niveles: 6

Resumen Estadistico para Radio (mm)

Pruebas de Multiple Rangos para Radio (mm) por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento  |Casos |Media Grupos Homogéneos
S2T1 3 314742 [A

S2T4 3 32.1775  [A

S2T2 3 35.1458 [B
S2T5 3 36.43 BC
S2T3 3 37.8417 CD
S2T6 3 38.3233 D
Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites
S2T1-S2T2 | * -3.67167 1.4345
S2T1-82T3 | * -6.3675 1.4345
S2T1 - S2T4 -0.703333 1.4345
S2T1-S2T5 | * -4.95583 1.4345
S2T1-S2T6 | * -6.84917 1.4345
S2T2-82T3 | * -2.69583 1.4345
S2T2-82T4 | * 2.96833 1.4345
S2T2 - S2T5 -1.28417 1.4345
S2T2 - S2T6 -3.1775 1.4345
S2T3 - S2T4 5.66417 1.4345
S2T3 - S2T5 1.41167 1.4345
S2T3 - S2T6 -0.481667 1.4345
S2T4 - S2T5 -4.2525 1.4345
S2T4 - S2T6 -6.14583 1.4345
S2T5 - S2T6 -1.89333 1.4345

* indica una diferencia significativa.
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Tratamiento [Recuento [Promedio |Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion |[Minimo Maximo
S2T1 3 31.4742 0.377908 1.20069% 31.0775 31.83
S2T2 3 35.1458 0.599397 1.70546% 34.4875 35.66
S2T3 3 37.8417 0.277875 0.73431% 37.6775 38.1625
S2T4 3 32.1775 0.410815 1.27671% 31.745 32.5625
S2T5 3 36.43 0.811646 2.22796% 35.4975 36.9775
S2T6 3 38.3233 0.483957 1.26283% 38.0025 38.88
Total 18 35.2321 2.73393 7.75976% 31.0775 38.88
Tabla ANOVA para Radio (mm) por Tratamiento

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

Entre grupos 123.782 5 24.7564 90.51 0.0000

Intra grupos 3.28212 12 [0.27351

Total (Corr.) |127.064 17




Anexo 7: ANOVA simple de los radios (mm) de micelios con medio AHQ y suplemento
melaza a las 288 horas.

Variable dependiente: Radio (mm)
Factor: Tratamiento

Numero de observaciones: 18
Numero de niveles: 6

Resumen Estadistico para Radio (mm)

Tratamiento [Recuento [Promedio |Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion |[Minimo Maximo
S3T1 3 33.7583 0.829402 2.45688% 32.86 34.495
S3T2 3 40.5983 0.896885 2.20917% 39.64 41.4175
S3T3 3 34.8658 0.420909 1.20723% 34.405 35.23
S3T4 3 36.1417 0.188751 0.522254% 35.93 36.2925
S3T5 3 42,1942 0.050765 0.120313% 42.16 42.2525
S3T6 3 36.84 0.996381 2.70462% 35.69 37.445
Total 18 37.3997 3.16026 8.44996% 32.86 42.2525

Tabla ANOVA para Radio (mm) por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  [164.382 5 32.8765 73.05 0.0000
Intra grupos 5.40091 12 10.450076

Total (Corr.) |169.783 17

Pruebas de Mdltiple Rangos para Radio (mm) por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento  |Casos |Media Grupos Homogéneos
S3T1 3 33.7583 |A

S3T3 3 34.8658 |AB

S3T4 3 36.1417 BC

S3T6 3 36.84 C

S3T2 3 40.5983 D

S3T5 3 42.1942 D
Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites
S3T1 - S3T2 * -6.84 1.84016
S3T1-S3T3 -1.1075 1.84016
S3T1-S3T4 * -2.38333 1.84016
S3T1 - S3T5 * -8.43583 1.84016
S3T1 - S3T6 * -3.08167 1.84016
S3T2 - S3T3 * 5.7325 1.84016
S3T2 - S3T4 * 4.45667 1.84016
S3T2 - S3T5 -1.59583 1.84016
S3T2 - S3T6 * 3.75833 1.84016
S3T3-S3T4 -1.27583 1.84016

S3T3 - S3T5 * -7.32833 1.84016
S3T3 - S3T6 * -1.97417 1.84016

S3T4 - S3T5 * -6.0525 1.84016
S3T4 - S3T6 -0.698333 1.84016
S3T5 - S3T6 * 5.35417 1.84016

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 8: ANOVA simple de los radios (mm) de micelios con medio AHQ y suplemento

fermentado de pescado a las 288 horas.

