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RESUMEN

Monascus purpureus es un buen productor de pigmentos que han sido Utiles en la industria
alimentaria desde hace muchos afios. En diversas investigaciones se han utilizado residuos
agroindustriales para producir los pigmentos, sin embargo, la desventaja es que para
separarlos de sus matrices se requieren solventes poco amigables con el medio ambiente. Es
por ello que se podria utilizar directamente la produccién de pigmentos en una matriz
alimenticia como la quinua, mejorando la produccion mediante la adicion de suplementos
como hidrolizado de pescado y cloruro de sodio para obtener un buen rendimiento. El octavo
dia de fermentacion fue el tiempo adecuado para la produccion de harina roja, obteniéndose
valores de 57.75, 26.15, 15.90, 30.49 y 31.48 para el anadlisis de L*, a*, b*, C* y h°
respectivamente en la optimizacion a una concentracion de cloruro de sodio de 0.14%, pH
5.39 y la adicion de 0.88% de hidrolizado de pescado para la mejor harina roja producida.
Ademas, se analizaron las propiedades tecnofuncionales que dieron como resultado una
capacidad de retencion de agua de 2,39 + 0,06 g/g, capacidad de retencion de aceite de 1.13
+ 0.01g/g, capacidad emulsionante de 60.11 + 0.56%, estabilidad de la emulsion de 56.47 +
1.21%, capacidad espumante de 2 +1% vy estabilidad de la espuma de 57.44 + 8.48%,
mientras que la composicién proximal resulté 27. 99 + 0.54, 4.45 +0.43, 7.45 + 1.02, 54.42
+ 1.46, 5.68 + 0.67 y 94.32 + 0.67 para proteinas, cenizas, grasas, hidratos de carbono,
humedad y materia seca respectivamente, obteniéndose una harina roja que puede ser

aplicada en la industria alimentaria total o parcialmente.

Palabras clave: Monascus purpureus; hidrolizado de pescado, propiedad tecnofuncional,

optimizacion, harina, pigmento.



ABSTRACT

Monascus purpureus is a good producer of pigments that have been useful in the food
industry for many years, in many investigations agro-industrial waste has been used to
produce the pigments, however the disadvantage is that to separate them from their matrices
requires environmentally unfriendly solvents, which is why the production of pigments in a
food matrix such as quinoa could be used directly, improving production by adding
supplements such as fish hydrolysate and sodium chloride to obtain a good yield. The eighth
day of fermentation was the right time for the production of red flour, obtaining values of
57.75, 26.15, 15.90, 30.49 and 31.48 for the analysis of L*, a*, b*, C* y h° respectively in
the optimisation at a sodium chloride contraction of 0.14%, pH 5.39 and the addition of
0.88% of fish hydrolysate for the best red flour produced. In addition, the techno-functional
properties were analysed, which resulted in water holding capacity of 2.39 £ 0.06 g/g, oil
holding capacity of 1.13 + 0.01g/g, emulsifying capacity of 60.11 + 0.56%, emulsion
stability of 56.47 + 1.21%, foaming capacity of 2 +1% and foam stability of 57.44 + 8.48%,
while proximate analysis yielded 27. 99 + 0.54, 4.45 + 0.43, 7.45 £ 1.02, 54.42 + 1.46, 5.68
+ 0.67 and 94.32 + 0.67 for protein, ash, fat, carbohydrate, moisture and dry matter

respectively, resulting in a red flour that can be used in the food industry in full or in part.

Keywords: Monascus purpureus; fish hydrolysate; technofunctional property; optimization;

meal; pigment.



I.  INTRODUCCION

Una de las principales propiedades sensoriales para que las personas sientan que un alimento
es atractivo para su consumo es el color, una percepcion éptica y quimica en nosotros, sin
embargo, esta caracteristica tiende a cambiar de manera rapida en los productos alimentarios
que no obtuvieron un adecuado procesamiento y almacenamiento, siendo sensibles a

distintos factores como el calor, oxigeno, luz y acidos (Babitha et al., 2007b).

La importancia de utilizar aditivos alimentarios para mejorar el color que se pierde es de
mucha importancia para la industria alimentaria, ademas el uso de los colorantes sintéticos
en los alimentos es una preocupacion por parte de los consumidores ya que esta relacionado
con efectos secundarios indeseables como toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad
(Vendruscolo et al., 2016). Asimismo, las personas en todo el mundo estdn cambiando sus
habitos alimenticios a la blasqueda de un estilo de vida méas saludable que contempla
alimentos que vayan mas alla de una nutricion bésica, buscando mayores beneficios extra

para la salud y el bienestar (Admassu et al., 2018).

La genero Monascus es productor de pigmentos naturales que van desde el amarillo brillante
hasta el rojo intenso; el hongo es muy utilizado en los paises de Asia durante muchos siglos,
siendo China el mayor productor del fermentado de arroz rojo produciendo alrededor de 20
000 toneladas que son distribuidos en todo el mundo llegando a un aproximado de mil
millones de consumidores, usado para preservar el sabor y color en diferentes matrices
alimentarias como en la carne, salsa de pescado, vinos de arroz, soja roja, escabeche, etc.
Ademas del uso dentro de la medicina tradicional China (Burke, 2015; Feng et al., 2019; Liu
et al., 2020; Wu et al., 2019).

Los pigmentos producidos por Monascus son del grupo de las azafilonas que pueden aceptar

una altatension de electrones generando piridonas los cuales muestran sus propiedades



cromoforas en la estructura del pigmento lo que le da la caracteristica de su color, por estas
razones los pigmentos de Monascus pueden ser usados como estabilizadores, emulsionantes,

antimicrobianos, antioxidadntes, antiinflamatorios (De Oliveira et al., 2022).

El hongo Monascus necesita de fuentes de carbono, nitrogeno entre otros componentes para
un correcto crecimiento y la produccién de compuestos de interés, siendo la fuente de
carbono importante en la formacion de las estructuras carbonadas de los compuestos
metabolicos secundarios, por otro lado, las fuentes nitrogenadas son esenciales para la

produccién de los pigmentos (Hong et al., 2020).

El grano de quinua es una fuente importante de proteina y carbohidratos que ha sido utilizado
como un sustento en las poblaciones indigenas durante miles de afios. Hoy en dia representa
una dieta importante en todo el mundo considerado como un “super alimento” por todas sus
cualidades, siendo considerado un alimento con propiedades terapéuticas que son
importantes para el desarrollo de alimentos funcionales, con un perfil de amino&cidos,
carbohidratos, lipidos, acidos grasos, vitaminas y minerales, que por lo general superan a los
cereales (Graf et al., 2015; Ihsani, 2021; Pereira et al., 2019).

La regulacién ambiental hoy en dia genera la necesidad de las industrias pesqueras a buscar
una alternativa adecuada de tratamiento de los subproductos, es por ello que una alternativa
es la produccién de hidrolizados de pescado mediante hidrdlisis enzimética, que son una
fuente rica en proteinas generando péptidos pequefios y aminoacidos libres, los cuales son
de facil asimilacién que son usados para la fortificacion de diferentes productos alimentarios
(Asaduzzaman & Chun, 2014).

Por otro lado, se ha demostrado que el cloruro de sodio favorece el crecimiento celular y la
produccién de pigmentos de M. purpureus inhibiendo la sintesis de compuestos indeseables
en la fermentacion (Zhen et al., 2019). Los pigmentos de origen natural en su gran mayoria
son inestables y presentan dificultades dentro del método de extraccion donde suelen tener
impurezas, arrastrando consigo compuestos organicos como proteinas y azUcares no

deseados en los productos finales de la industria alimentaria (De Oliveira et al., 2022).

Es por ello que se pretende utilizar a la quinua como una nueva matriz alimentaria

fermentada por Monascus purpureus, agregando péptidos libres provenientes del hidrolizado



de pescado y NaCl para potenciar la produccion de pigmentos dentro de la propia matriz
alimentaria con el fin de crear un nuevo sustrato que sea una alternativa en la produccién de

alimentos mas saludables.

Por todo lo antes mencionado, el objetivo general de la presente investigacion fue producir
harina de quinua fermentada por Monascus purpureus suplementada con hidrolizado de
pescado y cloruro de sodio. Mientras que los objetivos especificos fueron: (1) Determinar el
tiempo minimo de fermentacion en sustrato solido de los granos de quinua fermentados por
Monascus purpureus. (2) Determinar los parametros 6ptimos del cultivo de la fermentacién
en estado sélido de quinua por Monascus purpureus, (3) Evaluar la composicién proximal y
las propiedades tecnofuncionales de la harina de quinua fermentada por Monascus

purpureus.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Monascus purpureus

Los hongos del género Monascus son filamentosos y saprofitos los cuales fueron nominados
por el cientifico de origen francés Van Tieghem en el 1895, siendo uno de los hongos més
utilizados en los paises asiaticos para la produccién de un fermentado de arroz conocido con
diferentes nombres como “moho de rojo”, “arroz rojo koji”, “ang-kak”, “akakoji”, “arroz
rojo fermentado”, “arroz rojo kojico”, “arroz rojo koji”, “anka” o “RYR” (Bule et al., 2019;
Liu et al., 2021). El hongo produce pigmentos en sus hifas y en las estructuras como el

cleistotecio (Figura 1).

Figura 1: Morfologia de Monascus. (a) cultivo en placas Petri, (b) cultivo en tubo
inclinado, (c) visualizacién microscopica de Monascus.
Fuente: Pan et al., (2014)



Se han encontrado documentos en diferentes paises de Asia del proceso de la fermentacion
arroz que datan de los afios 800 d.C., los cuales lo consideran como un alimento tradicional
dentro de su gastronomia, ademas de ser un colorante alimentario, los productos de la
fermentacion también son incorporados en la medicina tradicional de estos paises para

aliviar los sintomas de indigestion, disenteria y dolores (Bule et al., 2019; Shao et al., 2014).

Para la produccion del fermentado de arroz se utiliza este cereal pulido que es llevado a
coccion por vapor, luego de enfriarse es inoculado por el hongo dejando fermentar por varios

dias, mientras va tornando su color caracteristico (Song et al., 1997).

Durante el proceso de fermentacion del hongo, se producen diferentes metabolitos de interés
industrial, entre ellos los mas conocidos son los pigmentos y la monacolina que son motivos
de diferentes investigaciones, ademas de producirse otros metabolitos que pueden ser usados
en distintas areas como el acido gamma amino butirico, esteroles, isoflavonas, acidos grasos

insaturados, proteasas y esterasas (Shao et al., 2014).

2. 1. 1. Taxonomia de Monascus purpureus

Dentro de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo conocido por sus siglas en ingles ATCC
se encuentra un registro de mas de treinta tipos de cepas siendo los méas representativos al
género Monascus: M. froridanus, M. purpureus, M. pilosus y M. ruber los cuales son
encontrados en productos de fermentacion; en la Tabla 1 se observa que el género Monascus
pertenece al filo Ascomycota y la familia de las Monascaceae (Higa et al., 2020; Ma et al.,
2000).

En las investigaciones del género Monascus se han llegado a cultivar a temperaturas que van
desde los 30 a 35°C como dptimas para su crecimiento, ademas de ser considerado como
hongo aerdbico, saprofito y mesofilo, posee un metabolismo respiro-fermentativo es decir
que en condiciones de cultivo anaerdbicas y con un exceso de glucosa el hongo puede
producir etanol considerandose dentro de la categoria de Cabtree negativo con una

respiracion limitada (Lima et al., 2023).



Tabla 1: Taxonomia de Monascus purpureus.

Dominio Eukarya
Reino Fungi
Sub-reino Dikarya
Filo Ascomycota
Sub-filo Pezizomycotina
Clase Eurotiomycetes
Sub-clase Eurotiomycetes
Orden Eurotiales
Familia Monascaceae
Género Monascus
Especie Monascus purpureus
fuente: velazquez, 2013

2.1. 2. Reproduccion de Monascus purpureus

El género Monascus pertenece a un grupo de hongos que son homotalicos, es decir que puede
reproducirse de forma sexual mediante la formacion de cleistotecio que contiene las
ascosporas y una reproduccion asexual mediante la formacion de conidios, estos tipos de
reproduccion con esporas asexuales o sexuales es una estrategia de reproduccion muy

efectiva para su crecimiento (Wu et al., 2021).

El hongo Monascus tiene reproduccion sexual y asexual como se puede observar en la Figura
2 donde en la reproduccion sexual se observa que los anteridios (an) son células
multinucleadas que tienen forma de tubo extendido, en la parte inferior de estos anteriodios
se va formando el ascogonio (ag), el ascogonio formado se va separando de la parte inferior
y superior dando origen al tricdgino, luego se fusionan el anteriodio y tricogino, mientras
tanto los ndcleos del tricogino van desapareciendo antes del ingreso de los ndcleos que
provienen del ascogonio, una vez donados los nucleos por los anteridios estos se marchitan,
los nacleos que se encuentran en el tricogino migran hacia el ascogonio por los pequefios
poros, el ascogonio comienza a agrandarse y se comienzan a juntar los nacleos en pares,
estos empiezan a formar 11 hifas ascogenas (ah) que formaran una pequefia cantidad de
ascos; por debajo del érgano formado se encuentran las células de la pared peridial (p), estas
forman a las hifas ascogenas descubiertas que son de una o dos capas formando un asco (a)
totalmente cerrado, en ese momento la membrana del asco y las hifas ascogenas desaparecen.

Por ultimo, las ascosporas que se encuentran aisladas tienden a depositarse en el ascogonio



y son liberadas mediante la regeneracién de las paredes celulares peridiales, comenzando un
nuevo ciclo. La reproduccién asexual se da mediante los conidios que van formando las hifas

que posteriormente formaran el micelio y las estructuras (Pan & Hsu, 2014).

Reproduccion
sexual

ﬁg Reproducciéon
- asexual

Figura 2: Reproduccién sexual y asexual de Monascus. Anteridio (an), Ascogonio (ag),
Tricogeno (tg), Hifas ascdgenas, Celulas de la pared peridial (p), Ascos (a), Ascospora
(as), Conidios (c); Ascospora forma hifas vegetativas (1-2), Ascospora forma hifas
vegetativas (3-7), Ascogonio maduro (8-9), Reproduccion asexual de conidios
unicelulares (10)

Fuente: Pan & Hsu, (2014)



2. 1. 3. Fermentacion solida de Monascus purpureus

El proceso de fermentacion en estado sélido es usado como una tecnologia adecuada para la
produccion de pienso para animales, biocombustibles, alimentos, productos industriales y
quimicos. Ademas de ser importante en los bioprocesos para la biolixiviacion,
biorremediacion, biopulping, entre otros, ofreciendo distintas ventajas (Babitha et al.,
2007b).

Una de las alternativas mas eficaces para fermentar hongos es mediante el uso de la
fermentacion en estado sélido frente a la fermentacion en estado liquido, donde el sustrato
para la fermentacion sélida debe contener los nutrientes necesarios para un desarrollo 6ptimo
del hongo, este sustrato le sirve como un apoyo en el anclaje de las hifas durante su
crecimiento, por otro lado estudios distintos han sefialado que el uso de este tipo de
fermentacidn genera un habitat propicio para el desarrollo del hongo, dando las condiciones
adecuadas resultan beneficiosas en la produccion de los metabolitos de interés a un bajo

costo del proceso (Velmurugan et al., 2011).

Los procesos de fermentacion en estado sélido se caracterizan por la ausencia de agua libre,
pero es un requerimiento esencial del microorganismo que el sustrato tenga la suficiente
hdimeda para poder aumentar su crecimiento favoreciendo su metabolismo (Slany et al.,
2020).

Cuando se trabaja con fermentados sélidos, se debe considerar de suma importancia que el
sustrato tenga los nutrientes necesarios para un correcto desarrollo de los microorganismos,
ademas de que este sustrato sea lo suficientemente solido para dar soporte al desarrollo del
hongo (Babitha et al., 2007D).

Durante los procesos fermentativos el sustrato es un elemento indispensable en el proceso,
pero a su vez los parametros como la temperatura, pH y oxigeno contribuyen a regular los
procesos fermentativos tanto en fermentaciones en estado sélido o fermentacion sumergida,
siendo de consideracién entender estos parametros para garantizar una buena produccién de

los metabolitos deseados (Srianta et al., 2016).



Los pigmentos producidos por este hongo se han usado como colorante natural en diferentes
alimentos entre ellos carnes, aceites comestibles, galletas, pan, pasteles, bebidas entre otros
(Srianta et al., 2016).

a) Produccion del fermentado de arroz en la antigliedad

Hace cientos de afios la produccion del arroz rojo por Monascus en China se preparo
utilizando granos de arroz los cuales eran triturados y descascarados hasta obtener un arroz
limpio y selecto, estos granos se remojaban por un periodo de siete dias hasta percibir un
olor putrefacto, luego de ello son llevados a los rios cercanos a las montafias con la finalidad
de remojarlos hasta disminuir el mal olor, después el arroz es cocido con vapor por un tiempo
determinado, posteriormente es enfriado en agua fria para luego llevarlo nuevamente a vapor
hasta tener una adecuada consistencia dejandolo reposar hasta que se enfrie, una vez enfriado
se adiciona el inoculo que proviene de un preparado de arroz rojo con agua de alumbre,
siendo mezclado constantemente hasta una buena homogeneizacion, luego es llevado a
bandejas de bambu (Figura 3) dejandolo reposar en un ambiente con techos altos con acceso
directo al sol del atardecer, las bandejas se agitan cada dos horas durante todo el dia hasta la

fecha de su cosecha (Song et al., 1997).

Figura 3: Produccién del arroz rojo en bandejas de bambu
Fuente: Song et al., (1997)



b) Produccion del fermentado de arroz en la actualidad

Este proceso de fermentacion, es un proceso comun en la naturaleza, donde los ambientes
con una humedad suficiente y el sustrato adecuado favorecen el desarrollo de los
microorganismos, es por ello que se entiende que estos procesos fueron tomados desde la
antigliedad para basarse en los procesos modernos fermentativos. Estos procesos son usados
con frecuencia con los residuos de la agroindustria, donde se llevan los requisitos minimos
en el gasto de energia, agua siendo respetuosos con el medio ambiente resolviendo los
problemas de desechos y favoreciendo la produccién de compuestos para la industria
(Babitha et al., 2007a).

En la actualidad la produccion del arroz rojo mediante la fermentacion sélida con Monascus
se utiliza el arroz no glutinoso (Oryza sativa L.) como fuente de sustrato (Figura 4), este
arroz se lava con abundante agua y luego se vierte a los recipientes ZENG donde se coce a
vapor, una vez cocido se deja enfriar para agregar el inéculo de Monascus que proviene de
un lote de alta calidad, luego de ello se homogeniza bien, estos recipientes son llevados a
temperatura de 25-28°C durante 2 a 4 semanas, durante todo este tiempo la mezcla debe
seguirse homogenizando y en caso que faltara agua se debe adicionar. Una vez pasado el
tiempo de fermentacion y que el fermentado haya tomado un color rojo intenso se procede a
Ilevar a reservorios y continuar con otros procesos segun sea su finalidad como productos
(Chen et al., 2015).

