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RESUMEN

Monascus spp. es un hongo con gran potencial
industrial porque produce monacolina, un tipo
de lovastatina natural y diversos pigmentos,
generalmente rojos. No obstante, su uso se ha
visto limitado por la produccién de citrina, una
micotoxina. En este contexto, el objetivo de
este trabajo fue describir aspectos claves para
la obtencién de cepas puras de Monascus spp
gue permita la dptima eleccion de las cepas
con fines industriales. Se describieron las
principales etapas de obtencién de cepas
puras: aislamiento, identificacion,
caracterizacién y conservacion. Se concluye
qgue la identificacion y la conservacion son
partes claves del proceso, y se propone la
especie M. sanguineus como una alternativa
para la produccion de pigmentos, ya que no
produce citrina.

PALABRAS CLAVE: angkak, banco de recursos
genéticos, conservacién de  especies,
pigmento natural.

ABSTRACT

Monascus spp. is a fungus with great industrial
potential because it produces monacoline, a
kind of natural lovastatin and various pigments,
usually red. However, its use has been limited
by the production of citrine, a mycotoxin. In this
context, the aim of this study was to describe
key aspects for obtaining pure strains of
Monascus spp that allows the optimal choice of
strains for industrial purposes. The main stages
of obtaining pure strains were described:
isolation, identification, characterization and
conservation. It is concluded that the
identification and conservation are key parts of
the process. The species M. sanguineus is
proposed as an alternative for the pigment
production, as it does not produce citrine.

KEYWORDS: angkak, bank of genetic resources,
conservation of species, natural pigment.

INTRODUCCION

Los hongos se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza y son esenciales

para la degradacion y el reciclaje de la materia
organica. Durante su metabolismo secundario
producen variedad de metabolitos como
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enzimas, polisacaridos, antibidticos,
pigmentos, alcaloides, acidos organicos, entre
otros. Adicionalmente, tienen la facultad de
crecer en condiciones ambientales hostiles,
por lo que su potencial biotecnolégico ha sido
estudiado por afios (Hajjaj et al., 2000).

Monascus spp. es un hongo ascomiceto
filamentoso descrito desde 1884; pertenece a
la familia Monascaceae, y usualmente es
conocido como moho rojo (Vidyalakshmi,
Paranthaman, Murugesh, y Singaravadivel,
2009). Se reportan en la literatura alrededor
de 20 especies (Species Fungorum, 2016), de
las cuales M. pilosus, M. purpureus, M. rubery
M. floridanus son las de mayor importancia
biotecnoldgica, por su uso tradicional en la
comida oriental (Sabater-Vilar, Maas, y Fink-
Gremmels, 1999), donde es muy empleado
como colorante y/o conservante del vino, el
pescado, las carnes, el queso, el arroz, entre
otros productos (Carvalho, Qishi, Pandey, y
Soccol, 2005; Pattanagul, Pinthong, vy
Phianmongkhol, 2007). Sus compuestos son en
su mayoria bioldgicamente activos, por lo que
presentan diversas aplicaciones como aditivos,
principalmente, en las industrias cosmética, de
alimentos y de medicamentos (Pattanagul et
al., 2007, Pisareva y Kujumdzieva, 2010).

La monacolina y los pigmentos son los
metabolitos de mayor importancia
biotecnoldgica. La monacolina, es un tipo de
lovastatina natural, capaz de disminuir el
colesterol en la sangre, gracias a la inhibicion
competitiva de la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa (HMG Co-
A) que cataliza la biosintesis del colesterol; por
lo tanto, se pueden emplear para el
tratamiento de la  hiperlipidemia vy
enfermedades cardiovasculares (Endo, 1979;
Heber et al.,, 1999). Los pigmentos son los
metabolitos de  Monascus spp. mas
ampliamente utilizados en la industria
alimentaria y biotecnolégica como colorantes
naturales, saborizantes y conservantes
(Pisareva y Kujumdzieva, 2010); su uso se ha
extendido gracias a que, durante los ultimos
aflos, los colorantes sintéticos se han

relacionado con el cancer. Los pigmentos de
coloracién roja son los de mayor importancia,
ya que pueden ser utilizados como sustitutos
de los nitritos y la eritrosina en la elaboracién
de los carnicos (Carvalho et al.,, 2005); sin
embargo, se ha cuestionado su empleo porque
Monascus spp. produce citrina, anteriormente
llamada monascidin A (Pattanagul et al., 2007);
la cual es una micotoxina que también es
producida por Aspergillus spp. vy Penicillium
spp., y tiene efectos cancerigenos,
mutagénicos, citotoxicos, hepatdxicos,
nefrotéxicos y teratogénicos (Chan y Shiao,
2007), lo que pone en juego el reconocimiento
de inocuidad GRASS otorgado por la FDA
(Nout, 2007).