Variable dependiente: Radio (mm)

Factor: Tratamiento

Numero de observaciones: 18

Numero de niveles: 6

Resumen Estadistico para Radio (mm)

Pruebas de Mdltiple Rangos para Radio (mm) por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento  |Casos |Media Grupos Homogéneos
S4T6 3 30.6983 |A

S4T1 3 312333 |A

S4T3 3 317725 |A

S4T4 3 35.1917 B

S4T2 3 37.3733 C

S4T5 3 38.205 C
Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites
S4T1 - S4T2 * -6.14 1.95558
S4T1 - S4T3 -0.539167 1.95558
S4T1 - S4AT4 -3.95833 1.95558
S4T1 - S4T5 -6.97167 1.95558
S4T1 - S4T6 0.535 1.95558
S4T2 - S4T3 5.60083 1.95558
S4T2 - S4T4 2.18167 1.95558
SAT2 - S4T5 -0.831667 1.95558
S4T2 - S4T6 6.675 1.95558
S4T3 - S4T4 -3.41917 1.95558
S4T3 - S4T5 -6.4325 1.95558
SAT3 - S4T6 1.07417 1.95558
S4T4 - S4T5 -3.01333 1.95558
S4T4 - S4T6 4.49333 1.95558
S4T5 - S4T6 7.50667 1.95558

* indica una diferencia significativa.
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Tratamiento [Recuento [Promedio |Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion |[Minimo Maximo
S4T1 3 31.2333 0.0906343 0.290185% 31.1725 31.3375
S4T2 3 37.3733 0.676417 1.80989% 36.5925 37.78
S4T3 3 31.7725 0.771933 2.42956% 30.8825 32.26
S4T4 3 35.1917 0.834601 2.37159% 34.325 35.99
S4T5 3 38.205 0.69014 1.80641% 37.46 38.8225
S4T6 3 30.6983 0.902962 2.9414% 30.0275 31.725
Total 18 34.079 3.14346 9.22404% 30.0275 38.8225
Tabla ANOVA para Radio (mm) por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P

Entre grupos  |161.884 5 32.3767 63.70 0.0000

Intra grupos 6.09965 12 10.508305

Total (Corr.) |167.983 17




Anexo 9: ANOVA simple de los radios (mm) de micelios con medio AHQ y suplemento
hidrolizado de pescado a las 288 horas.

Variable dependiente: Radio (mm)
Factor: Tratamiento

Ndmero de observaciones: 18
Ndmero de niveles: 6

Resumen Estadistico para Radio (mm)

Tratamiento [Recuento [Promedio |Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion |[Minimo Maximo
S5T1 3 33.0767 0.394749 1.19344% 32.7275 33.505
S5T2 3 37.9842 1.09531 2.88359% 37.1725 39.23
S5T3 3 33.4067 0.569409 1.70448% 32.875 34.0075
S5T4 3 39.1308 0.486456 1.24315% 38.6175 39.585
S5T5 3 36.0033 0.296567 0.823721% 35.8125 36.345
S5T6 3 30.4983 0.62626 2.05342% 29.87 31.1225
Total 18 35.0167 3.11754 8.90302% 29.87 39.585
Tabla ANOVA para Radio (mm) por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P

Entre grupos  ]160.431 5 32.0862 80.33 0.0000

Intra grupos 4.7931 12 10.399425

Total (Corr.) |165.224 17

Pruebas de Mdltiple Rangos para Radio (mm) por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento  |Casos |Media Grupos Homogéneos
S5T6 3 30.4983 |A