Inocular el arroz enfriado
con ¢ fermentado

ZENG

El arroz humedo se cuece con
vapor en reciplentes ZENG

' v.: . u
El arroz alargado no
glutinoso se remoja en
agua durante 1 dia \ E—H

Arroz con moho rojo
en polvo y en solucién

A

»,
- . \
El arroz Inoculado se
Incuba a 25-28°C durante
2-4 semanas

<)

Arroz con
meoho rojo

Figura 4: Produccién de la fermentacion en sustrato sélido de Monascus
Fuente: Traducido de Chen et al., (2015)
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Para preparar los fermentados de arroz se comienza elaborando la “Semilla Koji”, el sustrato
adecuado en este cultivo es usar un arroz alargado no glutinoso, este arroz es lavado de forma
continua, posterior a ello se deja remojando por un periodo de 24h y luego se escurre. Este
arroz es cocido y mientras se enfria se adiciona un acidificante al medio que puede ser
vinagre o una solucion de alumbre. Posteriormente se adiciona la “Semilla Koji” mezclando
homogéneamente y se deja incubar a temperatura de 32°C aproximadamente. Durante el
tiempo de fermentacion se sigue homogeneizando, en caso de ser necesario se procede a
agregar agua para mantener la humedad. En promedio se deja fermentar durante dos semanas
en la cual se observara al pasar de los dias que el arroz se tornard a un color rojo intenso
(Bule et al., 2019).

R ‘4,,,_‘/\(/\\(\//,

0~ "\\,/ O <
R=CsH,, Rubropunctatina

O R=C5H, s Monascorubrina

Reduccién/ ,f'l \\Formacién de la base Schiff

g
MN = \/\\\/-
] %¢ 4 A

R= (.)ll” Monascma R=CsH,, Rubropunctamina
R=C;H 5 Ankaflavina R=C-H,s Monascorubramina

Figura5: Estructura molecular de rubropuntamina, monascorubramina,
rubropunctatina, monascorubrina, monascina y ankaflavina.
Fuente: Traducido De Chen et al., (2015)

Dentro de la produccion del fermentado con Monascus, el hongo produce diferentes tipos de
metabolitos secundarios siendo los de mayor importancia los pigmentos (Figura 5), estos
pigmentos son una mezcla de compuestos y los mas conocidos y estudiados son los de color
rojo (rubropuntamina y monascorubramina), naranja (rubropunctatina y monascorubrina) y

amarillo (monascina y ankaflavina) (Srianta et al., 2016).
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2.1.4. Alimentos tradicionales de Monascus purpureus

Durante los procesos tecnolégicos y el almacenamiento de los alimentos se van perdiendo
parte de su apariencia original, es por ello que se adiciona un pigmento para que intensifiquen
el color natural, con ello aumentar su aceptabilidad en el mercado. Los consumidores
presentan una atencion especial a color del alimento que van a adquirir, convirtiéndose el
color en un atributo sensorial muy importante inclusive antes de una degustacion
(Vendruscolo et al., 2016).

En los paises orientales se fermenta Monascus en granos de arroz que luego del proceso de
incubacion se muelen para ser usados como pigmentos alimentarios (Babitha et al., 2007b).
Durante mucho tiempo las especies del género Monascus son utilizadas para la elaboracién
de alimentos tradicionales como los vinos tintos, tofu, carnes, salchichas, jamones y otros

productos. Asi como los pigmentos que provienen de fuentes biologicas (Haque et al., 2016).

Dentro de los paises de Asia, es comun utilizar el hongo Monascus para poder producir
alimentos y bebidas alcohdlicas mediante el proceso de fermentacién, dentro de estas
bebidas la mas representativa en China es el vino de arroz rojo conocido como “Hon Jju”
(Takeshita et al., 2016). En Japon se utiliza el pigmento rojo producido por Monascus en
distintos alimentos como el pescado picado rojo y la carne de cangrejo artificial, con el fin

de darle un color atractivo (Takeshita et al., 2016).

La aplicacion de los pigmentos de Monascus es usarse como colorante alimentario,
complemento alimentario, medicina tradicional de los paises asiaticos; en el caso del
colorante alimentario, se viene utilizando los colores rojos y amarillos en el procesamiento
de carne, pescado, aceite comestible, galletas, pan, pasteles y bebidas (Bule et al., 2019;
Srianta et al., 2016).

Las carnes procesadas, el jamon, salchicha, kétchup son alimentos a los cuales se les adiciona
colorantes alimentarios para hacerlos mas atractivos. Por ejemplo, en investigaciones se
usaron salchicha de Toulousa, salchicha seca, salchicha de Estrasburgo y paté de higado, que
fueron coloreados con pigmentos provenientes de Monascus, los cuales demostraron ser mas
atractivos con respecto a los aditivos tradicionales, ya que estos pigmentos naturales daban

un mejor sabor y textura a los productos (Vendruscolo et al., 2016). En investigaciones
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recientes se han usado los pigmentos en salsas, donde demostraron tener una estabilidad a
condiciones de pH basicos y cercanos a la neutralidad (Vendruscolo et al., 2016).

Los pigmentos no solo son utilizados por su color, también han mostrado consigo
bioactividades como antinflamatorias, anticancerigenas, antimicrobianas, antidiabetes y
antiobesidad (Srianta et al., 2016).

2. 1. 5. Condiciones para un adecuado crecimiento

Los microorganismos en general requieren condiciones especificas para un correcto
desarrollo, en el caso de las especies de Monascus, las condiciones adecuadas pueden ayudar
para que el cultivo produzca compuestos de interés industrial. Entre algunas de estas
condiciones de cultivos especificas son la temperatura, pH, oxigeno y nutrientes (Pineda et
al., 2016).

e Temperatura: En diferentes estudios se han determinado que la produccion de
pigmentos de Monascus spp. se lleva a cabo a 30°C como temperatura optima
(Velazquez et al., 2016).

e pH: Un factor importante en la produccion de pigmentos de Monascus spp. es el pH
inicial, las investigaciones realizadas a distintos pH en el medio sefialan que el color
amarillo se produce en mayor cantidad a pH 5.0 y 6.0 (Velazquez et al., 2016).

e Oxigeno: Monascus spp., es incapaz de crecer en medios anaerobios, aunque puede
crecer en medios limitados de oxigeno (Pineda et al., 2016).

e Fuente de nutrientes: La composicion de nutrientes del medio de cultivo es
indispensable para un adecuado desarrollo del microorganismo, siendo los
carbohidratos compuestos importantes en el aumento de biomasa y la fuente

nitrogenada en la produccion de pigmentos (Pineda et al., 2016).

Las especies de Monascus no puede crecer sin presencia de oxigeno es decir no son
microorganismos anaerdbicos. Con sustratos ricos en carbonos estos hongos pueden crecer
en condiciones limitadas de oxigeno, produciendo consigo etanol y CO», pero con una menor
produccidn de pigmentos, mientras que si se aumenta el flujo de oxigeno esta produccion de

etanol tiende a disminuir y aumenta la produccion de pigmentos (De Carvalho et al., 2006).
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2.1. 6. Metabolitos

a) Pigmentos
Los pigmentos (Figura 6) que provienen de fuentes naturales como los producidos por
Monascus vienen tomando un mayor valor econdmico en el mundo como agentes para dar
color, teniendo multiples ventajas para la industria, como ser de facil manejo, produccion
con sustratos de bajo costo, son solubles en solventes de bajo costo como el agua y el etanol,
ademas de poseer diferentes metabolitos con principios bioactivos y ser seguros cuando se

tienen las condiciones adecuadas (Vendruscolo et al., 2016).

/n /R R
e /’\I/‘x/ N~
0
N\ o %i\g\/o 0 Q/NH
0 0 o
Yellow Orange Red

R=C:H,, -~ Monascina R=C;H,, —~Rubropunctatina R=CsH,, - Rubropunctamina
R= (;H,s - Ankaflavina R= C;H,s - Monascorubrina R=C-H;s - Monascorubramina

Figura 6: Principales estructuras quimicas de los pigmentos de Monascus.
Fuente: Traducido De Vendruscolo et al., (2016)

El género Monascus tiene distintas rutas metabdlicas para poder convertir el sustrato
organico en metabolitos de interés como los pigmentos, alcoholes, agentes antibidticos,
antihipertensivos, enzimas, acidos grasos, compuestos de sabor, floculantes, cetonas, acidos
organicos, antioxidantes, vitaminas, metabolitos antimicrobianos, sustancias anélogas a la

lovastatina (Haque et al., 2016; Vendruscolo et al., 2016).

Entre sus rutas puede producir compuestos bioactivos como policétidomonacolinas, acido
dimerumico, isoflavonas, acido y aminobutrico y pigmentos, siendo los pigmentos del grupo
de las azafilonas que provienen de la biosintesis de policétidos donde las enzimas policétidos
sintasa y los acidos grasos sintasa son las que juegan un papel importante en esta via,
teniendo 6 metabolitos que se aplican como aditivos alimentarios y en productos
farmacéuticos como Monascina y ankaflavina (color amarillo), monascorubrina y
rubropunctatina (color naranja) y rubropunctamina y monascorubramina (color rojo) (Bule

et al., 2009; Haque et al., 2016; Srianta et al., 2016). En el metabolismo de los pigmentos la
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fuente de carbono y nitrégeno son importantes para modular la produccién de pigmentos
(Hong et al., 2020; Srianta et al., 2016).

b) Monacolina K

Uno de los metabolitos de interés industrial en la fermentacion de Monascus es la produccion
de la monacolina K (Figura 7), la cual es considerada una estatina que inhibe por
competencia enzimatica ya que tiene una alta afinidad a la enzima HMG-CoA reductasa, la
inhibicidn de esta enzima ha demostrado que en estudios con animales ha generado un efecto
hipolipidémico in vivo durante la disminucion de los triglicéridos, colesterol total,
lipoproteinas de baja densidad y el aumento de la lipoproteina de alta densidad, por otra parte
se considera a esta estatina propiedades antinflamatorias, reduccion de trombosis e inclusive

reducir el riesgo a padecer Alzheimer (Patakova, 2013; Wu et al., 2021).

La monacolina K es una estatina bioactiva que es analogo a la monacolina producida por
Aspergillus terreus la cual se encuentra aprobado por la FDA como una lovastatina;
adicional a ello el género Monascus también produce otro tipo de monacolinas como la J, L,
My X, estos metabolitos podrian variar dependiendo de las fuentes que se utilicen para el

crecimiento del hongo (Bule et al., 2009).
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Figura 7: Estructura de la monacolina K y citrinina
Fuente: Bule et al., (2009).

¢) Citrinina

La citrinina (Figura 8) es una micotoxina producida por algunos hongos durante la
fermentacion, es un compuesto policétido que inicialmente en el afio 1995 se indic6 que las
especies de M. purpureus y M. ruber lo producian, luego de ello se descarto dentro de esta

clasificacion de produccion a M. ruber ya que no contenia el gen pksCT que es esencial para
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la sintesis del policétido sintasa que interacta en la sintesis de citrinina encontrado en M.
purpureus, sin embargo en las Gltimas investigaciones realizadas a M. ruber se encontro que
produce una micotoxina que es analogo a la citrinina (Patakova et al., 2013; Yang et al.,
2015).

En investigaciones realizadas sobre la produccion de citrinina en la fermentacion de M.
purpureus se ha determinado que tienen efectos genotdxicos y citotdxicos en cultivos de
células de mamiferos, pero también se ha descrito que es un buen antimicrobiano para ciertas

bacterias Gram positivas y Gram negativas (Tu et al., 2016).

HO N O

Figura 8: Estructura de la molécula de citrinina
Fuente: Patakova et al., (2013).

Existe preocupacion por la citrinina dentro de los productos elaborados con el arroz rojo o
mediante una fermentacion con el hongo Monascus es por ello que la Union Europea y
Estados Unidos cesaran por un tiempo su uso, mientras que en los paises de Asia se mantuvo
la produccion del fermentado pero con un control estricto de los niveles de citrinina en sus
productos, donde consideraron un limite del compuesto por ejemplo en Japon es de 200
pg/kg, mientras que en Corea del Sur es 50 pug/kg, por otro lado la Unidn Europea considera

100 pg/kg de citrinina por kg de producto (Husakova et al., 2021; Patakova et al., 2013).
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Otros metabolitos secundarios producidos por Monascus se estan usando en investigaciones
como antifatiga, antidiabetes, antioxidante, antihipertensivo, antiinflamatorio,
neuroprotector, antihiperlipidémico, antitumoral, antibiosis, etc. Han sido probados en més

de veinte alimentos, no encontrandose efectos adversos (Bule et al., 2009).

2.2 Chenopodium quinoa

El afio 2013 se consider6 por la Naciones Unidas como el “Afio internacional de la Quinua”,
se sabe que muy pocas plantas han recibido esta denominacidn; este cultivo es considerado
un grano por excelencia por su gran aporte proteico ademas de que puede ser cultivado en
diferentes agroecosistemas, siendo domesticado por la cultura precolombina hace mas de
7000 afios. Hoy en dia se conoce que su valor nutricional es alto por contener diferentes tipos
de aminoacidos esenciales, fibra, lipidos, carbohidratos, vitaminas y minerales, ademas de
ser libre en gluten y aportar un bajo indice glucémico (Jarvis et al., 2017). La quinua
pertenece a la familia Amaranthaceae y division Magnoliophyta (Tabla 2) como

caracteristicas importantes de su taxonomia (Campos, 2018).

Tabla 2: Taxonomia de Chenopodium quinoa

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Amaranthaceae
Subfamilia Chenopodioideae
Género Chenopodium
Especie Chenopodium quinoa.
Nombre comun: Quinua, quinoa

Fuente: Campos, (2018)

2.2.1. Cultivo de quinua

Chenopodium quinoa Willd., es una especie alotetraploide (2n = 4X =36), la cual es
considerado un cultivo muy nutritivo que se puede adaptar a diferentes agroecosistemas,
donde su domesticacion se pudo haber originado hace mas de 7000 afios por las culturas

precolombinas (Jarvis et al., 2017).
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La quinua es una planta de las regiones andinas considerada como un pseudocereal, esta
especie se cultivo en diferentes altitudes, teniendo una produccion en las zonas por debajo
del nivel del mar y las mesetas altas del altiplano en diferentes condiciones climaticas, ya
que esta especie tiene una amplia diversidad genética que le permite adaptarse a diferentes

ambientes adversos (Nowak et al., 2016).

La quinua es un alimento tradicional utilizada por su alto valor nutritivo ademas de ser
representativa para los pueblos indigenas durante siglos, cultivandose en Perl, Bolivia,
Ecuador, Argentina, Chile y Colombia (Figura 9), siendo su uso de gran importancia en la
alimentacion de algunos paises de Europa que han introducido dicha siembra en los ultimos
afios, aun asi, dicha produccién es baja en comparacion a los principales paises de

produccién (Vilcacundo & Herndndez-Ledesma., 2017).

Los paises con mayor produccion y exportacion de los granos de quinua en el mundo son
Per( y Bolivia, seguido por Ecuador, Estados Unidos, Canada, Chile, Argentina, Colombia
y Meéxico, aunque este cultivo puede encontrarse en diferentes regiones en el mundo.
Colombia por ejemplo produce este grano en los alrededores de Bogota, Ecuador en sus
zonas montafiosas y en el Pert se cultivan en diferentes regiones. En el diagrama de la
izquierda se observan las variedades productivas dentro del mejoramiento genético del rango
de su distribucién (Medina et al., 2010; Ruiz et al., 2014).

Diversidad agricola de la quinua

Pet 114 i ‘

Ecuador
Chie:

¢ (] Endesarrolio
Colombia;
A::::wa5' 8 <500 ton/yr
R @ 500-1000 ton/yr
Numevro de des mejoradas g B >30000 ton.fyr

Figura 9: Distribucién mundial de la produccion de quinua.
Fuente: Traducido de Ruiz et al., (2014).
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El consumo de este grano es de aproximadamente 5000 afios, siendo de diferentes
estructuras, algunas pequefias, redondas o planas ademas de diferenciarse del color entre
negro a gris, amarillo y rojo. En algunos pueblos es consumido durante el desayuno como
un alimento basico en la dieta, asi como en la dieta cotidiana que es el maiz y la papa (Prego
& Otegui., 1998).

2. 2.2. Grano de quinua

El grano de quinua tiene la caracteristica de tener un embrion periférico considerado como
campil6tropo teniendo un cuerpo basal que es el lugar del tejido de almacenamiento o
también llamado perispermo. Una vez que madura la semilla de quinua (Figura 10) el
endospermo se encuentra por la zona micropilar del grano, teniendo entre uno o dos capas
del tejido celular (Prego & Otegui., 1998).

Figura 10: Seccion longitudinal del grano de quinua. El pericarpio (PE), Hipocétilo
(H), cotiledones (C), Endospermo (EN), Funiculo (F), Perispermo (P), Pericarpio (PE),
Raiz (R), Disparar apice (SA). Barra 500 pum.

Fuente: Prego & Otegui, (1998)

2. 2. 3. Valor nutricional y composicion quimica

La quinua es fuente de aminoacidos importantes como la lisina, treonina y metionina, estos
aminoacidos se encuentran en menor proporcion en los cereales, ademas la quinua es una
fuente de minerales y vitaminas importantes para una correcta alimentacion. Es por ello que
se considera un adecuado sustituto total o parcial en la produccion de panes, galletas, crepes,

etc. Por otro lado, la quinua es considerada un alimento de sustitucion total en la produccion
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de alimentos para las personas celiacas como buena alternativa a los cereales de uso comun
(Stikic et al., 2012).

Las investigaciones realizadas por Pereira et al. (2019) determinaron el valor nutricional de
tres diferentes variedades de quinua (negra, roja y blanca), datos mostrados en la Tabla 3,
donde observaron que el principal macronutriente es el carbohidrato seguido de las proteinas,

grasas y cenizas.

Tabla 3: Caracterizacion del grano de la quinua negra, roja y blanca

Tipode  Humedad Ceniza Proteinas Grasa  Hidratos de Energia
muestra (9/100g (9/100g (9/100g (9/100g carbono (kcal/100g

fw) dw) dw) dw) (9/100g dw)
dw)

Negro 9,7+0,3 2.7+0.2 14,6 + 6,8+03 76,1+0,5a 424 +£2
0,4ab

Rojo 96+£02 2.8+0.2 15,6 £ 6.4+0.3 753%0,5b 42042
0,4a

Blanca 9,3+0,2 2.6+0.1 14,4 + 6,0£02 77,0+£0,3a 420+ 1
0,3b

Fuente: Pereira et al., (2019)

Pereira et al. (2019) también analizaron la composicion quimica de los granos de quinua
(negra, roja y blanca) que son presentados en la Tabla 4, siendo encontrados los azlcares
como arabinosa, fructosa, glucosa y sacarosa, de los cuales la sacarosa es el azucar principal
de todos los tipos de quinua analizados, ademas sugieren que las semillas

independientemente del tipo de color tienen un indice glucémico bajo.