Para evaluar el riesgo de toxicidad se han
realizado examenes gendmicos,
encontrandose que sélo las cepas de las
especies M. purpureus y M. kaoliang poseen
los genes que expresan citrina (Y.-P. Chen et
al.,, 2008). Ademads, recientemente, se
desarrollé un método que permite separar la
citrina de los alimentos mediante su unioén a
nanoparticulas magnéticas de superficie activa
maghemita, gracias a los grupos quelantes de
hierro que posee, principalmente Ceto-enoles
(Magro et al., 2016).

En vista de los altos costos econdmicos de la
nanotecnologia, es importante seleccionar en
la préctica, las cepas de Monascus spp. que
producen grandes cantidades de
biopigmentos con bajo o nulo contenido de
citrinina (M.-H. Chen y Johns, 1993). En este
contexto, el objetivo de este trabajo fue
describir aspectos claves para la obtencién de
cepas puras de Monascus spp., mediante una
amplia revision de la literatura que permita la
Optima eleccion de las cepas con fines
industriales.

AISLAMIENTO DE CEPAS

Se reportan aislamientos a partir de alimentos
como puré de sorgo (Lin y Demain, 1991),
arroz contaminado (Carvalho et al., 2005),
aceitunas verdes procesadas térmicamente
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(Panagou, Katsaboxakis, y Nychas, 2002),
angkak (Kim, Kim, Oh, Jee-Hwan, y Lee, 2010),
cuajada de soja fermentada (Yongsmith,
Tabloka, Yongmanitchai, y Bavavoda, 1993),

papas, avena, frutas y forraje ensilado
(Samson, Hoekstra, Frisvad, y Filtenborg,
2002); suelo pedregoso-arenoso (Stchigel,

Cano, Abdullah, y Guarro, 2004); arena de raiz
de pino (Barnard y Cannon, 1987); sedimentos
de rios (Cannon, Abdullah, y Abbas, 1995);
ecosistemas marinos (Landy y Jones, 2006);
cuerpos de agua dulce (Kohlmeyer vy
Kohlmeyer, 1979) y combustible de aviacion
(Vasilyeva, Chekunova, Bilanenko, Kachalkin, y
Polyakova, 2012). Las muestras se toman con
un asa y se depositan en alguno de los medios
de cultivo reportados en la literatura para el
aislamiento de Monascus spp.: Agar Papa
Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés), Agar
Sabouraud, Solucién agarosa de Czapek (Palo,
Vidal-Adeva, y Maceda, 1960), Agar Batata
Dextrosa (BDA, por sus siglas en inglés)
(Macario, Palo, Vidal-Adeva, y Maceda, 1960),
Agar Rosa Bengala con cloranfenicol (Chairote,
Chairote, Wongpornchai, y Lumyong, 2007) y
Medio Wong modificado (Lin y Demain, 1991).

Si el material para el aislamiento fueron granos
invadidos por el hongo se recomienda
esterilizar primero mediante dos inmersiones
en etanol al 95 % durante 30 segundos y una
lavada intermedia en solucién acuosa de
hipoclorito de sodio al 0,1 % durante uno a
cuatro minutos (Chairote et al., 2007). Para el
caso especial de las cepas encontradas en los
sedimentos y suelo se aplica el método de
aislamiento de placa directa y el medio de
cultivo Agar Patata Zanahoria (PCA, por sus
siglas en inglés) (Cannon et al., 1995; Stchigel
et al., 2004).

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

dias (Park, Stamenova, y Long, 2004), 30+2 °C
durante 3 a 5 dias (Chaisrisook, 2002).