S5T1 3 33.0767 B

S5T3 3 33.4067 (B

S5T5 3 36.0033 C

S5T2 3 37.9842 D
S5T4 3 39.1308 D
Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites
S5T1 - S5T2 * -4.9075 1.73353
S5T1 - S5T3 -0.33 1.73353
S5T1 - S5T4 * -6.05417 1.73353
S5T1-S5T5 | * -2.92667 1.73353
S5T1-S5T6 | * 2.57833 1.73353
S5T2 - S5T3 * 4.5775 1.73353
S5T2 - S5T4 -1.14667 1.73353
S5T2-S5T5 | * 1.98083 1.73353
S5T2-S5T6 | * 7.48583 1.73353
S5T3 - S5T4 * -5.72417 1.73353
S5T3 - S5T5 * -2.59667 1.73353
S5T3-S5T6 | * 2.90833 1.73353
S5T4 - S5T5 * 3.1275 1.73353
S5T4 - S5T6 * 8.6325 1.73353
S5T5 - S5T6 * 5.505 1.73353

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 10: ANOVA simple de los radios (mm) de micelios con medio AHQ y suplemento

glutamato monosadico a las 288 horas.

Variable dependiente: Radio (mm)
Factor: Tratamiento

Numero de observaciones: 18
Numero de niveles: 6

Resumen Estadistico para Radio (mm)

Tratamiento |Recuento |Promedio |Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion
S6T1 3 32.6133 0.102662 0.314787%

S6T2 3 28.3267 0.290972 1.0272%

S6T3 3 26.3183 0.223947 0.850915%

S6T4 3 32.42 1.24668 3.8454%

S6T5 3 28.9575 0.36868 1.27318%

S6T6 3 27.5333 0.290821 1.05625%

Total 18 29.3615 2.48688 8.46987%

Tratamiento  |Error Estandar |Minimo |Maximo [Rango

S6T1 0.0592722 32,5075 [32.7125 ]0.205

S6T2 0.167993 28.15 28.6625 |0.5125

S6T3 0.129296 26.06 26.4575 |0.3975

S6T4 0.71977 315175 [33.8425 |2.325

S6T5 0.212858 28.6225 [29.3525 ]0.73

S6T6 0.167906 27.3375 [27.8675 |0.53

Total 0.586164 26.06 33.8425 |7.7825

Tabla ANOVA para Radio (mm) por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  ]101.298 5 20.2596 63.31 0.0000
Intra grupos 3.84013 12 10.320011

Total (Corr.) |105.138 17

Pruebas de Multiple Rangos para Radio (mm) por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento  |Casos |Media Grupos Homogéneos
S6T3 3 26.3183  [A

S6T6 3 27.5333 |AB
S6T2 3 28.3267 B

S6T5 3 28.9575 | B

S6T4 3 32.42 C

S6T1 3 32.6133 C
Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites
S6T1 - S6T2 * 4.28667 1.55165
S6T1-S6T3 * 6.295 1.55165
S6T1 - S6T4 0.193333 1.55165
S6T1 - S6T5 * 3.65583 1.55165
S6T1 - S6T6 * 5.08 1.55165
S6T2 - S6T3 * 2.00833 1.55165
S6T2 - S6T4 * -4.09333 1.55165
S6T2 - S6TS -0.630833 1.55165
S6T2 - S6T6 0.793333 1.55165
S6T3-S6T4 * -6.10167 1.55165
S6T3 - S6T5 * -2.63917 1.55165
S6T3 - S6T6 -1.215 1.55165
S6T4 - S6T5 3.4625 1.55165
S6T4 - S6T6 4.88667 1.55165
S6T5 - S6T6 1.42417 1.55165

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 11: ANOVA simple de los radios (mm) de micelios con medio AHQ y suplemento
cloruro de sodio a las 288 horas.