Tabla 4: Composicion quimica del grano de quinua

Cadigo de Arabinosa Fructosa Glucosa Sacarosa Total
ejemplo (9/100 gdw)  (g/100 g dw) (9/100 g (0/100gdw)  (g/100g
dw) dw)
Negro 0,50 £ 0,05 0,27+0,06 0,64 +0,08 1,7+0,3 3,1+0,3
Rojo 0,63 £ 0,04 0,20£0,06 0,47 +£0,09 1,3+0,2 2,6+0,2

Blanco 0,62 £0,03 0,25+0,04 0,61+0,07 1,4+0,2 29+0,1
Fuente: Pereira et al., (2019)
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En la Tabla 5 se puede observar una comparacion de la quinua con los alimentos mas usados
a nivel mundial como el arroz y el trigo. Se puede evidenciar como la quinua tiene una
cantidad mayor de proteinas, también los aminoacidos esenciales presentes que son un
requerimiento que sugiere la FAO y OMS, tiene ademas un alto valor de lisina, metionina,
treonina que estan de forma limitada en el trigo y maiz; al igual que las vitaminas
riboflavina (B2), piridoxina (B6) y el acido félico que son de gran importancia, pero hay
poca cantidad en el arroz y trigo; por Gltimo los minerales que contiene la quinua como
calcio, magnesio, hierro, cobre y zinc es de gran importancia siendo superior a los granos

comunes (Vilcacundo & Hernandez-Ledesma., 2017).
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Tabla 5: Comparacion de la quinua con los alimentos méas usados a nivel mundial

Proximal Quinua Trig Arro Minerales Quinua Trig Arro Vitaminas® Quinua Trig Arro Aminodcidos Quinua Trig Arro
(cruda) o z b (cruda) o z (cruda) o z esenciales® (cruda) o z
Energia 357- 340 354 Ca 27.5— 35 22 Acido 4.0- ND ND His 1454 24 2.4
(kcal) 368 148.7 ascorbico 16.4
©
Proteina total 13.1- 11.3 6.8 Fe 1.4- 5 1.4 a-Tocoferol 2.6-54 14 0.7 IE 0.8-74 43 4.3
16.7 16.7 (E)
Grasa total? 55-74 1.7 0.7 Mg 26.0— 103 NA Tiamina 0.3-04 05 0.2 Leu 2394 83 8.3
502.0 (B1)
Carbohidrato  59.9— 637 797 P 140.0- 393 119 Riboflavina 0.3-04 0.1 0.1 Lys 24-78 3.6 3.6
s 747 530.0 (B2)
Fibra? 7.0~ 122 0.6 K 696.7— 478 80 Niacina 1.1-15 51 4.4 Met 0391 24 24
11.7 1475.0 (B3)
Ceniza? 27-38 15 0.5 Na 11.0- 2 31 Piridoxina 0.5 0.3 0.3 Cys 01-27 21 2
31.0 (B6)
Zn 2848 3.7 0.6 Folato 0.2 0.1 0.1 Phe + Tyr 2.7- 8.7 8.7
10.3
Cu 1.0-95 04 0.1 Thr 21-89 3.6 3.6
Trp 06-19 1.2 1.2
Val 0.8-6.1 6.1 6.1

Fuente: Vilcacundo & Hern&ndez-Ledesma., (2017)



En multiples investigaciones se ha determinado que la quinua muestra beneficios para los
consumidores de alto riesgo como los nifios, ancianos, gestantes, ademas de personas que
presentan algun tipo de enfermedades como anemia, diabetes, obesidad y dislipidemia. Las
sustancias fitoquimicas proporcionan diferentes beneficios para la salud humana, por
ejemplo, los fitoesteroles presentes compiten en la absorcion intestinal del colesterol
ayudando a la reduccion de las lipoproteinas y con ello una disminucién en el colesterol

sérico (Vilcacundo & Hernandez-Ledesma, 2017).

2.3 Hidrolizado de pescado

El pescado no solo es una fuente rica de proteinas para los paises en via de desarrollo sino
ademas es una fuente de ingreso econdmico a nivel mundial, se ha estimado que en el mundo
mas de mil millones de personas dependeran del comercio pesquero. En la industria del
pescado solo es aprovechable el 40% del producto comestible dejando consigo un alto
porcentaje del 60% de material no aprovechable (subproductos), estos subproductos también
son generados por una mala manipulacién o almacenamiento del pescado trayendo consigo
pérdidas econdmicas a la industria, ademas de generar contaminacion al medio ambiente
(Dekkers et al., 2011; Oosterveer, 2008).

Desde la industria pesquera hasta los mercados, se genera una gran cantidad de desechos
durante todo el procedimiento, estos desechos en su gran mayoria son descartados
produciendo una contaminacién y la pérdida de fuente proteica que podria ser utilizada en
la produccién de alimentos. Los subproductos que se generan como la cabeza, escamas,
visceras, colas, estructuras dseas y pieles son ricos en proteinas, asi que pueden ser usados
para obtener hidrolizados, harinas, ensilados de pescado, etc. El hidrolizado de pescado ha
generado una mayor atencién por el alto contenido de proteinas, donde la produccién puede
darse por diferentes métodos de hidrolisis como &cida, alcalina, térmica y enzimatica
(Harikrishna et al., 2017; Yathisha et al., 2022).

En los ultimos afios se han realizado multiples investigaciones relacionadas al procesamiento
de subproductos de la pesca con el fin de obtener un producto de alta calidad, donde la
hidrolisis quimica y disolventes organicos no llevaron a buenos resultados en la

conservacion de aminoacidos, pero durante estos ultimos afios la aplicacion de enzimas
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bioldgicas generd consigo péptidos bioactivos de alta calidad proveniente de fuentes como
musculo de sardina, atln y piel de pescado (Benhabiles et al., 2012).

Una de las importantes caracteristicas de la hidrolisis enzimatica es el control en los procesos
que dan rapida reaccién y una calidad alta de los productos que se obtienen. Siendo
considerado como un método més apropiado para obtener proteinas manteniendo consigo su
valor nutricional, sin embargo, para obtener un mejor rendimiento se requiere de pardmetros
Optimos en su produccion, como la concentracion de enzima, pH, tiempo y temperatura
(Noman et al., 2018).

La hidrdlisis enzimatica es mas ventajosa frente a la hidrolisis quimica ya que las reacciones
son suaves, ademas de que produce un minimo de productos indeseables dando una calidad
y rendimiento a los productos. Por ejemplo, enzimas como la alcalasa ha sido eficaz en la
hidrélisis de proteinas de pescado ya que puede lograr una hidrélisis adecuada en periodos
cortos produciendo proteinas de alta calidad con propiedades nutricionales y funcionales
(Roslan et al., 2014).

Existen diferentes tipos de enzimas para poder hidrolizar la proteina de pescado como
alcalasa, papaina, pepsina, flavourzyme, neutrase, protamex, tripsina, a-quimotripsina,
proteasa N, proteasa A, pancreatina, pronasa, bromelina, criotina F, orientasa, validasa
y termolisina. Siendo de mayor uso la papaina que proviene de la papaya (Carica papaya
L.) la cual puede descomponer las proteinas hasta fracciones de polipéptidos hasta tener
aminoéacidos disponibles como fuente de alimento de humanos y animales (Noman et al.,
2018).

Mediante la hidrolisis enzimatica enddgena y exogena los péptidos bioactivos del pescado
se liberan mediante los procesos dando consigo aminoécidos importantes. Investigaciones
de hidrolizados de pescado demuestran que estos tienen propiedades antioxidantes que
provinieron de fuentes de pescado como capelan, caballa, lenguado de aleta amarilla,
abadejo de Alaska, salmon del Atlantico, hoki, congrio y scad. Siendo de uso industrial

enzimas como la alcalasa, flavourzyme y papaina (Hsu, 2010).
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2.4  Cloruro de sodio

Los microorganismos son afectados por el entorno sea mediante un estres abidtico y bidtico
generando consigo una respuesta de parte de ellos, algunos pueden desarrollar mecanismos
para poder contrarrestar el estrés salino (NaCl), siendo un estrés por toxicidad i6nica u
osmotica (Dikshit & Tallapragada, 2013).

El estrés osmotico producido por la concentracion de sales, tiene respuesta por los
microorganismos, estos han podido desarrollar mecanismos para tolerar estas condiciones
adversas, desarrollando consigo sistemas para contrarrestar el efecto producido por este
estrés como la produccion de osmolitos y sistemas de transporte para retirar las
concentraciones de sodio. La conservacion de metabolitos primarios y secundarios por la
célula mediante reacciones bioguimicas mantienen las fuentes de energia y metabolitos que
van a ser esenciales para el crecimiento del microorganismo. En diferentes investigaciones
se utiliza el estrés salino para producir metabolitos de interés en la industria (Babitha et al.,
2007a; Dikshit & Tallapragada, 2013).

2.5 Espacio de color L*a*b*

En el afio 1976 el espacio de color CIE L*a*b (CIELAB) fue introducido por la Comision
Internacional de Iluminacion, como un espacio tridimensional que consta de tres ejes (Figura
11) con su respectivo rango de valores: L* como la luminosidad, a* los colores rojo y verde,
b* los colores azul y amarillo. Estos valores pueden variar en diferentes rangos siendo L*
una variacion de escala de grises con valores de 0 (negro) hasta el 100 (blanco), mientras
que los valores para el rango de a* y b* puede variar desde -128 (a*: verde, b*azul) hasta un
valor de +127 (a*: rojo, b* amarillo). El uso del CIELAB utiliza el asterisco (*) para poder
diferenciarlo de otros sistemas de colores. Con el uso del sistema en sus tres dimensiones
deja la posibilidad de obtener 6,5 millones de distintos colores (Chamberlain et al., 2022; Ly
et al., 2020).
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Figura 11: El diagrama del espacio de color CIELAB. L* indica luminosidad siendo
“0” (negro) y 100 (blanco), +a* (rojo), -a*(verde), +b*(amarillo), -b*(azul)
Fuente: Ly et al., (2020)

2.6 Diseflo Box Behnken

En diferentes investigaciones la optimizacion es determinada utilizando distintos parametros
en el proceso, la cual demanda altos costo en reactivos, insumos y tiempo dentro de la
investigacion, mediante la metodologia de superficie respuesta que es confiable y accesible
a usar se pueden reducir enormemente los costos y tiempo en la ejecucion de una
investigacion llegando a ser practica para la optimizacion en la produccion de pigmentos
(Abdel-Raheam et al., 2022).

Para el disefio de superficie respuesta se requiere utilizar tres factores que van a proporcionar
una relacion entre uno 0 mas respuestas, contando con diferentes ventajas como la
disminucion de nameros de experimentos, idoneidad de los experimentos en multiples
factores, respuesta rapida teniendo que los efectos lineales o cuadraticos obtenidos de las
variables construyen un grafico de contorno y una ecuacién del modelo que se ajusta a los

experimentos determinando un valor 6ptimo (Sayyad et al., 2007).
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Los modelos estadisticos con fines de optimizar la produccion de metabolitos de interés
variando los factores del medio de cultivo, estan tomando mucha importancia dentro de la
biotecnologia por ser faciles e idoneos de aplicar, donde un disefio de superficie respuesta
es el Box-Behnken que se ha utilizado para determinar los niveles 6ptimos para la extraccion

de pigmentos naturales de Rhodotorula sp. (Muthezhilan et al., 2014).

El disefio Box-Behnken (BBD) se ha utilizado ampliamente en diferentes investigaciones
para poder planificar experimentos obteniendo factores principales y las condiciones de
optimizacion, este disefio tiene menos puntos disminuyendo el costo de investigacion con la
misma cantidad de factores a utilizar siendo un buen disefio para la metodologia de superficie

respuesta por lo que podemos obtener un modelo cuadratico (Kunthakudee et al., 2020).
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11, MATERIALES Y METODOS

3. L. Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se realizo en los siguientes laboratorios:

v Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Industrias
Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

v" Laboratorio de Biotecnologia Ambiental — Biorremediacion perteneciente a la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

v’ Laboratorio de Investigacién e instrumentacion de la Facultad de Industrias
Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

v" Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO-1PB), Braganca, Portugal

3.2 Cepa de intereés
3.2. 1. Monascus purpureus

En la presente investigacion se utilizé la cepa del hongo M. purpureus de la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT 2955), el cual fue suministrada por el Proyecto de
Investigacion “Desarrollo y validacién de un proceso de fermentacion con Monascus
purpureus para la obtencion de harinas funcionales pigmentadas de granos andinos y su
aplicaciéon en productos alimentarios” con contrato [IDIBIO-1-P-306-17 INNOVATE
PERUI.

3.3. Materiales
3. 3. 1. Materias primas e insumos

v" Harina de quinua blanca de Juli sin saponinas
v' Granos de quinua blanca de Juli sin saponinas

v" Hidrolizado de pescado



3. 3. 2. Materiales de vidrio y pléastico

<\

Tips (100, 1000 mL)

Tubos para centrifuga (10 y 50 mL)
Propipeta, pisetas (100 mL).

Fiolas (25 mL)

Matraz (250 mL)

Probeta (100, 1000 mL)

Placas de Petri

Tubos de ensayo

Beaker (50 mL)

Bureta (50 mL)

Micropipetas de 20-200 pL, 100-1000 L.

Otros: Asa de Kohle, bolsas ziploc, cuchillos, escobilla, espatulas, magnetos,

N N N N N N N U N NN

mortero, mechero de bunsen.

3. Reactivos y medios de cultivo
Agua destilada marca ALKOFARMA
Cloruro de sodio marca CDH®
Glutamato monosédico CDH®
Etanol 95% marca Biogenics lab SAC
NaOH CDH®
HCI marca J.T. BAKER®ACS

LR W

w
w
I
m
o]
c
o)
o
w

Agitador magnético

Autoclave marca RELES

Balanza analitica marca Digital precision®

Bafio maria

Camara de flujo laminar modelo BSC-150011A2-X marca BIOBASE
Campana de extraccion de gases

Centrifuga

Estufa

SR N N N N N S NN

Incubadora marca MMM Group
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v' Refrigeradora
v Vortex

3.4. Programas estadisticos

Los datos obtenidos se procesaron con el programa estadistico R version 4.3.1

3.5.  Métodos
3. 5. 1. Produccién de hongo y esporas

La cepa fue reactivada en un medio de Agar Papa Dextrosa (PDA) e incubada a 30 °C por
7 dias, una vez reactivada la cepa se propag6 en medios de Agar Harina de Quinua (AHQ)
ajustando el pH a 6 e incubandolo a 30 °C por 7 dias, luego de ello se replico la cepa hasta
obtener el lote necesario para la investigacion conservandose a 4 °C. A las placas de Petri
invadidas por el hongo se le adicionaron 10 mL de Tween-80 (0.01%), se hicieron
raspados continuos con una espatula de Drigalski removiendo las esporas del hongo, este
liquido con las esporas fue filtrado y llevado a un tubo de centrifuga el cual fue agitado
en un vortex durante 5 minutos. La suspension de esporas fue cuantificada utilizando la
camara de Neubauer y azul de lactofenol, se ajusto la suspension hasta obtener 1.0 x 10°
esporas/mL, la suspensién de esporas fue utilizada como indculo en todos los ensayos
(Ketkaeo et al., 2022; Nimnoi & Lumyong, 2011; Tucta-Huillca et al., 2022).

3. 5. 2. Produccidn de harina de quinua fermentada por Monascus purpureus

a. Determinacion del tiempo minimo de fermentacion:

La fermentacion sélida se realizd en matraces de 250 mL, en los cuales se agregaron 30
g de (sustrato), 1% de hidrolizado de pescado (p/p), diferentes porcentajes de cloruro de
sodio al 0.05, 0.1, 0.2, 0.4% de NaCl (p/p) y 25 mL de agua destilada, se ajust6é cada uno
de los matraces a un pH de 6. Los medios preparados fueron esterilizados en autoclave a
15 libras, 121 °C durante 15 min. Una vez autoclavado se dejo enfriar y se procedio a
inocular con la suspension de esporas de M. purpureus previamente preparada
(1.0x10° esporas/mL), luego se incubd a 30 °C durante 14 dias. Se retiro 4 matraces cada

dos dias para sus respectivos analisis.
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b. Optimizacion de los pardmetros del cultivo de fermentacion

La fermentacion sélida se realizd en matraces de 250 mL, en los cuales se agregaron 30
g de quinua y 25 mL de agua destilada, por cada matraz se hizo el respectivo tratamiento
como se indica en la Tabla 6, siendo los parametros a pH 5, 6 y 7; cloruro de sodio 0.05,
0.1 y 0.15% (p/p) e hidrolizado de pescado 0.5, 1 y 1.5% (p/p). Cada uno de los
tratamientos fueron esterilizados a 15 libras, 121 °C durante 15 min. Una vez esterilizados
se dejaron enfriar, luego de ello se procedio a inocular con la suspension de esporas (1,0

x 10° esporas/mL) de M. purpureus y por Gltimo fueron incubados a 30 °C durante 8 dias.

3. 5. 3. Procesamiento de la muestra

Los granos de quinua fermentados en cada una de las etapas fueron secados a 60 °C por
un periodo de 24 horas o hasta que alcancen un peso constante (Srianta et al., 2016). Una
vez secados fueron retirados, luego se procedié con la molienda (60 mesh) de cada uno

de los tratamientos. Cada muestra se guardo a 4 °C hasta su respectivo analisis.

3. 5. 4. Analisis de color

El color de las harinas pigmentadas por la fermentacion de M. purpureus fue determinado
usando un colorimetro CM-5 (Minolta Camera Co., Osaka, Japon). La escala utilizada
para analizar el color fue CIELAB L*a*b*. El equipo se calibré utilizando la placa de
calibracion (blanco/100%), luego se afiadi6é cada muestra por separado en la mini placa
Petri hasta no dejar espacio libre en la base, después en el quipo se presiond la tecla
MEAS para obtener los resultados del analisis, luego se limpié la placa Petri y se midid

un nuevo tratamiento, continuando con el respetivo analisis mencionado.