IDENTIFICACION

Algunos de los medios reportados para la
comparacién de caracteristicas macroscopicas
de las colonias y la medicion de tasas de
crecimiento, son: Agar Autolisado de Levadura
Czapek (CYA, por sus siglas en inglés), Agar
Extracto de Malta (MEA), Agar Glicerol 25 N
(G25N), Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar Harina
de Avena (OMA, por sus siglas en inglés) y Agar
de Harina de Maiz (CMA, por sus siglas en
inglés) a 25 °C durante 7 dias. Las mediciones
y observaciones tanto de los caracteres
morfoldgicos de las colonias (tamafio, color,
forma, textura..) como de los caracteres
microscopicos del micelio (hifas, conidios,
cleistotecios, esporas, ramificaciones...) se
hacen con lactofenol como medio de montaje
(Shao, Xu, y Chen, 2011; Stchigel et al., 2004).

Monascus spp. se distingue principalmente
por su etapa Basipetospora anamorfa y por su
cuerpo fructifero o ascoma, que es un
cleistotecio ubicado en los extremos de las
hifas ramificadas del micelio vegetativo, como
muestra la figura 1. El cleistotecio se conforma
de dos capas: la interna que esta formada por
la ampliacion de las regiones apicales de las
hifas, y la externa que consiste de un
entretejido de hifas que forman su
"envoltura". Los ascos dentro de los cuerpos
fructiferos estan dispuestos al azar y son
degradados en las primeras etapas de
formacion de esporas sexuales (Vasilyeva et
al., 2012). Es un hongo homotidlico, es decir,
que su reproduccion sexual se da por dos
gametos aportados por el mismo talo
(Kamolnan Lakrod, Chaisrisook, y Skinner, s. f.).
Las esporas sexuales se denominan ascosporas
mientras que las asexuales se denominan
conidiosporas; y la unién entre ambos tipos de
esporas da origen a los tubos germinativos
(Cousin y Blackburn, 2006; Wong y Bau, 1978).
Dichas esporas son resistentes al calor vy
pueden crecer en medios con niveles
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reducidos de oxigeno, lo que es caracteristico
del género (Panagou et al., 2002). Las hifas son
septadas (tabicadas), pero la forma y textura
del micelio depende del tipo de especie. El
desarrollo de las hifas aéreas y la produccion
de metabolitos secundarios son modulados
por la proteina mrflbA (Shao et al., 2011).
Chaisrisook (2002) establece que dos cepas
pertenecen al mismo Grupo de Compatibilidad
de Micelio (GCM) si al sembrarlas en el mismo
medio de cultivo crecen como una sola
colonia, de lo contrario son incompatibles.

o v o=

R N 3 S —
Figura 1. Ascomas o cuerpos fructiferos llenos
de ascos (Butac, s. f.)

A continuacién,  se listan algunas
caracteristicas de especies reportadas en la
literatura:

M. purpureus

Su micelio es blanco en los primeros estados
de crecimiento, luego cambia al color rosa por
la produccién de pigmentos, posteriormente
se torna de color anaranjado-amarillento
caracteristico, con un consecuente aumento
de la acidez del medio, y finalmente torna

color rojo intenso. Sus ascosporas son
esféricas o ligeramente ovoides, con un
didmetro de 5 micras o 6x5 micras,
respectivamente. Sus conidios son

abundantes, germinan mas rapido y requieren
mas nutrientes exdgenos que las ascosporas,
sin embargo, son menos resistentes al calor. Es
la especie mds comun porque a partir de él se
produce el arroz rojo o angkak (Pattanagul et
al., 2007; Wong y Bau, 1978). A continuacion,

la figura 2 muestra una colonia de M.
purpureus.

Figura 2. Cultivo de M. prpureus en agar.

M. pallens

La colonia presenta crecimiento circular, el
micelio aéreo estd casi ausente vy sin
pigmentacion (al igual que M. floridanus). Las
hifas son hialinas, tabicadas, de pared delgada,
piriformes, escasamente ramificadas, sin
incrustaciones cristalinas, y ocasionalmente
anastomosan. Producen conidios
abundantemente y ascosporas elipsoidales de
pared gruesa. Los ascomas son parduzcos y se
componen por células angulares. Los ascos son
dificiles de observar y es probable que sus
paredes se descompongan antes de |Ia
formacion de las paredes de ascosporas. El
perfil enzimatico es similar al de M. pilosus y
M. purpureus, a diferencia de que no tiene
actividad a-galactosidasa y [-galactosidasa
como el primero, ni cisteina arilamidasa como
el segundo (Cannon et al., 1995).