Variable dependiente: Radio (mm)
Factor: Tratamiento

Ndmero de observaciones: 18
Ndmero de niveles: 6

Resumen Estadistico para Radio (mm)

Tratamiento [Recuento [Promedio |Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion |[Minimo Maximo
S7T1 3 38.915 0.35 0.899396% 38.565 39.265
S7T2 3 43.04 0.22951 0.533249% 42.85 43.295
S7T3 3 40.185 1.82935 4.55232% 38.08 41.39
S7T4 3 36.4283 0.414437 1.13768% 35.95 36.68
S7T5 3 42.445 0.568243 1.33877% 41.845 42.975
S7T6 3 38.76 0.214418 0.553194% 38.525 38.945
Total 18 39.9622 2.42869 6.07747% 35.95 43.295
Tabla ANOVA para Radio (mm) por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P

Entre grupos  |92.1507 5 18.4301 27.22 0.0000

Intra grupos 8.12467 12 10.677056

Total (Corr.) 100.275 17

Pruebas de Multiple Rangos para Radio (mm) por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento  |Casos |Media Grupos Homogéneos
S7T4 3 36.4283 |A

S7T6 3 38.76 B

S7T1 3 38.915 B

S7T3 3 40.185 B

S7T5 3 42.445 C

S7T2 3 43.04 C
Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites
S7T1-S7T2 * -4.125 2.25697
S7T1-S7T3 -1.27 2.25697
S7T1-S7T4 * 2.48667 2.25697
S7T1-S7T5 | * -3.53 2.25697
S7T1-S7T6 0.155 2.25697
S7T2-S7T3 * 2.855 2.25697
S7T2-S7T4 * 6.61167 2.25697
S7T2 - S7T5 0.595 2.25697
S7T2-S7T6 * 4.28 2.25697
S7T3-S7T4 * 3.75667 2.25697
S7T3-S7T5 * -2.26 2.25697
S7T3-S7T6 1.425 2.25697
S7T4 - S7TT5 * -6.01667 2.25697
S7T4-S7T6 * -2.33167 2.25697
S7T5-S7T6 * 3.685 2.25697

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 12: ANOVA para los mayores valores de radios (mm) alcanzados por M. purpureus

comparando los mejores tratamientos por suplemento a las 288 horas.

Tabla ANOVA para Radio (mm) por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos  [192.508 6 32.0847 83.32 0.0000
Intra grupos 5.39097 14 [0.38507

Total (Corr.) [197.899 20

Pruebas de Mdltiple Rangos para Radio (mm) por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento |Casos |Media Grupos Homogéneos
S6T1 3 32,6133 [A

S4T2 3 373733 (B

S2T3 3 37.8417 B

S5T2 3 379842 (B

S1T6 3 40.0917 C

S3T2 3 40.5983 C

S7T2 3 43.04 D
Contraste Sig. [Diferencia  |+/- Limites
S1T6 - S2T3 * 2.25 1.73104
S1T6 - S3T2 -0.506667 1.73104
S1T6 - S4T2 * 2.71833 1.73104
S1T6 - S5T2 * 2.1075 1.73104
S1T6 - S6T1 * 7.47833 1.73104
S1T6 - S7T2 * -2.94833 1.73104
S2T3 - S3T2 * -2.75667 1.73104
S2T3 - S4T2 0.468333 1.73104
S2T3 - S5T2 -0.1425 1.73104
S2T3 - S6T1 * 5.22833 1.73104
S2T3-S7T2 * -5.19833 1.73104
S3T2 - S4T2 * 3.225 1.73104
S3T2 - S5T2 * 2.61417 1.73104
S3T2-S6T1 * 7.985 1.73104
S3T2-S7T2 * -2.44167 1.73104
S4T2 - S5T2 -0.610833 1.73104
S4T2 - S6T1 * 4.76 1.73104
S4T2 - S7TT2 * -5.66667 1.73104
S5T2 - S6T1 * 5.37083 1.73104
S5T2 - S7T2 * -5.05583 1.73104
S6T1-S7T2 * -10.4267 1.73104

* indica una diferencia significativa.

Anexo 13: ANOVA para N acetilglucosamina (mg) y biomasa en peso seco (g) de S6T1.