3. 5. 5. Evaluacion de la composicion proximal
a. Determinacion de materia seca
De la harina fermentada se peso 1g en un crisol y se llevo a secar a 105 °C por 3 horas,

una vez transcurrido el tiempo se llevd la muestra a un desecador por 20 minutos, luego

se pesé la muestra. Se calculd la materia mediante la siguiente formula (AOAC, 1990):

peso del crisol con muestra seca — peso del crisol vacio
peso de la muestra

Materia seca (%) = x 100
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b. Determinacién de humedad

EL porcentaje de humedad se determin6 mediante la siguiente formula (AOAC, 1990):

Humedad (%) = 100- Materia seca

c. Determinacion de cenizas

La muestra de materia seca fue incinerada en una mufla a 550 °C por 3 horas, transcurrido
el tiempo se dejo enfriar en el desecador durante 20 minutos, luego se peso en una balanza

analitica y se utilizo la formula con el dato obtenido (AOAC, 1990):

. peso del crisol con cenizas — peso del crisol vacio
Cenizas (%) = , : — x 100
peso del crisol con muestra seca — peso del crisol vacio

d. Determinacion de grasa

En un cartucho de celulosa se pesaron 3 g de la muestra, el cartucho se tapé con algodon
hidréfilo y se llevo al equipo de Soxhlet. En los vasos de aluminio del equipo se
adicionaron 50 mL de éter de petréleo previamente secado y pesado. La extraccion se
hizo por un periodo de 60 minutos a una temperatura de 110 °C, una vez transcurrido el
tiempo se llevo el envase de aluminio a una estufa a 105 °C por 8 horas para eliminar el
solvente, se dejo enfriar en un desecador durante 20 minutos y se pesé en la balanza
analitica. La determinacion se realiz6 mediante la formula (AOAC, 1990):

peso del vaso con residuo de grasa — peso del vaso

Grasa (%) = x 100
peso de la muestra

e. Determinacion de proteina

Se pesaron 0.2 g de muestra de harina seca en los tubos de digestion, se agregd una pastilla
catalizadora con 7 mL de &cido sulfurico concentrado. La digestion se realizé en 3 etapas
hasta llegar a una temperatura de 400 °C por 150 minutos. Una vez transcurrido el tiempo
se dejé enfriar a temperatura ambiente se hizo una fase de destilacion y por ultimo se hizo
una titulacion a la muestra con HCI 0.1N. Se calculé6 mediante la siguiente formula
(AOAC, 1990):

(V2—V1)xNx14xF
P

Proteina (%) =
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Donde:

e V2:Volumen de HCI gastado en la muestra (mL)

e V1: Volumen de HCI gastado en el blanco (mL)

e N: Normalidad del HCI al 0.1N

e F: Factor de conversion (cantidad de nitrégeno presente en los aminoécidos de las
proteinas de la harina).

e P: Peso de la muestra

f. Determinacion de carbohidratos

Se determino el porcentaje de carbohidratos mediante diferencia siguiendo la formula
(Delgado-Garcia et al., 2022).

Carbohidratos (%) = 100 — (humedad + ceniza + grasa + proteina)

3. 5. 6. Evaluacion de las propiedades tecnofuncionales
Capacidad de retencion de agua (CRA)

Se pesé un gramo de cada muestra de harina en un tubo de centrifuga previamente pesado
y se agregaron 10 mL de agua destilada. Las muestras se llevaron en vortice durante un
minuto y se dejaron reposar durante 30 minutos a 25 * 2 °C antes de centrifugarse a 10000
rpm durante 25 minutos. El exceso de agua se decantd invirtiendo los tubos sobre papel
absorbente y se dejo drenar las muestras durante 5 minutos. Los pesos de las muestras de

agua ligada se determinaron por diferencia (Elkhalifa & Bernhardt, 2010).

Capacidad de absorcion de aceite (CAA)

La capacidad de absorcion de aceite se evalu6 de manera similar a la capacidad de
retencion de agua con la diferencia de que se agregaron 10 mL de aceite de girasol
refinado en lugar de agua destilada. Los pesos de las muestras de aceite ligado se
determinaron por diferencia (Elkhalifa & Bernhardt, 2010).
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Actividad emulsionante (AE)

Se siguid el protocolo de Elkhalifa & Bernhardt (2010), donde las emulsiones se
prepararon con 2 g de harina de quinua fermentada, mezclando 20 mL de agua destilada
fria (4 °C) y 20 mL de aceite de girasol refinado en un tubo de centrifuga de 50 mL, luego
las muestras se agitaron en un vortex durante 1 minuto, posterior a ello los tubos se
centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos. La altura de la capa emulsionada, como
porcentaje de la altura total del material se utilizaron para calcular la actividad

emulsionante con la siguiente formula:

AE (%) = Altura de la capa de emulsién 100
(%) = Altura de toda la capa

Estabilidad emulsionante (EE)

La estabilidad de la emulsion se midié mediante centrifugacion de las muestras en las
mismas condiciones después de calentar la emulsion en un bafio de agua a 80 ° C durante
30 minutos y enfriar a temperatura ambiente (252 ° C). La altura de la capa emulsionada,
como porcentaje de la altura total del material, se utiliz6 para calcular la estabilidad

emulsionante utilizando la siguiente férmula:

EE(%) = Altura de la capa de emulsion después de calentar 100
(%) = Altura de toda la capa x

La altura se midié en centimetros utilizando una regla graduada transparente.

Capacidad de formacion de espuma (CFE)

Para la determinacion de la capacidad espumante de las muestras se siguio el método
empleado por Elkhalifa & Bernhardt (2010), donde en una licuadora se agregaron 2 g y
100 mL de agua destilada, se homogenizo la mezcla durante 1 minuto a temperatura
ambiente, luego de ello se trasfirid a una probeta graduada de 250 mL, y se anoto el
volumen de la espuma. La capacidad de formacion de espuma se expresd como el

aumento porcentual en volumen utilizando la siguiente formula:

CFE (%) = volumen despues de batir — volumen antes de batir .
(%) = volumen antes de batir x
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Estabilidad de la espuma (EEp)

Luego de analizar la capacidad de formacion de espuma, se control6é durante 60 minutos

la caida del volumen formado por la espuma y se determiné con la siguiente formula:

EEp (%) =

3. 5. 7. Analisis estadistico

volumen de espuma despues del periodo de tiempo
X

100

volumen de espuma inicial

Objetivo 1: Las variables independientes analizadas en este objetivo fueron los dias de

fermentacion mientas que las variables dependientes fueron L*, a*, b*, C* y h°. Los datos

obtenidos fueron analizados mediante el programa estadistico R versiéon 4.3.1, con un

ANOVA multifactorial para los dias de fermentacion y el cloruro de sodio.

Objetivo 2: La produccion de una harina roja fermentada por Monascus purpureus

empleando como sustrato quinua se realizo utilizando tres parametros importantes: pH

(5, 6y 7), concentracion de cloruro de sodio (0.05, 0.10 y 0.15%) y el contenido de fuente

nitrogenada de hidrolizado de pescado (0.5, 0.1 y 1.5%) como se observa en la Tabla 6.

Se utiliz6 un modelo de regresion polindmica de segundo orden para modelar la

produccién de harina roja.

Tabla 6: Disefio experimental de Box-Behnken con catorce experimentos en total con

un punto central

N° de pH Sal FN

corrida
1 6 0.05 0.50
2 5 0.15 1.00
3 7 0.10 1.50
4 6 0.15 0.50
5 6 0.15 1.50
6 6 0.10 1.00
7 6 0.10 1.00
8 5 0.05 1.00
9 7 0.10 0.50
10 5 0.10 0.50
11 5 0.10 1.50
12 6 0.05 1.50
13 7 0.15 1.00
14 7 0.05 1.00
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Los resultados obtenidos fueron analizados en el programa estadistico R version 4.3.1,
considerando el coeficiente de determinacion (R?), el anélisis de varianza (ANOVA). Para
la representacion de las ecuaciones se eliminaron los que no presentaron significancia

(p>0.05), obteniendo una ecuacion cuadréatica para cada uno de los analisis.

Y= Bo+ LBixi + XPuxii + X Pijxixj +€........ Ecuacion 1

Bo= Término compensatorio; Bi= Termino dependiente; Bii= Efecto cuadratico del factor

de entrada x;;ij; = Efecto de interaccion lineal- lineal entre el factor de entrada x; y x;.

Objetivo 3: Fue analizado con el programa Statgraphics Centurion XV, donde se hizo un
analisis de one-way ANOVA vy los factores de significancia (p<0.05) fueron analizado
posteriormente mediante la prueba post hoc de Tukey para cada uno de los resultados

obtenidos en la composicién proximal y las propiedades tecnofuncionales.
El disefio experimental de los tres objetivos mencionados anteriormente para la

produccién de la harina roja por Monascus purpureus con hidrolizado de pescado y

cloruro de sodio se presentan en la Figura 12
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Figura 12: Esquema del disefio experimental para la produccion de harina de
quinua fermentada por M. purpureus suplementada con hidrolizado de pescado y
cloruro de sodio.



IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1.  Tiempo minimo de fermentacion por M. purpureus

La evaluacion de los valores obtenidos de L*, a*, b*, C* y h° luego del proceso de
fermentacion por un periodo de 14 dias se presentan en la Tabla 7 y sus imagenes

representativas en placas Petri y matraces se observan en los Anexos 1-8.

La luminosidad (L*) que se encuentra en el rango de 44.43 a 62.89, durante el periodo de
14 dias las medias tienden a disminuir, donde no se encontraron diferencias significativas
en los dias 8, 14 y 10 obteniendo una media de luminosidad de 44.43 + 2.933, 45.97 +
2.867 y 46.07 + 3.295 respectivamente.

Las medias obtenidas de la tendencia al rojo y verde (a*) se encuentran en un rango de
6.81 a 19.62 donde las coordenadas cromaticas son valores positivos que indicarian que
se encuentra en la zona de colores rojos, teniendo que a medida que pasaban los dias los
valores obtenidos aumentaban orientando su tonalidad a un rojo mas intenso, obteniendo
las medias de mayor valor de 19.03 + 1.486, 19.51 + 0.991 y 19.62 + 1.179 para los dias

6, 10 y 8 respectivamente los cuales no presentaron diferencias significativas.

Las medias obtenidas de la tendencia al amarillo y azul (b*) se encuentran en un rango
de 18.32 al 28.13, los valores obtenidos son positivos e indicarian que se encuentran en
las coordenadas de cromaticidad de los valores amarillos, a medida que pasaban los dias
fermentacion estos valores comenzaron a disminuir siendo los de menores valores 18.85
+1.136,18.32 £ 1.020y 18.48 £ 1.109 en los dias 10, 12 y 14 respectivamente, los cuales

no presentaron diferencias significativas entre ellos.

Las medias obtenidas al analizar el croma (C*) se encuentran en un rango de 25.59 a
29.02, los valores de las medias van disminuyendo a medida que pasan los dias de

fermentacion el cual indicaria que el rango de saturacion de color disminuye, los menores



valores fueron 25.59 + 0.803 y 26.05 + 1.236 para los dias 12 y 14 respectivamente los

cuales no presentaron diferencias significativas entre ellos.

Los datos obtenidos para el angulo de tono (h°) se presentan en el rango de 44.00 a 76.39,
las medias obtenidas van disminuyendo su valor a medida que aumentan los dias de
fermentacion acercando su valor al color rojo (0°), los menores angulos obtenidos en la
fermentacion fueron de 44.90 £ 3.960, 44.00 + 2.790, 45.75 + 2.422 y 45.28 + 2.592 para
los dias 8, 10, 12 y 14 respectivamente, los cuales no presentaron diferencias

significativas.

Tabla7: Valores de color CIELAB (L*, a*, b*, C* y h°) durante 14 dias de

fermentacion en sustrato solido de los granos de quinua por M. purpureus.

Dia L a* b* c* h°
0 62.89 + 6.81 + 0.1372 28.13 + 28.94 + 76.39 +
0.987¢ 0.397° 0.385° 0.337¢
2 62.39 + 8.11 +0.393° 27.87 + 29.02 + 73.79 +
1.528¢ 0.802¢ 0.840° 0.594¢
4 57.70 + 12.71 + 25.74 + 28.79 + 63.66 +
2.099¢ 2.013¢ 1.984¢ 1.634¢% 4.644°
6 49.04 + 19.03 + 21.27 + 28.61 + 48.14 +
2.551°¢ 1.486°f 1.879° 1.279¢% 4.079°
8 44.43 + 19.62 + 19.59 + 27.79 + 44.90 +
2.9332 1.179° 1.765" 0.929¢ 3.960?
10 46.07 + 19.51 + 18.85 * 27.15 + 44.00 +
3.295% 0.991f 1.136% 0.698 2.790°
12 47.25 + 17.84 + 18.32 + 25.59 + 45.75 +
3.501%° 0.875¢ 1.020? 0.803% 2.4222
14 45.97 + 18.32 + 18.48 + 26.05 + 45.28 +
2.867% 1.294¢% 1.109% 1.236% 2.5922

Los resultados son expresados como la media + DS (desviacion estandar). Las letras
diferentes dentro de una misma columna indican diferencias estadisticas significativas
(p<0.05)
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Los datos mostrados anteriormente indicarian que la tonalidad de color rojo (a*) y el
angulo de tono (h°) muestran una tendencia al rojo, que en ambos casos se obtuvieron un
mayor y menor rendimiento respectivamente al octavo dia, no encontrandose diferencias

significativas entre los siguientes valores.

Dentro de la industria de produccion de metabolitos secundarios de interés es necesario
tener como objetivo la evaluacion del tiempo de fermentacion, Kin et al. (2011) indican
que el tiempo de fermentacién del hongo no debe prologarse mas alla de alcanzar la
produccion adecuada, ya que de seguir el proceso de fermentacidn representaria mayores
costos en la produccién de los metabolitos, siendo el octavo dia en la presente
investigacion en donde los valores obtenidos llegaron a una produccién mayor del color
rojo, no presentando diferencias significativas con los otros dias de mayor produccion

obteniendo un adecuado tiempo de fermentacion.

Del analisis obtenido en la Tabla 7 los valores indicarian que solo se tendria que fermentar
hasta el octavo dia, en la Tabla 8 se muestran todos los resultados anteriores a diferentes
concentraciones de NaCl (0.05, 0.1, 0.2 y 0.4%), para el octavo dia donde se observa que
los valores de L*, a* y C* no mostraron diferencias significativas dentro de los niveles,
para el valor de b* tres de cuatro no mostraron diferencias significativas. Es por ello que
se hizo un analisis solo al octavo dia para observar el comportamiento de las

concentraciones de NaCl, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 8: Valores de color CIELAB (L*, a*, b*, C* y h°) durante 14 dias a
distintas concentraciones de cloruro de sodio, en la fermentacion de quinua con

M. purpureus.

Na Di L a* b* C* he
Cl a
00 0 63.30+  6.77+0.140° 2844+ 29.23 + 76.61 +
5 0.6289 0.392% 0.408¢f 0.160/
01 0 62.08+  6.92+0.176*° 27.86* 28.71 + 76.05 +
1.712 0.495K 0.461%f 0.502
02 0 63.24+  6.76+0.053*  28.04+ 28.85 + 76.45 +
0.140°9 0.363K 0.364%f 0.079
04 0 6294+  6.80+0.134*® 28.18+ 28.99 + 76.44 +
0.500¢ 0.146% 0.171%f9 0.200!
00 2 62.39 + 8.102 + 28.44 + 29.57 + 74.10 +
5 1.349% 0.253% 0.867% 0.8971 0.220!
01 2 62.22 + 7.895 + 2751+ 28.62 + 73.99 +
2.0621 0.277% 0.769K 0.799¢defg 0.335
02 2 62.64 + 8.146 + 27.63 + 28.81 + 73.58 +
1.712 0.527% 0.783K 0.8480%f 0.821
04 2 62.32 + 8.275 + 27.89 + 29.09 + 73.48 +
1.596 0.505% 0.755K 0.823¢f 0.7531
00 4 57.14 + 15.03 + 24.48 + 28.74 + 58.36 +
5 1.761°% 0.484¢f 2.404M 2.303¢%f9 1.678¢
01 4 59.26 + 10.08 + 25.99 + 27.88 + 68.80 +
1.419% 0.175% 0.4821k 0.4632bcdefg 0.453M
02 4 58.33 + 13.83 24.40 + 28.06 + 60.44 +
1.644% 0.370°% 0.6739" 0.5002bcdefg 1.1929
04 4 56.07 + 11.91 + 28.07 + 30.50 + 67.03 +
2.545def 0.972cd 1.186k 1.370g 1.311h
00 6 47.90 + 19.95 + 19.37 + 27.82 + 4417 +
5 2.666 1.007"kIm 0.79gabcde 1.1223bcdefg 1.2923bcd
01 6 50.41 + 17.61 + 22.58 + 28.64 + 52.07 +
3.336 1.3099" 1.345fh 1.834¢0efg 0.798f
02 6 47.28 + 20.07 + 21.21+ 29.20 + 46.56 +
0.6612¢ 0.349iKIm 1.033cdef 0.950°% 1.057bcde
04 6 50.56 + 18.48 + 21.94 + 28.78 + 49.77 +
1.558¢d€ 1.5879Nikl 2.544¢fh 1.1429%f 5.595¢f
00 8 44.66 + 20.27 + 17.89 27.05 + 41.39 +
5 0.5322b¢ 0.323m 1.342% 1.099zabcdef 1.7742
01 8 45.46 + 18.82 + 21.37 + 28.49 + 48.66 +
2.4032¢ 1.2689ikim 0.645%f 0.7030cdefg 2.4879%f
02 8 40.84 + 20.88 + 18.49 + 27.90 + 41.48 +

2.4692 0.1121m 1.3432bcd 0.952abcdefg 1.938?



04 8 46.77 + 18.53 + 20.62 + 27.72 + 48.05 +
2.20932b¢ 0.3129NikI 0.689bcdef 0.5372bcdefg 1.100¢%f

00 10 4242+ 20.24 + 18.06 + 27.13 + 41.76 +
5 3.958% 0.885m 0.405%® 0.6973bcdef 1.438%®
0.1 10 4766+ 19.15 * 19.05 * 27.02 + 44.86 +
2.388bc 0.738hijk|m 0.515abcde 0'768abcdef 0.995abcde

02 10 4552+ 20.10 + 18.28 27.18 + 42.30 +
0.910%° 0.6684m 0.660%° 0.16720cdef 1.950%¢

+ + + + +

T T onw  isomer  qiser o 7gree
00 12 4595+ 18.23 + 17.56 + 25.32 + 43.92 +
5 5.0802° 0.6299MiK! 0.5172 0.8042 0.2892bcd
01 12 4611+ 17.92 + 18.36 + 25.68 + 45.64 +
2.854¢2b¢ 0.4669"K 1.449?bcd 0.916% 2.7522bcde

02 12 4643+ 18.18 + 18.49 + 26.17 + 44.96 +
2.4522¢ 0.4249MiK! 0.8172bcd 0.4832bcd 1.9073bcde

04 12 5052+ 16.68 + 18.86 + 25.18 + 48.48 +
1.470°% 0.543f¢ 0.9873bcd 0.849? 1.671%f

00 14 4679+ 19.36 + 17.64 + 26.21 + 42.34 +
5 4.,098%° 1.01.3MikIm 1.017% 0.90723bcd 2.437%¢
01 14 4659+ 17.85 + 18.35 + 25.61 + 45.81 +
1.505%°¢ 0.8479" 0.64720cd 0.8012 1.5772bcde

02 14 4572+ 18.51 18.24 + 25.76 + 45.09 +
3.576%¢ 0.5569"iK! 0.5172¢ 0.664°2¢ 0.18gzabcde

04 14 4476+ 17.88 + 19.70 + 26.62 + 47.87 +
2.409%¢ 2.1059M 1.1873bcdef 2.2]23bcde 2.0471%f

Los resultados son expresados como la media £ DS (desviacién estandar). Las letras
diferentes dentro de una misma columna indican diferencias estadisticas significativas
(p<0.05)

Los datos obtenidos se analizaron al octavo dia de fermentacion (Tabla 9), donde los
valores obtenidos en la luminosidad (L*) se encuentran en el rango de 40.84 y 46.77
siendo los de menor media 44.66 + 0.532 y 40.84 £ 2.469 para las concentraciones 0.05

y 0.2% de NaCl respectivamente que no presentaron diferencias significativas.