M. sanguineus

La colonia es de forma irregular, plana y varia
de flocosa a algodonosa. Su micelio es
inicialmente blanco y luego cambia entre
rosado a rojo grisaceo. Las hifas tienen paredes
lisas, son irregularmente ramificadas, varian
de hialinas a marrén palido. Produce ascomas
abundantemente, los cuales tienen forma mas
o0 menos globosa y coloracién marrén palida,
con ascosporas elipsoidales y gruesas, pero sin
presencia de ascos. Morfologicamente es
similar a M. ruber, pero sin actividad leucina
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arilamidasa y a-galactosidasa. De M. pilosus y
M. purpureus se diferencia en que estos tienen
ascomas carentes de color; ademds no
produce las enzimas leucina arilamidasa, a-
galactosidasa y B —galactosidasa que produce
el primero, ni la leucina arilamidasa v cisteina
arilamidasa que produce el segundo (Cannon
et al., 1995).

M. argentinensis

Su micelio es abundante, delicadamente
algodonoso, de color hialino a marrén palido o
gris con margenes blancos, sin pigmentos
solubles. Las hifas son tabicadas, de paredes
delgadas, hialinas o de color ligeramente
marréon y ramificadas, que anastomosan a
veces en fasciculos. Produce ampliamente
artroconidias o clamidosporas esféricas con
forma de barril, intercaladas o laterales, solas
0 en cadena. Los conidiéforos son erectos, con
conidiosporas simples o formadas en cadenas
cortas de basipétalos. Las conidiosporas son
hialinas a café olivaceo pdlido, de pared gruesa
cuya forma varia de globosa a piriforme, con
una base aplanada. Los ascomas son
abundantes, no tienen ostiolo, son globosos,
de color café olivdceo oscuro, con la cavidad
llena de ascosoras hialinas y elipsoidales a
globosas (Stchigel et al., 2004).

M. ruber

Presenta numerosos ascomas circulares vy
lisos, llenos de ascosporas incoloras, lisas y
ovoides de base achatada. Las conidiosporas
pueden estar aisladas o ligadas formando
cadenas; generalmente son mas grandes que
las ascoporas, pero su tamafio puede variar
hasta alcanzar dimensiones demasiado
pequefias, donde reciben el nombre de
microconidios. Las colonias presentan un
crecimiento muy rapido, con una morfologia
algodonosa, circular, rugosa y de coloracidon
rojo-purpura opaco (Macario et al., 1960).

M. floridanus

Tiene mucho menos ascosporas que M.
sanguineus, carece de pigmentos rojos vy
carece de actividad valina arilamidasa; no

obstante, presenta actividad cisteina

arilamidasa (Cannon et al., 1995).

Segun Shao, Xu y Chen (2011), existen nueve
especies del género Monascus spp. aceptadas
internacionalmente con base en caracteres de
cultivo, sin embargo, se reportan en la
literatura mas de 20 especies (Species
Fungorum, 2016), de las cuales muchas son
sinébnimo, de modo que las identidades
genéticas de este género estan todavia en
debate.

Tradicionalmente, la identificacidon microbiana
se basa en caracteres fenotipicos, incluyendo
propiedades morfoldgicas, fisiologicas vy
biogquimicas (Shao et al., 2011); pero esta
forma de identificacién aplicada a los mohos
esta cada vez mas en desuso, cobrando mayor
importancia los métodos de deteccién de
compuestos volatiles, los inmunoensayos, las
técnicas moleculares y la espectroscopia de
infrarrojo (Cousin y Blackburn, 2006).