Tabla ANOVA

para N-acetilglucosamina (mg/p.s.b.) por Tiempo (h)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  |0.103785 5 0.0207569 42.70 0.0000
Intra grupos 0.00583357 12 10.000486131

Total (Corr.) 0.109618 17

Pruebas de Multiple Rangos para N-acetilglucosamina (mg/p.s.b.) por Tiempo (h)
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Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo (h) [Casos |Media Grupos Homogéneos
48 3 0.00389529 (A

96 3 0.0343436 AB

144 3 0.08326 BC
192 3 0.125489 CD
240 3 0.146576 D
288 3 0.23446 E
Contraste [Sig. |Diferencia +/- Limites
48 - 96 -0.0304483 0.0604769
48 - 144 * -0.0793647 0.0604769
48 - 192 * -0.121594 0.0604769
48 - 240 * -0.142681 0.0604769
48 - 288 * -0.230565 0.0604769
96 - 144 -0.0489164 0.0604769
96 - 192 * -0.0911453 0.0604769
96 - 240 * -0.112233 0.0604769
96 - 288 -0.200117 0.0604769
144 -192 -0.0422289 0.0604769
144 - 240 -0.0633163 0.0604769
144 - 288 -0.1512 0.0604769
192 - 240 -0.0210874 0.0604769
192 - 288 * -0.108972 0.0604769
240-288 | * -0.0878841 0.0604769

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Biomasa seca (g) por Tiempo (h)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |0.0265088 5 0.00530175 251.09 0.0000
Intra grupos 0.00025338 12 10.000021115

Total (Corr.) 0.0267621 17

Pruebas de Multiple Rangos para Biomasa seca (g) por Tiempo (h)
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo (h)  [Casos |Media Grupos Homogéneos
48 3 0.0057 A

96 3 0.0177667 [AB

144 3 0.0287333 | B

192 3 0.0596333 C

240 3 0.0767 D

288 3 0.1177 E
Contraste [Sig. |Diferencia +/- Limites
48 - 96 -0.0120667 0.012604
48 - 144 * -0.0230333 0.012604
48 - 192 * -0.0539333 0.012604
48 - 240 * -0.071 0.012604
48 - 288 * -0.112 0.012604
96 - 144 -0.0109667 0.012604
96 - 192 * -0.0418667 0.012604
96 - 240 * -0.0589333 0.012604
96 - 288 * -0.0999333 0.012604
144-192 | * -0.0309 0.012604
144-240 | * -0.0479667 0.012604
144-288 | * -0.0889667 0.012604
192-240 | * -0.0170667 0.012604
192-288 | * -0.0580667 0.012604
240-288 | * -0.041 0.012604

* indica una diferencia significativa.

79




Anexo 14: Comparacion de resultados obtenidos por cuantificacion de N-acetilglucosamina
(mg) y biomasa en peso seco (g) de S6T1.

Muestra Tiempo (h)

N-acetilglucosamina (mg/p.s.b.)

Biomasa en peso seco(g)

S6T1 48 0.0039 + 0.0001a 0.006 = 0.001a
S6T1 96 0.0344 + 0.0016ab 0.018 = 0.001ab
S6T1 144 0.0833 +0.0169bc 0.029 + 0.002b
S6T1 192 0.1255 +0.0331cd 0.06 £ 0.002c
S6T1 240 0.1466 + 0.0304d 0.077 +0.009d
S6T1 288 0.2345 +£0.0249¢ 0.1180.007e

Anexo 15: ANOVA para N-acetilglucosamina (mg) y biomasa en peso seco (g) de S7T2.

Tabla ANOVA para N-acetilglucosamina (mg/p.s.b.) por Tiempo (h)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |0.236658 5 0.0473316 421.16 0.0000
Intra grupos 0.0013486 12 10.000112383

Total (Corr.) |0.238007 17

Pruebas de Multiple Rangos para N-acetilglucosamina (mg/p.s.b.) por Tiempo (h)
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo (h)  |Casos [Media Grupos Homogeéneos