Las medias obtenidas de la tendencia al rojo y verde (a*) se encuentran en un rango de
18.53-20.88, los valores obtenidos se encuentran en la zona positiva es decir en la zona
de color rojo, siendo las mayores medias 20.27 + 0.323 y 20.88 = 0.112 para las
concentraciones 0.05 y 0.2% de NaCl respectivamente que no presentaron diferencias

significativas.
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Tabla9:  Valores de color CIELAB (L*, a*, b*, C* y h° al octavo dia con
distintas concentraciones de cloruro de sodio, en la fermentacion de quinua por M.

purpureus.

NaCl L* a* b* C* he
(%)

0.05 44.66+0.532% 20.27+£0.323* 17.89+1.342*® 27.05+1.100° 41.39+1.774°
0.1 4546+2403" 18.82+1.268" 21.37+0.645° 28.49+0.703* 48.66 +2.487°
0.2  40.84+2469° 20.88+0.112° 18.49+1.343* 27.90+0.952*% 41.48 +1.938%
04  46.77+2209" 1853+0.312* 20.62+0.689" 27.72+0.537% 48.05+ 1.100°

Los resultados son expresados como la media + DS (desviacion estandar). Las letras diferentes
dentro de una misma columna indican diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Las medias obtenidas de la tendencia al amarillo y azul (b*) se encuentran en un rango
de 17.89 a 21.37, siendo los valores positivos que indicarian que se encuentra en la zona
amarilla, las menores medias obtenidas fueron 17.89 + 1.342 y 18.49 + 1.343 para las
concentraciones de 0.05 y 0.2% NaCl respectivamente que no mostraron diferencias

significativas.

Las medias obtenidas al analizar el croma (C*) se encuentran en un rango de 27.05-28.49,
dentro del rango para cada una de las medias analizadas no presentaron diferencias
significativas entre ellas siendo 27.05 £ 1.100, 28.49 + 0.703, 27.90 £ 0.952 y 27.72
0.537 para las concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2 y 0.4% NaCl respectivamente, ello

indicaria que no hubo una variacion notable en la saturacion de color.

El rango de las medias del angulo de tono (h°) se encuentra entre 41.38-48.66 siendo las
de menor media 41.39 £ 1.774 y 41.48 £ 1.938 para las concentraciones de 0.05y 0.2%
NaCl respetivamente que no presentaron diferencias significativas, los menores valores

obtenidos se acercan al valor de color rojo el cual tiene un angulo de cero.

Los valores mostraron una tendencia entre las concentraciones de 0.05 y 0.2% de NacCl,
consideracién que una menor concentracion de 0.05% representaria un menor gasto en
los recursos econdémicos en la fermentacion, aun asi, el rango es estrecho para una
decision es por ello que se considero en una segunda etapa tres niveles de concentracion

de NaCl dentro de este rango.
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El cloruro de sodio afecta a los microorganismos generando un estrés osmotico en ellos,
para poder contrarrestar este estrés han desarrollado mecanismos de tolerancia
produciendo metabolitos que ayudan a regular las concentraciones de sales, estos
metabolitos dependiendo de la naturaleza puede tener un uso industrial como en el caso
de Monascus, donde se ha reportado que a una concentracién moderada de cloruro de
sodio puede aumentar la produccion de pigmentos mientras que a una alta concentracion
se inhibe la produccidon (Babitha et al., 2007a; Dikshit & Tallapragada, 2013).

En la Figura 13 se puede observar el comportamiento de los datos obtenidos midiendo la
medias de la luminosidad, donde se observa que los tratamientos inician con una alta
luminosidad y a medida que van pasando los dias de fermentacion los valores obtenidos
comienza a disminuir, es decir la fermentacion producida por el hongo en quinua
disminuye el valor de la luminosidad a medida que pasa el tiempo debido a la produccion
de distintos metabolitos que interfieren en la luminosidad propia de los granos de quinua
inicial, a partir del octavo dia se aprecia que la fermentacion no muestra diferencias

significativas con los posteriores dias en las distintas concentraciones de cloruro de sodio.
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Figura 13: Evaluacion de la luminosidad (L*) a distintas concentraciones de cloruro

de sodio por 14 dias de fermentacion de quinua con M. purpureus.

En la Figura 14 se puede observar el comportamiento de los datos obtenidos en las medias
del color rojo (+a), las cuales al inicio del tratamiento fueron valores bajos y a medida
que los dias de fermentacion avanzaban, la produccién de pigmentos (sobre todo el rojo)
de Monascus purpureus aumentaba, con ello la intensidad del color, obteniéndose un
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incremento exponencial en los dias 2, 4 y 6 donde posterior a estos dias la produccion no

mostrd diferencias significativas entre las medias.
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Figura 14: Evaluacion de las coordenadas cromaticas rojo/verde (a*) a distintas

concentraciones de cloruro de sodio por 14 dias de fermentacion de quinua con M.

purpureus.

En la Figura 15 se puede observar el comportamiento de los datos obtenidos, las medias
con tendencia al amarillo o azul (b*) donde los datos obtenidos son positivos es decir una
tendencia al color amarillo, iniciando con un valor alto y a medida que la fermentacion
continua la tendencia de la media es a descender, encontrandose valores no significativos

a partir del dia 8 en adelante a valores bajos de concentraciones de sales de 0.05 y 0.2%.
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Figura 15: Evaluacion de las coordenadas cromaticas amarillo/azul (b*) a distintas

concentraciones de cloruro de sodio por 14 dias de fermentacion de quinua con M.

purpureus.
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En la Figura 16 se puede observar el comportamiento de los datos obtenidos como las
medias del croma (C*) teniendo una caracteristica mas dispersa que otras figuras, pero
con una tendencia a disminuir el valor C* a medida que transcurren los dias de
fermentacion donde los parametros resaltados en las tablas anteriores para este analisis se

demuestran al octavo dia con una concentracion de 0.05%.
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Figura 16: Evaluacion de la intensidad del color (C*) a distintas concentraciones de

cloruro de sodio por 14 dias de fermentacion de quinua con M. purpureus.

En la Figura 17 se puede observar el comportamiento de los datos obtenidos como las
medias del angulo de tono, teniendo en consideracion que los tratamientos inician con un
mayor angulo (cercano al color amarillo) y a medida que transcurren los dias de
fermentacion estos valores tienden a disminuir acercandose al angulo del color rojo (0°)
debido a la produccion de los pigmentos rojos de M. purpureus, ademas a partir del dia 8
no se observaron diferencias significativas con los otros valores a una concentracion de
0.05%.
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Figura 17: Evaluacion del &ngulo de tono (h°) a distintas concentraciones de cloruro
de sodio por 14 dias de fermentacion de quinua con M. purpureus

Durante el periodo de fermentacion se observa un aumento de a* y el descenso de L*, b*
C* y h° como se muestran en las Figuras 14, 13, 15, 16 y 17 respectivamente, siendo el
de mayor importancia la Figura 14, la cual presenté un modelo que se asemeja a la fase
de crecimiento de un microorganismo cuando la harina es pigmentada a medida que pasa

el tiempo de fermentacion.

Segun Srianta et al. (2016) reconocer las fases de crecimiento es de suma importancia
dentro de la produccion de metabolitos secundarios indicando que los primeros dias el
microorganismo utiliza la fuente de carbono y nitrégeno para formar sus metabolitos
primarios propios de su desarrollo y crecimiento, posteriormente se fomenta la
produccién de metabolitos secundarios como los pigmentos observandose de forma
exponencial entre los dias 2 al 6 de la investigacién, obteniendo una mayor produccién

estable al dia 8.

Por otro lado, en la presente investigacion se observa que al primer dia de fermentacion
se encuentra la fase de latencia (lag) donde el microorganismo se va adaptado a las
condiciones del medio, de igual manera Babitha et al. (2007b) reportaron este tiempo de
latencia en el primer dia cuando fermentaron a Monascus en semillas de Artocarpus

heterophyllus.
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Srianta et al. (2016) investigaron distintas fuentes de sustratos en fermentacion sélida con
Monascus purpureus, los fermentados fueron analizados mediante cromatografia en capa
fina para observar la produccién de los pigmentos en diferentes periodos de incubacion,
sus analisis demostraron que en el sustrato de arroz se obtuvo una produccion de
pigmentos mayor al cuarto dia, seguido del sorgo en grano descascarado al quinto dia,
posterior a ello el maiz y el salvado de sorgo, demostrando que el sustrato afecta al tiempo

de produccion de los pigmentos producidos por M. purpureus.

La investigacion realizada por Babitha et al. (2007b) utilizando la semilla de Artocarpus
heterophyllus (arbol de yaca) en fermentacion sélida con Monascus, demostré que la
produccién maxima de pigmentos se obtuvo al sexto dia, posterior a este tiempo

observaron que hubo una disminucién en la produccion de los pigmentos.

Los investigadores Chen et al., (2021) utilizaron el orujo de papa como sustrato de
fermentacion de Monascus, donde obtuvieron un aumento exponencial en la produccién
de pigmentos durante el tercer dia llegando a su maxima produccion al dia 7, posterior a
estos dias la produccién de pigmentos se vio afectada disminuyendo su concentracion en

el medio.

Velmurugan et al. (2011) utilizaron como sustrato el maiz para la produccién de
pigmentos mediante la fermentacion de sustrato sélido de Monascus, donde obtuvieron
que la mayor produccién de pigmentos amarillo y rojo también fue al dia 7 e indicaron
de forma similar a Chen et al. (2021) que posterior a este tiempo de fermentacion se

observo una disminucién de la produccion de pigmentos.

Carvalho et al. (2007) determinaron que el tiempo de fermentacion éptimo en la
produccion de pigmentos utilizando sustratos como el arroz y yuca, dieron resultados
optimos al dia 7 y 10-11 respetivamente, indicando que la diferencia en el tiempo de
fermentacion se debi6 a que el arroz tiene una mayor disponibilidad en comparacion con

el almidon o la carencia de algunos nutrientes de la yuca.

Monteiro et al. (2021) obtuvieron un mayor tiempo de fermentacion en la produccion de
pigmentos por Monascus en medio solido utilizando como sustrato granos de trigo donde

obtuvieron la mayor produccién de color rojo al dia 14. Segun las investigaciones

48



realizadas por Embaby et al. (2018) utilizando diferentes cepas de Monascus demostraron
que la produccion éptima de pigmentos rojos y anaranjados se puede dar en un rango de
tiempo entre 5 a 16 dias mostrando un rango amplio que dependera de la eficiencia de la

cepa trabajada y del medio de fermentacion.

Segln las investigaciones sefialadas anteriormente el tiempo de fermentacién de
Monascus, depende del tipo de sustrato donde es fermentado, siendo el tiempo un factor
importante en el paso a la industrializacion, donde un menor tiempo durante el proceso
daria un menor costo de produccion (Embaby et al., 2018). En la presente investigacion
al octavo dia de produccion se obtiene una tonalidad roja de la harina de quinua. Por otro
lado, la concentracién de cloruro de sodio da un rango de trabajo aun por investigar en
concentraciones de 0.05 a 0.2% el cual fue un factor de investigacion en el siguiente

objetivo.
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4.2. Optimizacion del proceso de fermentacion en estado sélido de quinua por

Monascus purpureus

En la Tabla 10 se observan los parametros de color L*, a*, b*, C* y h° analizados en el
disefio Box Behnken con 14 pruebas experimentales y 3 repeticiones variando el pH (5,
6y7),sal (0.05 0.1, 0.2y 0.4%) y el contenido de fuente nitrogenada (0.5, 1.0 y 1.5%)

en la optimizacién de harina de quinua fermentada por Monascus purpureus.

Tabla 10: Analisis de los parametros de color L*, a*, b*, C* y h® mediante un
Disefio Box Behnken de la fermentacidn en sustrato sélido de quinua usando M.
purpureus con tres factores: pH (5, 6 y 7), concentracion de sal (0.05, 0.10, 0.15%o)
y el contenido de fuente nitrogenada (0.5, 1.0 y 1.5%)

Tratamiento pH Sal FN L* a* b*
1 5 005 1.0 47.08+0.242 26.84+0.575 14.76+0.259
2 5 010 05 49.16+0901 2549+0.466 14.03+0.294
3 5 010 15 52.04+0587 23.87+0.124 15.05+0.341
4 5 015 1.0 52.82+0.217 26.23+0.278  15.87+£0.123
5 6 005 05 4093+0586 28.76+0.221  14.54+0.055
6 6 005 15 4768+0953 2455+0.374  14.58+0.192
7 6 010 1.0 55.04 +£0.651 26.19 + 0.183 15.75 + 0.345
8 6 010 1.0 5420+0431 26.31+0.261  15.96 +0.166
9 6 015 05 5280+0.837 2530+1.013 15.38+0.415
10 6 015 15 51.02+0.444 2394+0.221  15.45+0.170
11 7 005 1.0 47.22+0497 2735+0.274 14.16+0.292
12 7 010 05 49.00+0472 2548+0.391  15.04 +£0.375
13 7 010 15 50.01+0874 2333+0.306 13.33+0.346
14 7 015 1.0 5049+0.031 2415+0.282 14.10+0.306

Los resultados son expresados como la media + DS (desviacion estandar).

Los datos obtenidos del andlisis de luminosidad (L*) se observan en la Tabla 10, los
cuales fueron analizados mediante un ANOVA para la creacion del modelo final de la
ecuacion de superficie respuesta en la optimizacion para la fermentacion de una harina

roja pigmentada por Monascus purpureus.

50



El analisis de modelo se observa en el Anexo 9, el modelo creado es un polinomio de
segundo orden que present6 un coeficiente de regresion ajustado (R?=0.93), lo que indica
que se tiene un 93% de variabilidad, ello se podria explicar por la variable independiente,
los términos lineales (pH, NaCl y FN), cuadraticos (pH?, NaCl? y FN?) y las interacciones
(pH:NaCl y NaCl:FN) lo cual fueron analizados con un p<0.05 de la luminosidad (L*) de
la harina de quinua fermentada por Monascus purpureus , los demas términos fueron

eliminados porque no fueron significativos para el modelo.

L= —51.39 + 20.35pH + 507.06NaCl + 34.22FN — 12.4pH * NaCl — 85.43NaCl * FN —
1.64pH? — 1433.33NaCl? — 11.73FN? ... oot Ecuacion (2)

En laFigura 18, a) se observa la gréfica de superficie respuesta teniendo un punto éptimo
de para el porcentaje del contenido de fuente nitrogenada 1.03%, b) se muestra la grafica
de contorno con el punto central del contenido de fuente nitrogenada al 1% obteniendo
un rango para pH de 5 a 6.5 y la concentracion de sal de 0.1 a 0.14%, c) se observa la
gréafica de superficie respuesta teniendo un punto 6ptimo de pH de 5.74, d) se muestra la
gréafica de contorno con el punto central de pH de 6 obteniendo un rango del contenido
de fuente nitrogenada de 0.9 a 1.2% y la concentracion de sal de 0.11 a 0.13% e) se
observa la grafica de superficie respuesta teniendo un punto éptimo de la concentracion
de sal 0.12%, f) se muestra la gréafica de contorno con el punto central de la concentracion
de sal de 0.1% obteniendo un rango del contenido de fuente nitrogenada de 1.0a 1.2%y
unpHde5.4a6.2.

Por lo tanto, las condiciones optimas se determinaron a 1.03% del contenido de fuente

nitrogenada (FN), pH 5.74 y una concentracion de sal de 0.12%. En estas condiciones, se

puede alcanzar un rendimiento maximo de luminosidad (L*) de 55.36.
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Figura 18: Gréafica de contorno y superficie de respuesta que muestran el efecto del pH, NaCl (%) y FN (%) en la evaluacién de la
luminosidad (L*) en la harina de quinua fermentada por Monascus purpureus. a) Superficie de respuesta en el valor maximo 6ptimo
FN=1.03% en funcion de pH y Sal (%), b) Grafica de contorno cortado en el punto central FN=1% en funcion de pH y Sal (%), ¢) Superficie
de respuesta en el valor maximo 6ptimo pH=5.74 en funcién de FN(%) y Sal (%), d) Grafica de contorno cortado en el punto central pH=6
en funcion de FN(%) y Sal (%), e) Superficie de respuesta en el valor maximo optimo Sal=0.12% en funcién de pH y FN(%0), f) Grafica de

contorno cortado en el punto central Sal=0.1% en funcion de pH y FN(%o).



Los datos obtenidos del andlisis de coordenadas rojo/verde (a*) se observan en la Tabla
10, los cuales fueron analizados mediante un ANOVA para la creacion del modelo final
de la ecuacién de superficie respuesta en la optimizacion para la fermentacion de una

harina roja pigmentada por Monascus purpureus.