Los marcadores moleculares,
independientemente de las condiciones
culturales proporcionan una herramienta

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

CARACTERIZACION
Entre las actividades bioldgicas de los
metabolitos  producidos se  encuentra:

Hipocolesterolémica (Heber et al., 1999), anti-
obesidad (Choe, Lee, Woo, y Shin, 2012),
anticancerigena (Hsu, Hsu, Liang, Kuo, y Pan,
2011), antiinflamatoria (Cheng, Wu, Yuan, Su,
y Yanai, 2012), hipotensora (Kuba, Tanaka,
Sesoko, Inoue, y Yasuda, 2009), antifingica (Tu
et al., 2016), antibacteriana (Mukherjee vy
Singh, 2011), entre otras, que son otorgadas
por los compuestos bioldgicamente activos
que produce.

En la tabla 1 se muestran los principales
metabolitos producidos por el género
Monascus spp.

Tabla 1. Principales metabolitos secundarios
producidos por especies de Monascus spp.

Tipo Metabolito Variedad
Pigmento Monasquina M. ruber
amarillo M. purpureus

Ancaflavina M. purpureus
Yellow I M. purpureus
Pigmento Monascorubrina M. ruber
anaranjado M. purpureus
Rubropunctatina M. ruber
M. purpureus
Monapil M. purpureus
Pigmento Rubropunctamina M. purpureus
rojo Monascorubramina M. purpureus
Antibiético  Citrina M. purpureus
(monascidina A) M. kaoliang
Enzima Proteasas M. purpureus
Glucoamilasas M. purpureus
a-amilasas M. purpureus
Estatina Mevinolina M. ruber
(Monacolina K) M. purpureus
Amino- Glucosamina M. ruber
azuUcar M. purpureus
Alcohol Etanol M. purpureus
Acido Acido acético M. purpureus
organico
Acido butirico M. purpureus
Acetato
Azafilén Monascusazafilol M. pilosus
Monascuscaolina M. kaoliang
Xantomonasina M. pilosus
La cantidad y tono de los pigmentos

producidos es influenciado por el tipo de cepa
y su perfil metabdlico, al igual que por los
nutrientes del medio (fosforo y nitrégeno,
principalmente), las condiciones de cultivo
(temperatura, pH y humedad, principalmente)
y los métodos de cultivo (Carvalho et al., 2005).
Monascus spp. es un hongo que puede crecer
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en un rango de temperatura desde los 15 °C
hasta los 45 °C, aunque su Optimo se ubica
entre los 25 a 37 °C. Igualmente, puede crecer
en un rango de pH de 2,5 a 8,0; siendo el ideal
de 4,0 a 7,0 (Carvalho et al., 2005); aunque se
reportan casos donde M. ruber ha crecido en
unrango de pHde 1,7 a 2,0y una temperatura
de 80°C (Nout, 2007).

ALMACENAMIENTO Y CONSERVACION

Para el almacenamiento de las cepas se
emplea generalmente el medio de cultivo PDA
a 4°C (Y.-P. Chen et al., 2008), aunque también
se usa Agar Extracto de Malta (MEA, por sus
siglas en inglés) a 2°C. Para garantizar la
viabilidad de las cepas almacenadas en agar, se
debe repicar, es decir, realizar durante un
semestre subcultivos mensuales antes de uso.

Se reporta que los mejores métodos de
almacenamiento para la conservacion de las
cepas en Bancos de Recursos Genéticos (BRG)
son la liofilizacion y la criopreservacion en
nitrégeno liquido, que preservan la estabilidad

genética durante mds de 40 afos
(Hawksworth, 1985; Nagai et al., 2005) a una
temperatura de -70 °C (Kim et al., 2010).

CONCLUSIONES

Las etapas para obtener cepas puras de
Monascus spp. son: aislamiento de cepas,
identificacion de especies, caracterizacion,
almacenamiento y conservacion. El
aislamiento debe realizarse en un medio de
cultivo con caracteristicas semejantes a las del
sustrato de recoleccion para garantizar la
selectividad; la identificacion debe ser dptima,
para evitar otorgar erroneamente
propiedades o caracteristicas a las cepas; la
caracterizacién permite encontrar los usos
potenciales de la cepa; el almacenamiento es
el responsable de conservar la viabilidad vy
estabilidad genética de la cepa. Se propone
aprovechar el potencial en la industria
alimentaria de los pigmentos producidos por
cepas que no sinteticen citrina, tales como, M.
sanguineus.
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