48 3 0.00787081  |A

96 3 0.0439729 B

144 3 0.109847 C

192 3 0.154196 D

240 3 0.26767 E

288 3 0.328867 F

Contraste  |Sig. |Diferencia +/- Limites

48 - 96 * -0.0361021 0.0290779

48 - 144 * -0.101976 0.0290779

48 - 192 * -0.146325 0.0290779

48 - 240 * -0.259799 0.0290779

48 - 288 * -0.320996 0.0290779

96 - 144 * -0.0658737 0.0290779

96 - 192 * -0.110223 0.0290779

96 - 240 * -0.223697 0.0290779

96 - 288 * -0.284894 0.0290779

144-192 | * -0.0443489 0.0290779

144 - 240 * -0.157823 0.0290779

144 - 288 * -0.21902 0.0290779

192 - 240 * -0.113474 0.0290779

192 - 288 * -0.174671 0.0290779

240 - 288 * -0.0611969 0.0290779

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Biomasa seca (g) por Tiempo (h)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razdn-F Valor-P
Entre grupos  [0.167671 5 0.0335341 434.54 0.0000
Intra grupos 0.000926053 12 ]0.0000771711

Total (Corr.)  0.168597 17
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Pruebas de Multiple Rangos para Biomasa seca (g) por Tiempo (h)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo (h) |Casos [Media Grupos Homogéneos
48 3 0.00583333  |A

96 3 0.0273333 A

144 3 0.0771333 B

192 3 0.129233 C

240 3 0.2238 D

288 3 0.266933 E
Contraste [Sig. |Diferencia +/- Limites
48 - 96 -0.0215 0.0240957
48 - 144 * -0.0713 0.0240957
48 - 192 * -0.1234 0.0240957
48 - 240 * -0.217967 0.0240957
48 - 288 * -0.2611 0.0240957
96 - 144 * -0.0498 0.0240957
96 - 192 * -0.1019 0.0240957
96 - 240 * -0.196467 0.0240957
96 - 288 * -0.2396 0.0240957
144-192 | * -0.0521 0.0240957
144-240 | * -0.146667 0.0240957
144-288 | * -0.1898 0.0240957
192-240 | * -0.0945667 0.0240957
192-288 | * -0.1377 0.0240957
240-288 | * -0.0431333 0.0240957

* indica una diferencia significativa.

Anexo 16: Comparacion de resultados obtenidos por cuantificacion de N-acetilglucosamina
(mg) y biomasa en peso seco (g) de S7T2.

Muestra Tiempo (h) N-acetilglucosamina (mg/p.s.b.) Biomasa en peso seco (g)

S7T2 48 0.0079 £ 0.0008a 0.006 + 0.001a
S7T2 96 0.0440 + 0.0033b 0.028 + 0.006a
S7T2 144 0.1099 £ 0.0057c 0.078 = 0.004b
S7T2 192 0.1542 £ 0.019d 0.13+0.011c
S7T2 240 0.2677 £0.0123e 0.224 £ 0.015d
S7T2 288 0.3289 £ 0.0111f 0.2670.01e
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Anexo 17: ANOVA para densidad Optica de pigmentos S6T1.

Tabla ANOVA

para Abs 400nm por Tiempo (h)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |0.0182089 5 0.00364179 102.43 0.0000
Intra grupos 0.000426667 12 [0.0000355556

Total (Corr.) |0.0186356 17

Pruebas de Multiple Rangos para Abs 400nm por Tiempo (h)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo (h)  [Casos |Media Grupos Homogéneos

48 3 0.012 A

96 3 0.0193333 |A

144 3 0.028 A

192 3 0.0496667 B

240 3 0.0776667 C

288 3 0.0996667 D

Contraste  |Sig. |Diferencia +/- Limites

48 - 96 -0.00733333 0.0163556

48 - 144 -0.016 0.0163556

48 - 192 -0.0376667 0.0163556

48 - 240 -0.0656667 0.0163556

48 - 288 -0.0876667 0.0163556

96 - 144 -0.00866667 0.0163556

96 - 192 * -0.0303333 0.0163556

96 - 240 * -0.0583333 0.0163556

96 - 288 * -0.0803333 0.0163556

144 -192 * -0.0216667 0.0163556

144 - 240 * -0.0496667 0.0163556

144 - 288 * -0.0716667 0.0163556

192 - 240 * -0.028 0.0163556

192 - 288 * -0.05 0.0163556

240 - 288 * -0.022 0.0163556

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Abs 470nm por Tiempo (h)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  [0.00706067 5 0.00141213 80.18 0.0000
Intra grupos 0.000211333 12 ]0.0000176111