El anélisis de modelo se observa en el Anexo-10 el modelo creado es un polinomio de
segundo orden que present6 un coeficiente de regresion ajustado (R?=0.91), lo que indica
que se tiene un 91% de variabilidad, ello se podria explicar por la variable independiente,
los términos lineales (pH y FN), cuadraticos (pH2, NaCl?> y FN?) y las interacciones
(NaCl:pH y NaCl:FN) lo cual fueron analizados con un p<0.05 de las coordenadas
rojo/verde (a*) de la harina de quinua fermentada por Monascus purpureus , los demas

términos fueron eliminados porque no fueron significativos para el modelo.

a* = 2.05 + 8.42pH + 3.8FN + 27.77NaCl * FN — 13.95NaCl * pH — 0.61pH? +
181.56NaCl? — 4.46FN? ... .. i Ecuacion (3)

En la Figura 19, a) se observa la grafica de superficie respuesta teniendo un punto éptimo
de para el porcentaje del contenido de fuente nitrogenada 0.88%, b) se muestra la grafica
de contorno con el punto central del contenido de fuente nitrogenada al 1% obteniendo
un rango para pH de 5.6 a 7 y la concentracién de sal de 0.05 a 0.06%, c) se observa la
gréafica de superficie respuesta teniendo un punto 6ptimo de pH de 5.39, d) se muestra la
gréafica de contorno con el punto central de pH de 6 obteniendo un rango del contenido
de fuente nitrogenada de 0.5 a 0.9% y la concentracion de sal de 0.05 a 0.06% e) se
observa la grafica de superficie respuesta teniendo un punto éptimo de la concentracion
de sal 0.14%, f) se muestra la grafica de contorno con el punto central de la concentracién
de sal de 0.1% obteniendo un rango del contenido de fuente nitrogenada de 0.6 a 0.8% y
unpHde5.4a6.2

Por lo tanto, las condiciones optimas se determinaron a 0.88% del contenido de fuente

nitrogenada (FN), pH 5.39 y una concentracion de sal de 0.14%. En estas condiciones, se

puede alcanzar un rendimiento maximo del color rojo(+a*) de 26.15
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Figura 19: Grafica de contorno y superficie de respuesta que muestran el efecto del pH, NaCl (%) y FN (%) en la evaluacién de las
coordenadas rojo/verde (a*) en la harina de quinua fermentada por Monascus purpureus. a) Superficie de respuesta en el valor maximo
Optimo FN=0.88% en funcion de pH y Sal (%), b) Gréfica de contorno cortado en el punto central FN=1% en funcién de pH y Sal (%0), c)
Superficie de respuesta en el valor maximo éptimo pH=5.39 en funcién de FN(%0) y Sal (%), d) Grafica de contorno cortado en el punto
central pH=6 en funcion de FN(%o) y Sal (%), e) Superficie de respuesta en el valor maximo 6ptimo Sal=0.14% en funcién de pH y FN(%0o),

f) Grafica de contorno cortado en el punto central Sal=0.1% en funcion de pH y FN(%o).



Los datos obtenidos del analisis de coordenadas amarillo/azul (b*) se observan en la Tabla
10, los cuales fueron analizados mediante un ANOVA para la creacion del modelo final
de la ecuacién de superficie respuesta en la optimizacion para la fermentacion de una

harina roja pigmentada por M. purpureus.

El anélisis de modelo se observa en el Anexo-11, el modelo creado es un polinomio de
segundo orden que present6 un coeficiente de regresion ajustado (R?=0.82), lo que indica
que se tiene un 82% de variabilidad, ello se podria explicar por la variable independiente,
los términos lineales (pH, NaCl y FN), cuadraticos (pH?, NaCl? y FN?) y las interacciones
(pH:NaCl y pH:FN) lo cual fueron analizados con un p<0.05 de las coordenadas
amarillo/azul (b*) de la harina de quinua fermentada por Monascus purpureus , los demas

términos fueron eliminados porque no fueron significativos para el modelo.

b* = —29.13 + 12.1pH + 62.28NaCl + 12.93FN — 5.87pH * NaCl — 1.36pH * FN —
0.88pH2 — 100.83NaCl? — 2.45FN2 .. .oiomii e, Ecuacion (4)
En la Figura 20, a) se observa la grafica de superficie respuesta teniendo un punto 6ptimo
de para el porcentaje del contenido de fuente nitrogenada 1.1%, b) se muestra la gréafica
de contorno con el punto central del contenido de fuente nitrogenada al 1% obteniendo
un rango para pH de 5.4 a 6 y la concentracion de sal de 0.12 a 0.15%, c) se observa la
gréfica de superficie respuesta teniendo un punto 6ptimo de pH de 5.54, d) se muestra la
gréfica de contorno con el punto central de pH de 6 obteniendo un rango del contenido
de fuente nitrogenada de 0.7 a 1.3% y la concentracion de sal de 0.9 a 0.15% e) se observa
la gréfica de superficie respuesta teniendo un punto éptimo de la concentracion de sal
0.15%, f) se muestra la gréfica de contorno con el punto central de la concentracion de
sal de 0.1% obteniendo un rango del contenido de fuente nitrogenada de 0.8 2 1.3% y un
pHde54a6.1

Por lo tanto, las condiciones Gptimas se determinaron a 1.1% del contenido de fuente

nitrogenada (FN), pH 5.54 y una concentracion de sal de 0.15%. En estas condiciones, se

puede alcanzar un rendimiento maximo de la coordenada amarillo (+b*) de 16.10
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Figura 20: Gréafica de contorno y superficie de respuesta que muestran el efecto del pH, NaCl (%) y FN (%) en la evaluacién de las
coordenadas amarillo/azul (b*) en la harina de quinua fermentada por Monascus purpureus. a) Superficie de respuesta en el valor maximo
optimo FN=1.1 en funcién de pH y Sal (%), b) Gréfica de contorno cortado en el punto central FN=1% en funcion de pH y Sal (%), c¢)
Superficie de respuesta en el valor maximo éptimo pH=5.54 en funcién de FN(%0) y Sal (%), d) Grafica de contorno cortado en el punto
central pH=6 en funcion de FN(%o) y Sal (%), e) Superficie de respuesta en el valor maximo optimo Sal=0.15% en funcién de pH y FN(%o),

f) Gréfica de contorno cortado en el punto central Sal=0.1% en funcion de pH y FN(%o)



Los datos obtenidos del analisis de croma (C*) se observan en la Tabla 10, los cuales
fueron analizados mediante un ANOVA para la creacion del modelo final de la ecuacion
de superficie respuesta en la optimizacion para la fermentacion de una harina roja

pigmentada por M. purpureus.

El anélisis de modelo se observa en el Anexo-12, el modelo creado es un polinomio de
segundo orden que presentd un coeficiente de regresion ajustado (R?=0.9), lo que indica
que se tiene un 90% de variabilidad, ello se podria explicar por la variable independiente,
los términos lineales (pH y FN), cuadraticos (pH2, NaCl?> y FN?) y las interacciones
(pH:NaCl, pH:FN y NaCl:FN) lo cual fueron analizados con un p<0.05 de croma (C*) de
la harina de quinua fermentada por Monascus purpureus , los demas términos fueron

eliminados porque no fueron significativos para el modelo.

C* =-10.9+ 13.07pH + 10.6FN — 12.17pH * NaCl — 0.91pH * FN + 26.945NaCl * FN —
0.95pH? + 160.8NaCl? — 4.96FN? ... ... .iiiiiiiieeie e Ecuacion (5)
En la Figura 21, a) se observa la grafica de superficie respuesta teniendo un punto éptimo
de para el porcentaje del contenido de fuente nitrogenada 0.93%, b) se muestra la grafica
de contorno con el punto central del contenido de fuente nitrogenada al 1% obteniendo
un rango para pH de 5.6 a 6.5 y la concentracion de sal de 0.05 a 0.06%, c¢) se observa la
gréafica de superficie respuesta teniendo un punto 6ptimo de pH de 5.55, d) se muestra la
gréafica de contorno con el punto central de pH de 6 obteniendo un rango del contenido
de fuente nitrogenada de 0.5 a 0.9% y la concentracion de sal de 0.05 a 0.06% e) se
observa la grafica de superficie respuesta teniendo un punto 6ptimo de la concentracién
de sal 0.12%, f) se muestra la grafica de contorno con el punto central de la concentracién
de sal de 0.1% obteniendo un rango del contenido de fuente nitrogenada de 0.6 a 1.1%y
unpHde5.3a6.4

Por lo tanto, las condiciones optimas se determinaron a 0.93% del contenido de fuente

nitrogenada (FN), pH 5.55 y una concentracion de sal de 0.12%. En estas condiciones, se

puede alcanzar un rendimiento maximo de croma (C*) de 30.53.
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Figura 21: Gréfica de contorno y superficie de respuesta que muestran el efecto del pH, NaCl (%) y FN (%) en la evaluacién del croma
(C*) en la harina de quinua fermentada por Monascus purpureus. a) Superficie de respuesta en el valor maximo 6ptimo FN=0.93% en
funcion de pH y Sal (%), b) Gréfica de contorno cortado en el punto central FN=1% en funcién de pH y Sal (%), c) Superficie de respuesta
en el valor maximo 6ptimo pH=5.55 en funcién de FN(%) y Sal (%0), d) Grafica de contorno cortado en el punto central pH=6 en funcién
de FN(%) y Sal (%), e) Superficie de respuesta en el valor maximo 6ptimo Sal=0.14% en funcion de pH y FN(%), f) Grafica de contorno

cortado en el punto central Sal=0.1% en funcion de pH y FN(%)



Los datos obtenidos del analisis del &ngulo de tono (h°) se observan en la Tabla 10, los
cuales fueron analizados mediante un ANOVA para la creacion del modelo final de la
ecuacion de superficie respuesta en la optimizacion para la fermentacion de una harina

roja pigmentada por M. purpureus.

El anélisis de modelo se observa en el Anexo-13, el modelo creado es un polinomio de
segundo orden que present6 un coeficiente de regresion ajustado (R?=0.88), lo que indica
que se tienen un 88% de variabilidad, ello se podria explicar por la variable independiente,
los términos lineales (pH, NaCl y FN), cuadraticos (pH? y NaCl?) y las interacciones
(pH:FN y NaCl:FN) lo cual fueron analizados con un p<0.05 del angulo de tono (h°) de
la harina de quinua fermentada por M. purpureus , los demas términos fueron eliminados

porque no fueron significativos para el modelo.

h° = —23.01 + 12.8pH + 120.45NaCl + 17FN — 2.11pH * FN — 23.4NaCl * FN —
0.92pH? — 336.6NaCl? ... ...t Ecuacion (6)

En la Figura 22, a) se observa la grafica de superficie respuesta teniendo un punto 6ptimo
de para el porcentaje del contenido de fuente nitrogenada 0.71%, b) se muestra la grafica
de contorno con el punto central del contenido de fuente nitrogenada al 1% obteniendo
un rango para pH de 5.2 a 6.5 y la concentracién de sal de 0.11 a 0.15%, c) se observa la
gréfica de superficie respuesta teniendo un punto 6ptimo de pH de 6.2, d) se muestra la
gréfica de contorno con el punto central de pH de 6 obteniendo un rango del contenido
de fuente nitrogenada de 1.2 a 1.5% y la concentracion de sal de 0.08 a 0.15% e) se
observa la gréafica de superficie respuesta teniendo un punto 6ptimo de la concentracion
de sal 0.16%, f) se muestra la grafica de contorno con el punto central de la concentracién
de sal de 0.1% obteniendo un rango del contenido de fuente nitrogenada de 1.4 a1.5% y
unpHde5ab5.8.

Por lo tanto, las condiciones 6ptimas se determinaron a 0.71% del contenido de fuente

nitrogenada (FN), pH 6.2 y una concentracién de sal de 0.16%. En estas condiciones, se

puede alcanzar un rendimiento maximo del angulo de tono (h°) de 31.64.
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Figura 22: Grafica de contorno y superficie de respuesta que muestran el efecto del pH, NaCl (%) y FN (%) en la evaluacién del angulo
de tono (h°) en la harina de quinua fermentada por Monascus purpureus. a) Superficie de respuesta en el valor maximo éptimo FN=0.71%
en funcién de pH y Sal (%), b) Gréfica de contorno cortado en el punto central FN=1% en funcién de pH y Sal (%), ¢) Superficie de
respuesta en el valor maximo éptimo pH=6.2 en funcion de FN(%o) y Sal (%0), d) Grafica de contorno cortado en el punto central pH=6 en
funcion de FN(%) y Sal (%0), e) Superficie de respuesta en el valor maximo 6ptimo Sal=0.16% en funcidén de pH y FN(%), f) Grafica de

contorno cortado en el punto central Sal=0.1% en funcion de pH y FN(%o)



Las ecuaciones y valores obtenidos anteriormente mediante L*, a*, b*, C* y h° son
producto de la coloracién de la harina por la produccion de pigmentos de Monascus
purpureus a medida que va pasando el tiempo, durante la fermentacion se van
desarrollando los pigmentos amarrillos, anaranjados y rojos siendo este ultimo el que

tiene mayor relevancia en la investigacion.

Determinar los niveles 6ptimos en la produccion de pigmentos dentro de la fermentacion
de Monascus es clave para obtener un ahorro de los medios a utilizar, los materiales y el
tiempo en el laboratorio; la optimizacion ayuda en el ahorro de costos utilizando lo
necesario para la fermentacion y evitando utilizar componentes que no aporten en la

produccién de metabolitos de la cepa de interés (Embaby et al., 2018).

Dentro de los factores més importes es el pH, donde se obtuvieron los valores 6ptimos:
5.74, 5.39, 5.54, 555 y 6.2 para L*, a*, b*, C* y h° respectivamente obteniéndose un
rango de 5.39 a 6.2, los datos mencionados dan una preferencia del hongo a ambientes
acidos, segun las investigaciones realizadas por Chen et al. (2021) indicaron que
Monascus spp, requiere de un entorno acido y por ello el factor mas importante es el pH
el cual ha demostrado que influye significativamente en la produccion de pigmentos.

Por su parte Embaby et al. (2018) indicaron que el valor inicial del pH es un factor crucial
para el éxito de la produccion de pigmentos, en el cual informan que existen numerosas
cepas de Monascus y con ello diferentes comportamientos a distintos pH iniciales, segln
la cepa la produccién puede cambiar, pero segun las investigaciones se ha relacionado un

pH éptimo entre 4.5-5 es decir pH acido en la produccién de pigmentos rojos y naranjas.

Pineda et al. (2016) demostraron que el género Monascus puede crecer en un amplio
rango de pH desde 2.5 a 8, aunque existen investigaciones donde se encontré que
Monascus ruber puede crecer a pH de 1.7 a 2 pero se obtiene una escasa produccion de
pigmentos a pH muy bajos, por ello recomendaron que la produccién de pigmentos debe

darse a intervalos de pH de 4 a 7 en donde encontraron una mayor produccion de ellos.

Cuando se fermenté con Monascus a un sustrato de orujo de papa, se obtuvo que a pH
inferiores a 3 se inhibe el crecimiento de la biomasa flingica, a pH 5y 6 se obtuvo una

concentracion de biomasa mayor la cual no present6 diferencias significativas, pero la



concentracion de pigmentos si varid, siendo una mayor produccion de pigmentos a pH 5
obteniendo un 16% y 25.6% mé&s que a pH 6 para los pigmentos rojos y amarillos

respectivamente (Chen et al., 2021).

Las investigaciones realizadas por Babitha et al. (2007b) demostraron que la produccion
de pigmentos de Monascus en semillas de yaca, se dio en un amplio rango de pH, de 4.5
a 7.5, aunque a diferentes pH el rendimiento de produccion de pigmentos vario. A pH
inferiores a 2.5 no se observd el crecimiento del hongo, siendo a pH 4 la mayor
produccion de biomasa, pero en la produccion de pigmentos hubo un mayor rendimiento
desde pH 4.5 hasta 7.5, los investigadores relacionaron este rango de produccion a un

efecto tampon del sustrato utilizado.

Velmurugan et al. (2011) trabajaron una investigacion similar con M. purpureus en
semillas de yaca como sustrato, ellos observaron que la mayor produccion de pigmentos
amarillos y rojo fueron a pH 6 y 5 respectivamente, la produccion de pigmentos se redujo

considerablemente a pH 7'y 8, a pH superiores se inhibié por completo la produccion.

El pH inicial de la fermentacion interactia con el contenido de fuente nitrogenada del
medio donde se fermenta el hongo, Pineda et al. (2016) indican que el pH influye
significativamente en el consumo de nitrégeno del medio, ademas de actuar en la

exportacion de derivados intracelulares ionizables durante el proceso la fermentacion.

Cuando se describe la fuente de nitrégeno en el medio se hace referencia a los
componentes que tienen nitrégeno como las proteinas, péptidos, acidos nucleicos o algtn
tipo de compuesto nitrogenado, donde la fuente puede afectar el crecimiento de los
hongos induciendo o inhibiendo la produccion de metabolitos secundarios de interés
(Hong et al., 2020).

En el factor de porcentaje del contenido de fuente nitrogenada (FN) se obtuvieron los
valores 6ptimos a 1.03, 0.88, 1.10, 0.93 y 0.71 para L*, a*, b*, C* y h° respectivamente
obteniendo un rango de 0.71 a 1.1 para el porcentaje de fuente nitrogenada que fue el

hidrolizado de pescado.
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Las investigaciones realizadas por Fallah et al. (2015) demostraron que se puede utilizar
el hidrolizado de pescado para preparar un medio de cultivo como una buena fuente de
nitrégeno, ellos utilizaron enzimas alcalasa y tripsonasa para la hidrolisis de filete de
carpa resultando un medio adecuado para el cultivo de Staphylococcus aureus el cual
resulté eficiente en comparacion con el medio comercial de Caldo soja
Tripticaseina (TSB). Esto se debe a que el contenido de fuente nitrogenada proveniente
del hidrolizado de pescado contiene una mezcla compleja de aminoacidos libres con
pequefios fragmentos de péptido, dipéptidos y tripéptidos que son facilmente asimilables
(Nesse et al. 2014).

Dentro de la industria biotecnoldgica existe una fuerte demanda en la elaboracion de
medios de cultivos de microorganismos, siendo indispensable en la elaboracién de los
medios el contenido de fuente nitrogenada que es uno de los ingredientes mas costosos
en la elaboracion, el hidrolizado de pescado es una fuente econémica para la elaboracién
(Fallah et al. 2015).

En la produccion de pigmentos de Monascus es de suma importancia el contenido de
fuente nitrogenada ya que se ha observado que los pigmentos tendran diferentes
caracteristicas dependiendo de la fuente proveniente del nitrégeno. Por ejemplo, cuando
se utiliza amonio como contenido de fuente nitrogenada se obtiene una produccién mayor
de los pigmentos rojos, mientras que cuando se usa una fuente peptonada los pigmentos
que se producen son el amarillo y una cantidad menor de pigmentos rojos (Hong et al.,
2020).

De Oliveira et al. (2022) indicaron que la produccién de pigmentos naranja, amarillo y
rojo depende en gran medida de los nutrientes sobre todo por la fuente de nitrogeno en el

medio de cultivo, pero a su vez resalto la importancia del pH inicial en el cultivo.

Kim et al. (2011) indicaron que en la produccion del hongo Agaricus bisporus el medio
de cultivo que normalmente se utiliza es el medio de papa dextrosa suplementado con
extracto de levadura, malta y soya, sin embargo, es costoso lo que dificulta su produccion,
es por ello que utilizaron otras fuentes de nitrogeno como NaNOsz para reemplazar la
fuente costosa de nitrégeno como la peptona de soja en el medio de cultivo.
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Es de importancia tener un equilibrio en el contenido de fuente nitrogenada ya que los
pigmentos tienen en su estructura al nitrégeno y la carencia de esa fuente podria disminuir
la produccién de pigmentos. Por ejemplo, en la investigacion de Carvalho et al. (2007)
investigaron la produccion de pigmentos utilizando el bagazo de yuca (bajo en proteina)
como medio de sustrato, donde observaron que el medio requeria ser suplementado con

fuentes de nitrégeno para poder mejorar la produccion de pigmentos.