Total (Corr.)  0.007272 17

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Pruebas de Multiple Rangos para Abs 470nm por Tiempo (h)

Tiempo (h)  [Casos Media Grupos Homogéneos
48 3 0.0126667 |A

96 3 0.0163333 _|A

144 3 0.022 A

192 3 0.04 B

240 3 0.058 C

288 3 0.063 C
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Contraste [Sig. |Diferencia +/- Limites
48 - 96 -0.00366667 0.0115108
48 - 144 -0.00933333 0.0115108
48 - 192 -0.0273333 0.0115108
48 - 240 -0.0453333 0.0115108
48 - 288 -0.0503333 0.0115108
96 - 144 -0.00566667 0.0115108
96 - 192 * -0.0236667 0.0115108
96 - 240 * -0.0416667 0.0115108
96 - 288 * -0.0466667 0.0115108
144 - 192 * -0.018 0.0115108
144 - 240 * -0.036 0.0115108
144 - 288 * -0.041 0.0115108
192 - 240 * -0.018 0.0115108
192 - 288 * -0.023 0.0115108
240 - 288 -0.005 0.0115108

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Abs 500nm por Tiempo (h)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  [0.0105587 5 0.00211173 105.00 0.0000
Intra grupos 0.000241333 12 [0.0000201111

Total (Corr.) [0.0108 17

Pruebas de Multiple Rangos para Abs 500nm por Tiempo (h)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo (h) |Casos [Media Grupos Homogeéneos
96 3 0.0256667 |A

48 3 0.026 A

144 3 0.0326667 |A

192 3 0.0563333 | B

240 3 0.0796667 C

288 3 0.0836667 C
Contraste  |Sig. |Diferencia +/- Limites
48 - 96 0.000333333 0.0123007
48 - 144 -0.00666667 0.0123007
48 -192 -0.0303333 0.0123007
48 - 240 -0.0536667 0.0123007
48 - 288 -0.0576667 0.0123007
96 - 144 -0.007 0.0123007
96 - 192 * -0.0306667 0.0123007
96 - 240 * -0.054 0.0123007
96 - 288 * -0.058 0.0123007
144 - 192 * -0.0236667 0.0123007
144-240 | * -0.047 0.0123007
144 - 288 * -0.051 0.0123007
192 - 240 * -0.0233333 0.0123007
192 - 288 * -0.0273333 0.0123007
240 - 288 -0.004 0.0123007

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 18: Comparacion de resultados obtenidos por densidad optica de pigmentos S6T1.

Muestra Tiempo (h) 400nm 470nm 500nm

S6T1 48 0.012 +£0.003a 0.013+0.004a 0.026 + 0.005a
S6T1 96 0.02 £0.006a 0.017 £0.004a 0.026 * 0.006a
S6T1 144 0.028 +0.006a 0.022 +0.005a 0.033 £ 0.004a
S6T1 192 0.05+0.002b  0.04+0.005b 0.057 +0.004b
S6T1 240 0.078 £0.006c 0.058 +0.006c  0.08 = 0.007c
S6T1 288 0.1+0.011d 0.063 £ 0.004c 0.84 0.004c

Anexo 19: ANOVA para densidad Optica de pigmentos S7T2.

Tabla ANOVA para Abs 400nm por Tiempo (h)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razdn-F Valor-P

Entre grupos  [0.0741516 5 0.0148303 235.40 0.0000

Intra grupos  |0.000756 12 |0.000063

Total (Corr.) 0.0749076 17

Pruebas de Multiple Rangos para Abs 400nm por Tiempo (h)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo (h)  |Casos [Media Grupos Homogeéneos
48 3 0.0256667 |A

96 3 0.056 B

144 3 0.098 C

192 3 0.156333 D

240 3 0.180667 E

288 3 0.199 E
Contraste  |Sig. |Diferencia +/- Limites
48 - 96 * -0.0303333 0.0217712
48 - 144 * -0.0723333 0.0217712
48 -192 * -0.130667 0.0217712
48 - 240 * -0.155 0.0217712
48 - 288 * -0.173333 0.0217712
96 - 144 * -0.042 0.0217712
96 - 192 * -0.100333 0.0217712
96 - 240 * -0.124667 0.0217712
96 - 288 * -0.143 0.0217712
144 - 192 * -0.0583333 0.0217712
144 - 240 * -0.0826667 0.0217712
144 - 288 * -0.101 0.0217712
192 - 240 * -0.0243333 0.0217712
192 - 288 * -0.0426667 0.0217712
240 - 288 -0.0183333 0.0217712

* indica una diferencia significativa.
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Tabla ANOVA

para Abs 470nm por Tiempo (h)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  |0.00157783 5 [0.000315567 9.74 0.0007
Intra grupos 0.000388667 12 10.0000323889

Total (Corr.)  [0.0019665 17

Pruebas de Multiple Rangos para Abs 470nm por Tiempo (h)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo (h) [Casos |Media Grupos Homogéneos

48 3 0.03 A

240 3 0.0496667 B

288 3 0.0523333 | B

192 3 0.0533333 | B

96 3 0.054 B

144 3 0.0596667 B

Contraste  |Sig. |Diferencia +/- Limites

48 - 96 * -0.024 0.0156103

48 - 144 * -0.0296667 0.0156103

48 - 192 * -0.0233333 0.0156103

48 - 240 * -0.0196667 0.0156103

48 - 288 * -0.0223333 0.0156103

96 - 144 -0.00566667 0.0156103

96 - 192 0.000666667  [0.0156103

96 - 240 0.00433333 0.0156103

96 - 288 0.00166667 0.0156103

144 - 192 0.00633333 0.0156103

144 - 240 0.01 0.0156103

144 - 288 0.00733333 0.0156103

192 - 240 0.00366667 0.0156103

192 - 288 0.001 0.0156103

240 - 288 -0.00266667 0.0156103

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Abs 500nm por Tiempo (h)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |0.0118605 5 [0.0023721 64.11 0.0000
Intra grupos 0.000444 12 10.000037

Total (Corr.) 0.0123045 17

Pruebas de Multiple Rangos para Abs 500nm por Tiempo (h)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo (h) |Casos [Media Grupos Homogeéneos
48 3 0.0176667 |A

96 3 0.0606667 B

192 3 0.069 BC

144 3 0.0746667 | BC

240 3 0.078 C

288 3 0.103 D
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Contraste [Sig. |Diferencia +/- Limites
48 - 96 * -0.043 0.0166845
48 - 144 * -0.057 0.0166845
48 - 192 * -0.0513333 0.0166845
48 - 240 * -0.0603333 0.0166845
48 - 288 * -0.0853333 0.0166845
96 - 144 -0.014 0.0166845
96 - 192 -0.00833333 0.0166845

96 - 240 * -0.0173333 0.0166845
96 - 288 * -0.0423333 0.0166845

144 -192 0.00566667 0.0166845
144 - 240 -0.00333333 0.0166845
144 - 288 * -0.0283333 0.0166845
192 - 240 -0.009 0.0166845
192 - 288 * -0.034 0.0166845
240 - 288 * -0.025 0.0166845

* indica una diferencia significativa.

Anexo 20: Comparacion de resultados obtenidos por densidad 6ptica de pigmentos S7T2.

Muestra Tiempo (h) 400nm 470nm 500nm
S7T2 48 0.026 +0.006a 0.03+0.007a  0.018 * 0.005a
S7T2 96 0.056 +0.007b  0.054 +0.008b  0.061 + 0.007b
S7T2 144 0.098 £0.009c  0.06 +0.007b  0.075 £ 0.006bc
S7T2 192 0.157 £0.009d 0.054 +0.007b  0.069 + 0.007bc
S7T2 240 0.181+0.008e  0.05+0.003b  0.078 + 0.006¢
S7T2 288 0.199 +0.01e  0.053 +0.005b  0.103 + 0.008d
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