La concentracion de cloruro de sodio puede generar un estrés salino, sin embargo, los
hongos tienen variedades de adaptaciones para evitar el dafio celular, por ejemplo, Hortea
werneckii y Wallemia ichthyophaga en concentraciones altas de sales promueven la
produccién de pigmentos, sintetizan solutos para regular las células con su entorno,
modifican la pared celular, regulan la fluidez de la membrana celular, entre otros

(Jiménez-Gomez et al., 2020).

Los valores dptimos del factor cloruro de sodio (NaCl) para cada una de las variables
respuestas fueron 0.12, 0.14, 0.15, 0.14 y 0.16 para L*, a*, b*, C* y h° respectivamente
obteniendo un rango de datos de 0.12 a 0.16.

Las investigaciones realizadas por Zhen et al. (2019) indicaron como influye la adicion
de NaCl sobre la colonia de M. purpureus utilizando el medio caldo papa dextrosa, donde
el crecimiento no se vio afectado a concentraciones bajas de NaCl (0.06 y 0.12). Por otro
lado, la produccion de pigmentos a concentraciones altas de 1.17 y 2.34% fue lenta a
diferencia de las concentraciones bajas de 0.06% y 0.12% donde la produccién de los

pigmentos amarillo, naranja y rojo aumentaron considerablemente.

La produccion de pigmentos depende de la cepa de Monascus, Dikshit et al. (2013)
compararon la cepa de Monascus purpureus MTCC 410 y Monascus sanguineus que son
reconocidas internacionalmente por su produccion de pigmentos naturales, sus
investigaciones fueron realizadas en diferentes condiciones de sal, donde ambas cepas

mostraron un aumento de la produccion de pigmentos en condiciones de estres.

En presencia de sal, algunos microorganismos mejoran la produccion de pigmentos como
respuesta al estrés salino. Mohite et al. (2017) investigaron la cepa Williopsis saturnus la

cual demostrd una mayor produccién de pigmentos color oscuro en presencia de sal al
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4% el pigmento producido fue la melanina que ayuda a proteger a las células fungicas
cuando son sometidas a distintas condiciones de estrés como la osmotica producida por

la sal.

Sin embargo, otros microorganismos no son tolerantes a concentraciones de sales, ya que
la sal induce al estrés osmotico que genera una contraccion en el citoplasma causando
dafo considerable al microorganismo. En las investigaciones realizadas por Liu et al.
(2017) observaron que la cepa de Aspergillus montevidensis ZY D4 no mostré produccion

de pigmentos inclusive a condiciones de bajo estrés salino.

Generalmente la fermentacion en sustrato solido es ventajosa en algunos aspectos sobre
todo cuando no se requiere separar las biomoléculas producidas, siendo ideal utilizar la
matriz solida como fuente de materia prima para generar nuevos productos, aunque por
lo general se utiliza a Monascus en fermentacion sélida de arroz como sustrato, el cual es

utilizado en diferentes aplicaciones en las zonas orientales (Vendruscolo et al., 2016).

4.3.  Composicion proximal

Las propiedades tecnofuncionales se presentan en la Tabla 11 y sus andlisis en los Anexos
14-19, donde se observo un alto contenido de proteinas en la harina fermentada, debido
al incremento que ejerce también el hongo en su estructura, siendo para la harina
fermentada el valor de 27.99 + 0.54 (%) y para la harina sin fermentar 12.25 £ 0.09 (%),
por su parte Badia-Olmos et al. (2023) reportaron la composicion proximal 16.2, 14.9 y
11.6 para las harinas de quinua, amaranto y avena respectivamente. La cantidad de ceniza
encontrada fue mayor en la harina fermentada con un 4.45 + 0.43 (%) y para la harina sin
fermentar fue 1.75 + 0.04 (%) obteniéndose un incremento de producto de los

componentes formados por el hongo.
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Tabla 11: Composicion proximal de la harina de quinua fermentada y sin

fermentar
Muestra Proteina Ceniza Grasa  Carbohidrat Humedad Materia
0 Seca
Harina 27.99 + 445 + 7.45 + 54.42 + 5.68 + 94.32 +
fermentada 0.54% 0.432 1.022 1.46° 0.672 0.672
Harina sin 12.25 + 1.75+ 450 + 78.80 + 2.69 = 97.31 +
fermentar 0.09° 0.04p 0.26° 0.14 0.49° 0.49°

Los resultados son expresados como la media £ DS (desviacion estandar). Las letras
diferentes dentro de una misma columna indican diferencias estadisticas significativas (p
<0.05)

En el caso de la grasa se obtuvo un considerable aumento en la harina fermentada de 7.45
+ 1.02 y 4.50 + 0.26 para la harina sin fermentar, debido a la grasa proporcionada por la
adicion del hidrolizado de pescado y el hongo durante la fermentacidn. Por su parte Badia-
Olmos et al. (2023) informaron en su composicion proximal que obtuvieron 4.6, 4.9y 5.1
para las harinas de quinua, amaranto y avena respectivamente. En el andlisis de
carbohidratos de obtuvo una disminucion notoria en la harina fermentada obteniendose
54.42 + 1.46 y 78.80 £ 0.14 para la harina sin fermentar. Durante la fase logaritmica de
la fermentacion el hongo esté en constante respiracion celular utilizando los carbohidratos
del medio y liberando CO, a la atmosfera, por ende, disminuye la cantidad de
carbohidratos. La humedad fue mayor para la harina fermentada obteniéndose un 5.68 +
0.67 y 2.69 £ 0.49 para la harina no fermentada, la materia seca fue menor para la harina

fermentada obteniéndose un 94.32 + 0.67 y 97.31 + 0.49 para la harina no fermentada.

4.4. Propiedades tecnofuncionales

Las propiedades tecnofuncionales se presentan en la Tabla 12 y sus analisis en los Anexos
20-25, donde sus propiedades dependeran del contenido de proteinas, lipidos o hidratos
de carbono, ademas de las interacciones propias que puede tener dentro de la matriz
alimentaria, sean compuestos como pectinas, fenoles, etc. Los procesos industriales
pueden afectar las propiedades tecnofuncionales, afectando directamente a los almidones,

grasas, la desnaturalizacion de las proteinas. Determinar estas propiedades puede ayudar
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en la utilizacion de las harinas de forma parcial o total en la produccion de nuevos
productos (Pedrosa et al., 2020; Sotelo-Diaz et al., 2023).

Tabla12:  Propiedades tecnofuncionales

Muestra CRA CAA  AE (%) EE (%) CFE  EEp (%)
(9/9) (9/9) (%)
Harina 239+ 113+ 6011+ 5647+ 2+1* 5744+
fermentada 0.062 0.012 0.562 1.212 8.48%
Harina sin 1.03 £ 1.07 £ 58.22 + 55.72 £ 13.3+ 79.05 £
fermentar 0.02° 0.022 0.11° 1.50P 2.5 7.61°

Los resultados son expresados como la media + DS (desviacion estandar). Las letras
diferentes dentro de una misma columna indican diferencias estadisticas significativas
(p <0.05)

Las proteinas son una fuente nutricional importante, ademas de ser conocidas al momento
de analizar las propiedades tecnofuncionales, que juegan un rol importante en el proceso
de elaboracion y en mucho de los casos responsable de la estructura final del producto,
siendo las investigaciones mas resaltantes las de proteina de soja y de guisantes. Por otro
lado, los hidratos de carbono (almidén y fibra) y lipidos también afectan las propiedades
tecnofuncionales, estos dos componentes principales y sus interacciones determinaran su
idoneidad como ingrediente base de nuevos productos, el almiddn por ejemplo tiende a
gelatinizar cuando es sometido a calentamiento formando parte importante en la
determinacion de las propiedades reologicas al final del producto (Badia-Olmos, et al.,
2023).

4. 4. 1. Capacidad de retencion de agua (CRA) y Capacidad de absorcién de aceite
(CAA)

La capacidad de retencion de agua y de absorcion de aceite son caracteristicas importantes

en el procesamiento y aplicaciones alimentarias, ambas se encuentran relacionadas con la

capacidad de poder absorber y retener agua y aceite respectivamente, afectando la textura,

sabor en los productos y la sensacion en la boca del producto siendo de uso importante

en las panaderias o productos carnicos (Pellegrini et al., 2018; Vanqga et al., 2022).
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La caracteristica propia de la harina que afecta la propiedad de retencion de agua es la
cantidad de proteinas, que incluye la composicién de aminoécidos y la polaridad e
hidrofobicidad de la superficie (Vanga et al., 2022).

La capacidad de retencion de agua de la harina de quinua fermentada fue 2.39 + 0.06 (g/g)
mientras que para la harina sin fermentar fue 1.03 + 0.06 (g/g), la retencion de agua de la
harina fermentada es mayor. Otras investigaciones que analizaron la capacidad de
retencion de agua fueron realizadas por Badia-Olmos et al. (2023) donde obtuvieron 1.43,

1.58 y 1.60 (g/g) para la harina de quinua, amaranto y avena respectivamente.

Pellegrini et al. (2018) obtuvieron 1.5, 1.6, 1.44 y 1.49 (g/g) para las harinas de quinua
blanca espafiola obtenidas de agricultura ecoldgica, quinua blanca peruana, quinua roja
real boliviana obtenida de agricultura organica, quinua negra boliviana real obtenida de
agricultura organica. Vanga et al. (2022) utilizaron la harina proveniente de insectos
obteniendo 1.30, 0.11 y 1.46 (g/g) para las harinas hechas a base de Gonimbrasia belina,

Hermetia illucens y Macrotermes subhylanus respectivamente.

Con una buena capacidad de retencion de agua, la harina se puede utilizar para preparar
papillas, ya que la cantidad de agua retenida puede ser utilizada por el almidon y ayudar
a la gelatinizacion del producto (Abd et al., 2005), ademas Sharma et al. (2022)
consideraron que los productos con alta absorcién de agua pueden ser ingredientes para
productos como panaderia, sopas, productos lacteos.

La capacidad de retencién de aceite de las muestras de harina de quinua fermentada fue
1.13 £ 0.01(g/g) mientras que para la harina sin fermentar fue 1.07 + 0.02 (g/g), la
capacidad de retencion de aceite de harina fermentada es mayor. Otras investigaciones
que analizaron la capacidad de retencion de aceite fueron realizadas por Badia-Olmos et
al. (2023) donde obtuvieron un valor de 0.93, 0.85 y 0.97 para la harina de quinua,

amaranto y avena.

Pellegrini et al. (2018) obtuvieron 1.01, 1.02, 0.96 y 0.89 (g/g) para las harinas de quinoa
blanca espafiola obtenida de agricultura ecolégica, quinua blanca peruana, quinua roja
real boliviana obtenida de agricultura organica, quinua negra boliviana real obtenida de

agricultura organica.
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Vanqa et al. (2022) obtuvieron 0.89, 1.35 y 1.48 (g/g) para las harinas hechas a base de
Gonimbrasia belina, Hermetia illucens, Macrotermes subhylanus respectivamente.
Mientras que Absi et al. (2023) obtuvieron los valores de 1.19, 2.25, 2.92 y 3.10 (g/9)
para las harinas hechas a base de harina de cafiamo organico, harina de cafiamo
convencional, concentrado de proteina orgénica y concentracion de proteina de cafiamo

convencional respectivamente.

La capacidad de retencion de aceite se ve afectada por la proteina de la harina la cual
puede unirse fisicamente a la grasa mediante acciones de capilaridad, siendo de mucha
importancia en la fabricacion de nuevos alimentos ya que las grasas retienen el sabor y
aumentan la capacidad para saborear los alimentos, muy usado en las panaderias o
embutidos (Vanga et al., 2022). Las harinas con una alta capacidad de retencion de aceite
segun Sharma et al. (2022) son utilizadas en la fabricacion de salchichas para retener por
un tiempo mas prologando la sensacion del sabor en la boca.

4. 4. 2. Actividad emulsionante (AE) y Estabilidad emulsionante (EE)

La actividad emulsionante (%) de las muestras de harina de quinua fermentada fue 60.11
+ 0.56 (%) mientras que para la harina sin fermentar fue 58.22 + 0.11(%), la actividad
emulsionante (%) de harina fermentada es mayor. Otras investigaciones que analizaron
la actividad emulsionante (%) fueron realizadas por Badia-Olmos et al. (2023) donde
obtuvieron valores de 13.8, 3.3 y 0.5 (%) para la harina de quinua, amaranto y avena
respectivamente, aunque los valores de los autores fueron bajos, es porque en su
metodologia utilizaron una menor cantidad de muestra aun asi en proporcion siguen

siendo valores inferiores a los obtenidos en la presente investigacion.

Pellegrini et al. (2018) obtuvieron 33, 39, 36 y 26 (%) para las harinas de quinoa blanca
espafola obtenida de agricultura ecoldgica, quinua blanca peruana, quinua roja real
boliviana obtenida de agricultura organica y la quinua negra boliviana real obtenida de
agricultura organica respectivamente. Vanga et al. (2022) obtuvieron 41.76, 67.33 y
45.44 (%) para las harinas hechas a base de Gonimbrasia belina, Hermetia illucens y

Macrotermes subhylanus respectivamente.
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La estabilidad de la emulsion (%) de las muestras de harina de quinua fermentada fue
56.47 £ 1.21(%) mientras que para la harina sin fermentar fue 79.05 + 7.61 (%), la
estabilidad de la emulsion (%) de harina fermentacion es menor. Otras investigaciones
realizadas en la estabilidad de la emulsion (%) fueron realizadas por Pellegrini et al.
(2018) quienes obtuvieron resultados de 100, 58, 49 y 39 (%) para las harinas de quinoa
blanca espafiola obtenida de agricultura ecoldgica, quinua blanca peruana, quinua roja
real boliviana obtenida de agricultura organica y la quinua negra boliviana real obtenida
de agricultura organica respectivamente. Vanga et al. (2022) obtuvieron 33.75, 42.45 y
32.80 (%) para las harinas hechas a base de Gonimbrasia belina, Hermetia illucens y

Macrotermes subhylanus respectivamente.

Los agentes tensioactivos provenientes de la proteina de la harina forman y estabilizan la
emulsion creando una repulsién electrostatica con la superficie de la gota de aceite, esta
actividad se ve afectada por el peso molecular hidrofobicidad, estabilidad de
conformacién, carga superficial y propiedades fisicoquimicas, como el pH, la fuerza
ionica y la temperatura. Los emulsionantes mas utilizados son la caseina y el suero de
leche. Las propiedades mencionadas son (tiles en la fabricacion de mayonesa, aderezos
para formular salsas y la produccion de helados (Abd et al., 2005; Vanga et al., 2022).

4. 4. 3. Capacidad de formacién de espuma (CFE) y Estabilidad de la espuma (EEp)

La Capacidad de formacion de espuma (%) de las muestras de harina de quinua
fermentada fue 2 £1 (%) mientras que para la harina sin fermentar fue 13.3 £ 2.5 (%), la
Capacidad de formacion de espuma (%) de harina sin fermentada fue mayor. Otras
investigaciones analizaron la capacidad de formacion de espuma (%) donde Badia-Olmos
et al. (2023) obtuvieron valores de 34.3, 13.6 y 0 para la harina de quinua, amaranto y
avena respectivamente. Vanga et al. (2022) obtuvieron 5.81, 5.69 y 4.71 (%) para las
harinas hechas a base de Gonimbrasia belina, Hermetia illucens y Macrotermes

subhylanus respectivamente.

En las investigaciones realizadas por Absi et al. (2023) utilizaron menos cantidad de
muestra en el andlisis de su metodologia aun asi los resultados que obtuvieron fueron
altos dando valores de 70.35, 69.81, 110.14 y 85.71 (%) para las harinas hechas a base de
harina de cafiamo organico, harina de cafiamo convencional, concentrado de proteina

organica y concentracion de proteina de caflamo convencional respectivamente, estas
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harinas tenian una alta cantidad de proteinay con ello una mayor formacién y estabilidad
de la espuma.

La estabilidad de la formacion de espuma de la harina de quinua fermentada fue 57.44 +
8.48 % mientras que para la harina sin fermentar fue 79.05 = 7.61 (%), la estabilidad de
la formacidn de espuma de harina sin fermentacion es mayor (Tabla 12). Badia-Olmos et
al. (2023) obtuvieron un valor de 24.1, 4.9 y 0% para la harina de quinua, amaranto y

avena respectivamente.

Vanqa et al. (2022) obtuvieron 95.32, 97.38, 97.51 (%) para las harinas hechas a base de
Gonimbrasia belina, Hermetia illucens y Macrotermes subhylanus respectivamente.
Mientras que para Absi et al. (2023) los valores fueron de 29.25, 27.04, 44.93 y 39.69
(%) para las harinas hechas a base de harina de cafiamo organico, harina de cafiamo
convencional, concentrado de proteina organica y concentracion de proteina de cafiamo

convencional respectivamente.

Segln Vanga et al. (2022) indican que la espuma formada son agrupaciones coloidales
que constan de una parte acuosa continua y una gaseosa de forma dispersa, esta formacion
se rige por el trasporte, penetracion y reorganizacion que sufren las moléculas en la
interfase de aire-agua. Para considerar las buenas propiedades espumantes de una harina
las proteinas deben migrar rapidamente a la interfase aire-agua, desplegarse y
reorganizarse dentro de las interfases.

La poca capacidad de la harina fermentada de formar espuma se puede deber a las
proteinas globulares altamente ordenadas que generan resistencia a desnaturalizarse
cuando llega a las superficies. La baja formacion de espuma se ve afectada porque la
proteina de la harina de quinua fermentada aumenta la tension superficial del agua y ello
ocasiona la disminucién de la formacion de espuma frente a la harina de quinua que

obtuvo una formacion de espuma mayor (Abd et al., 2005).

En otras investigaciones presentaron harinas que no tuvieron formacién de espuma, por
ejemplo, las investigaciones realizadas por Abd et al. (2005) quienes utilizaron la harina
de sorgo fermentada y sin fermentar donde las harinas no tuvieron la capacidad de formar

espuma.
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V. CONCLUSIONES

Al octavo dia se obtuvo el mejor tiempo de fermentacion de Monascus purpureus,
con un L*, a*, b* C*y h° de 44.66 + 0.532, 20.27 + 0.323, 17.89 £ 1.342, 27.05
+1.100 y 41.39 £ 1.774 respectivamente.

La optimizacion fue a un pH de 6.39, concentracion de hidrolizado de 0.88% y
cloruro de sodio al 0.14%, obteniendo valores para los analisis de L*, a*, b*, C*
y h°de 57.75, 26.15, 15.90, 30.49 y 31.48 respetivamente.

La composicion proximal de la harina de quinua fermentada fue mucho mayor en
el analisis de proteinas y grasa siendo 27.99 + 0.54 y 7.45 + 1.02 respectivamente.
Las caracteristicas tecnofuncionales dieron una retencion de agua de 2.39 + 0.06
g/g, capacidad de retencién de aceite de 1.13 + 0.01g/g, capacidad emulsionante
de 60.11 + 0.56%, estabilidad de la emulsién 56.47 + 1.21% capacidad de
formacion de espuma 2 +1%. estabilidad de la formacion de espuma de 57.44 +
8.48%.

La harina roja producida mediante fermentacion de Monascus purpureus
adicionando cloruro de sodio e hidrolizado de pescado tienen potencial para ser

usado en la industria alimentaria.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la optimizacion con nuevos parametros ajustando la humedad del medio
en diferentes porcentajes, aireacion y porcentaje de indculo.

Evaluar la optimizacion de la extraccion de los pigmentos producidos por
Monascus purpureus mediante técnicas cromatograficas y observar si existe la
presencia de nuevos metabolitos de interés industrial.

Evaluar la harina roja utilizando modificaciones fisicas o quimicas en la mejora
de sus propiedades tecnofuncionales y determinar sus posibles aplicaciones.
Generar un protocolo para la extraccion y la determinacion de citrinina en la
harina roja producida y en los productos de interés.

Aplicar la harina producida mediante un disefio de mezclas utilizando matrices
alimentarias en productos de panaderia, céarnicos, embutidos, bebidas, etc.
Utilizando como variable repuesta el andlisisde las coordenadas

cromaticas CIELab*
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Fermentacion de Monascus purpureus en granos de quinua adicionado

0.05% de cloruro de sodio durante un periodo de incubacion de 14 dias.




Anexo 2. Fermentacion de Monascus purpureus en granos de quinua adicionado

0.1% de cloruro de sodio durante un periodo de incubacion de 14 dias.
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Anexo 3. Fermentacion de Monascus purpureus en granos de quinua adicionado

0.2% de cloruro de sodio durante un periodo de incubacion de 14 dias.

DIA 2 DIA 4 DIAG6 DIA 8 DIA10 | DIA12 | DIA14
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Anexo 4. Fermentacion de Monascus purpureus en granos de quinua adicionado

0.4% de cloruro de sodio durante un periodo de incubacion de 14 dias.
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Anexo 5. Fermentacion de Monascus purpureus en granos de quinua durante un
periodo de incubacion de 14 dias con cloruro de sodio al 0.05% en matraces de

250 mL.

DIA 2 DIA 4 DIAG6 DIA 8 DIA10 | DIA12 | DIA14
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Anexo 6. Fermentacion de Monascus purpureus en granos de quinua durante un
periodo de incubacion de 14 dias con cloruro de sodio al 0.1% en matraces de

250 mL.

89



Anexo 7. Fermentacion de Monascus purpureus en granos de quinua durante un
periodo de incubacion de 14 dias con cloruro de sodio al 0.2% en matraces de

250 mL.

90



Anexo 8. Fermentacion de Monascus purpureus en granos de quinua durante un
periodo de incubacion de 14 dias con cloruro de sodio al 0.4% en matraces de

250 mL.

DIA4 DIAG6 DIA 8 DIA 10 DIA 12 DIA 14
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Anexo 9. Analisis estadistico de la optimizacion de L*

Estimate Std. Error | tvalue Pr(>|t])
(Intercept) -51.39 | 11.82779 -4.3449 | 0.0001252 | ***
pH 20.35292 3.67801 5.5337 | 3.82E-06 | ***
sal 507.05833 | 42.12329 12.0375 | 1.28E-13 | ***
FN 34.21667 2.68057 12.7647 | 2.59E-14 | ***
I(pHA2) -1.63833 0.30274 -5.4117 | 5.47E-06 | ***
I(salA2) -| 121.09594 | -11.8363 | 2.02E-13 | ***

1433.33333
I(FNA2) -11.73 1.21096 -9.6865 | 3.57E-11 | ***
pH:sal -12.4 5.41557 -2.2897 | 0.0285685 | *
sal:FN -85.43333 | 10.83115 -7.8877 | 4.29E-09 | ***

Multiple R-squared: 0.9442 Adjusted R-squared: 0.9307

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
521(?“’ FN) 3 256.615 85.538 97.2188 | < 2.2e-16
I(pHA2) 1 3.138 3.138 3.5667 0.06776
1(SaTA2) 1 89.81 89.81 | 102.0739 | 1.25E-11
I(FNA2) 1 82.556 82.556 93.829 | 3.57E-11
pH:sal 1 4.613 4.613 5.2427 0.02857
Sal:FN 1 54.741 54.741 62.2165 | 4.29E-09
Residuals 33 29.035 0.88
1Lc<‘1:1§k of 4 17.465 4.366 10.9438 | 1.56E-05
Pure 29 11.57 0.399
error
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Anexo 10. Analisis estadistico de la optimizacion de a*

Estimate Std. Error | tvalue Pr(>|t])

(Intercept) 2.05044 5.13197 0.3995 | 0.6919923
pH 8.42434 1.69832 4.9604 | 1.93E-05 | ***
FN 3.80289 1.24324 3.0589 | 0.0043129 | **
I(salA2) 181.5551 | 46.97772 3.8647 | 0.0004764 | ***
I(pHAZ) -0.60789 0.14259 -4.2632 | 0.0001514 | ***
I(FNA2) -4.45822 0.57036 -7.8165 | 4.26E-09 | ***
Sal:pH -13.94669 1.63404 -8.5351 | 5.71E-10 | ***
sal:FN 27.76887 4.96288 5.5953 2.89E-06 | ***

Multiple R-squared: 0.9291 Adjusted R-squared: 0.9145

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Eg)(pH, 2 34.445 17.2227 87.0696 | 4.20E-14
I(salA2) 1 18.959 18.9592 95.8482 | 2.00E-11
I(pHA2) 1 2.939 2.9387 14.8568 | 0.0004904
I(FNA2) 1 15.632 15.6322 79.0289 | 2.17E-10
Sal:pH 1 10.001 10.0006 50.5581 | 3.24E-08
sal:FN 1 6.193 6.1928 31.3076 | 2.89E-06
Residuals 34 6.725 0.1978
-IF?Ec:k of 4 1.864 0.4661 2.8767 | 0.0395849
Pure 30 4.861 0.162
error
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Anexo 11. Analisis estadistico de la optimizacion de b*

Estimate Std. Error t value Pr(G|t]|)

(Intercept) -29.13167 4.38209 -6.6479 1.452e-07 *%*
pH 12.09708 1.33336 9.0726 1.747e-10 ***
sal 62.28333 14.59979 4.2660 0.0001572 ***
FN 12.92750 1.45998 8.8546 3.106e-10 ***
I(pHA2) -0.87792 0.10858 -8.0855 2.483e-09 ***
I(SalA2) -100.83333  43.43175 -2.3216 0.0265707 *
I(FNA2) -2.45167 0.43432 -5.6449 2.748e-06 ***
pH:Sal -5.86667 1.94233 -3.0204 0.0048455 **
pH:FN -1.36167 0.19423 -7.0105 5.101e-08 ***

Multiple R-squared: 0.9291 Adjusted R-squared: 0.9145

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

gg%pH, FN) 3 6.5786 2.1929 19.3751 | 2.00E-07
I(pHAZ) 1 5.5377 5.5377 | 48.9288 | 5.33E-08
I(salA2) 1 0.1677 0.1677 1.4817 | 0.232135
I(FNA2) 1 3.6064 3.6064 31.8646 | 2.75E-06
pH:SaT 1 1.0325 1.0325 9.123 | 0.004845
PH:FN 1 5.5624 5.5624 49.147 | 5.10E-08
Residuals 33 3.7349 0.1132
k?gk of 4 1.4461 0.3615 4.5806 | 0.005455
Pure 29 2.2888 0.0789
error

94




Anexo 12. Analisis estadistico de la optimizacion de C*

Estimate Std. Error | tvalue Pr(>|t])

(Intercept) | -10.90008 5.57937 -1.9536 | 0.059264

pH 13.07011 1.78851 7.3078 | 2.18E-08 | ***
FN 10.60258 |  2.06142 5.1433 | 1.21E-05 | ***
I(salA2) 160.80303 | 48.91646 3.2873 | 0.002406 | **
I(pHAZ) -0.94693 0.14848 -6.3777 | 3.19E-07 | ***
I(FNA2) -4.95773 0.5939 -8.3477 | 1.21E-09 | ***
SaT:pH -12.16515 1.70147 -7.1498 |  3.42E-08 | ***
sal:FN 26.94545 5.16769 5.2142 | 9.81E-06 | ***
pH:FN -0.91333 | 0.26737 -3.4159 | 0.001703 | **

Multiple R-squared: 0.919

Adjusted R-squared: 0.8994

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Eg)(pH, 2 30.7106 15.3553 71.597 | 9.92E-13
I(salA2) 1 8.7582 8.7582 40.837 | 3.07E-07
I(pHA2) 1 7.1286 7.1286 33.239 | 1.93E-06
I(FNA2) 1 18.2534 18.2534 85.11 | 1.17E-10
Sal:pH 1 7.1569 7.1569 33.371 | 1.86E-06
Sal:FN 1 5.8309 5.8309 27.188 | 9.81E-06
PH:FN 1 2.5025 2.5025 11.669 | 0.001703
Residuals 33 7.0774 0.2145

-'hafék of 3 1.7977 0.5992 3.405 | 0.030206
Pure 30 5.2797 0.176

error
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Anexo 13. Analisis estadistico de la optimizacion de h°

Estimate Std. Error | tvalue Pr(>|t])

(Intercept) | -23.01067 7.19673 -3.1974 | 0.002995 | **
pH 12.79758 2.28993 5.5886 | 2.95E-06 | ***
FN 17 2.1889 7.7665 | 4.90E-09 | ***
sal 120.445 | 16.74448 7.1931 | 2.55E-08 | ***
I(salA2) -336.6 | 75.35604 -4.4668 | 8.34E-05 | ***
I(pHA2) -0.92317 | 0.18839 -4.9003 | 2.31E-05 | ***
pH:FN -2.11 0.34395 -6.1346 | 5.76E-07 | ***
FN:sal 234 |  6.87903 -3.4016 | 0.001729 | **

Multiple R-squared: 0.9024 Adjusted R-squared: 0.8823

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Eg%“’ FN, 3 80.673 26.8909 75.769 | 3.91E-15
I(salA2) 1 4.864 4.8636 13.704 | 0.0007542
I(pHA2) 1 8.522 8.5224 24.013 | 2.31E-05
PH:FN 1 13.356 13.3563 37.633 | 5.76E-07
FN:Sal 1 4.107 4.1067 11.571 | 0.0017288
Residuals 34 12.067 0.3549

Lack of fit 5 5.051 1.0101 4.175 | 0.0055861
Pure error 29 7.016 0.2419
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Anexo 14. Analisis estadistico de la proteina de la harina fermentada y no

fermentada

Tabla ANOVA para Proteina por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |371.906 1 371.906 2504.14 0.0000
Intra grupos 0.594067 4 0.148517

Total (Corr.) |372.5 5

Con un p<0.05, inca que las medias de las Proteinas son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos

Harina sin fermentar |3 12,2511 |a

Harina fermentada 3 27.9972 B

Contraste Sig. [Diferencia [+/- Limites
Harina fermentada - Harina sin fermentar * 15.746 0.87364

El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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Anexo 15. Analisis estadistico de la ceniza de la harina fermentada y no

fermentada
Tabla ANOVA para Ceniza por Muestra
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |10.9193 1 10.9193 117.43 0.0004
Intra grupos 0.371933 4 0.0929832
Total (Corr.) [11.2913 5

Con un p<0.05, inca que las medias de las Ceniza son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza

Pruebas de Multiple Rangos para Ceniza por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Harina sin fermentar 3 1.75287 a
Harina fermentada 3 4.45093 b
Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
Harina fermentada - Harina sin fermentar * 2.69807 0.691269

El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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Anexo 16. Analisis estadistico de la grasa de la harina fermentada y no

fermentada
Tabla ANOVA para Grasa por Muestra
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |13.0387 1 13.0387 23.38 0.0084
Intra grupos 2.23027 4 0.557568
Total (Corr.) |15.269 5

Con un p<0.05, inca que las medias de las Grasa son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza

Pruebas de Multiple Rangos para Grasa por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media |Grupos Homogéneos

Harina sin fermentar |3 45025 |a

Harina fermentada 3 7.4508 b

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Harina fermentada - Harina sin fermentar * 2.9483 1.69275

El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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Anexo 17. Analisis estadistico de carbohidratos de la harina fermentada y no

fermentada
Tabla ANOVA para Carbohidrato por Muestra
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |891.511 1 891.511 825.20 0.0000
Intra grupos 4.32144 4 1.08036
Total (Corr.) |895.832 5

Con un p<0.05, inca que las medias de las Carbohidrato son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza

Pruebas de Multiple Rangos para Carbohidrato por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos

Harina fermentada 3 544216 |a

Harina sin fermentar |3 78.8007 b

Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites

Harina fermentada - Harina sin fermentar * -24.3791 2.35629
El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa

100



Anexo 18. Analisis estadistico de la humead de la harina fermentada y no

Resumen Estadistico para Humedad

fermentada

Muestra Recuento  |Promedio [Desviacién Estandar [Coeficiente de Variaciéon [Minimo
Harina fermentada 3 5.6795 0.667129 11.7463% 5.0385
Harina sin fermentar 3 2.69283 0.494551 18.3655% 2.1547
Total 6 4.18617 1.71811 41.0426% 2.1547
Muestra Maximo |Rango |Sesgo Estandarizado |Curtosis Estandarizada

Harina fermentada 6.37 1.3315 |0.234799

Harina sin fermentar 3.1274 0.9727 |-0.637133

Total 6.37 42153 0.105844 -1.1313

Pruebas de Multiple Rangos para Humedad por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos

Harina sin fermentar |3 2.69283 |a

Harina fermentada 3 5.6795 b

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Harina fermentada - Harina sin fermentar * 2.98667 1.33119

El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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Anexo 19. Analisis estadistico de la materia seca de la harina fermentada y no

fermentada
Tabla ANOVA para Materia Seca por Muestra
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |13.3803 1 13.3803 38.80 0.0034
Intra grupos 1.37928 4 0.344821
Total (Corr.)  |14.7595 5

Con un p<0.05, inca que las medias de las Materia Seca son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza

Pruebas de Multiple Rangos para Materia Seca por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos

Harina fermentada 3 94.3205 |a

Harina sin fermentar |3 97.3072 b

Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites

Harina fermentada - Harina sin fermentar * -2.98667 1.33119
El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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Anexo 20. Analisis estadistico de la capacidad de retencion de agua (CRA) para la

harina fermentada y no fermentada

ANOVA de la CRA (g/g) por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  [2.7744 1 2.7744 1387.20 0.0000
Intra grupos 0.008 4 0.002

Total (Corr.) [2.7824 5

Con un p<0.05, inca que las medias de las CRA (g/g) son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza
Pruebas de Multiple Rangos para CRA (g/g) por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media |Grupos Homogéneos

Harina sin fermentar 3 1.03 a

Harina fermentada 3 2.39 b

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Harina fermentada - Harina sin fermentar * 1.36 0.101382

El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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Anexo 21. Analisis estadistico de la capacidad de absorcion de aceite (CAA) para

la harina fermentada y no fermentada

ANOVA de la CAA (g/g) por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  [0.00426667 1 0.00426667 12.80 0.0232
Intra grupos 0.00133333 4 0.000333333

Total (Corr.)  0.0056 5

Con un p<0.05, inca que las medias de las CAA (g/g) son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza

Pruebas de Multiple Rangos para CAA (g/g) por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos

Harina sin fermentar 3 1.07333 [a

Harina fermentada 3 1.12667 b

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Harina fermentada - Harina sin fermentar * 0.0533333 0.0413889

El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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Anexo 22. Analisis estadistico de la actividad emulsionante (AE) de aceite para la

harina fermentada y no fermentada

ANOVA de la AE (%) por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  |5.35815 1 5.35815 32.90 0.0046
Intra grupos 0.6514 4 0.16285

Total (Corr.)  |6.00955 5

Con un p<0.05, inca que las medias de las AE son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza

Pruebas de Multiple Rangos para AE (%) por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media |Grupos Homogéneos

Harina sin fermentar 3 58.22 a

Harina fermentada 3 60.11 b

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Harina fermentada - Harina sin fermentar * 1.89 0.914826

El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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Anexo 23. Analisis estadistico de la estabilidad emulsionante (EE) de aceite para la

harina fermentada y no fermentada

ANOVA de la EE (%) por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  [0.851267 1 0.851267 0.46 0.5359
Intra grupos 7.44227 4 1.86057

Total (Corr.) [8.29353 5

Con un p<0.05, inca que las medias de las EE (%) son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza

Pruebas de Multiple Rangos para EE (%) por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos

Harina sin fermentar |3 55.72 a

Harina fermentada 3 56.4733 |a

Contraste Sig. [Diferencia |+/- Limites
Harina fermentada - Harina sin fermentar 0.753333 3.0922

El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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Anexo 24. Analisis estadistico de la capacidad de formacion de espuma (CFE) de

aceite para la harina fermentada y no fermentada

ANOVA de la CFE (%) por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  [192.667 1 192.667 52.55 0.0019
Intra grupos 14.6667 4 3.66667

Total (Corr.) 207.333 5

Con un p<0.05, inca que las medias de las CFE son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza

Pruebas de Multiple Rangos para CFE (%) por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos

Harina fermentada 3 2.0 a

Harina sin fermentar |3 13.3333 b

Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites
Harina fermentada - Harina sin fermentar * -11.3333 4.34091

El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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Anexo 25. Analisis estadistico de la estabilidad de la espuma (EEp)de aceite para

la harina fermentada y no fermentada

Resumen Estadistico para EEp (%0)

Muestra Recuento  |Promedio [Desviacién Estandar [Coeficiente de Variaciéon [Minimo
Harina fermentada 3 57.4367 8.47899 14.7623% 50.0
Harina sin fermentar 3 79.05 7.61189 9.62921% 72.73
Total 6 68.2433 13.8591 20.3083% 50.0
Muestra Maximo |Rango [Sesgo Estandarizado |Curtosis Estandarizada

Harina fermentada 66.67 16.67 0.643976

Harina sin fermentar 87.5 14.77 0.820678

Total 87.5 375 -0.0217859 -0.472569

El StatAdvisor

Con un p<0.05, inca que las medias de las EEp son estadisticamente significativas. Con 95% de confianza

Pruebas de Mdltiple Rangos para EEp (%) por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media Grupos Homogéneos

Harina fermentada 3 57.4367 |a

Harina sin fermentar |3 79.05 b

Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites
Harina fermentada - Harina sin fermentar * -21.6133 18.2652

El (*) esté indicando la existencia de diferencia significativa
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