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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo aislar, caracterizar y optimizar las condiciones
de cultivo de una cepa nativa de Fusarium oxysporum aislada de Musa paradisiaca, con el
propdsito de incrementar la produccién de exopolisacaridos. Para su aislamiento, se tomo un
tejido vegetal del pseudotallo de la planta podrida y se identificaron sus caracteristicas
morfolégicas, las cuales fueron confirmadas mediante caracterizacion molecular mediante
secuenciacion ITS, con similitud con la especie Fusarium oxysporum (MK571185.1). Se
empled un disefio Box-Behnken basado en el método de superficie de respuesta (RSM),
evaluando el efecto de las variables independientes de la concentracion de glucosa (g/L), la
concentracion de levadura (g/L) y el pH con el fin de optimizar las condiciones de fermentacion
y maximizar el rendimiento del biopolimero. El analisis estadistico se ajustd adecuadamente a
un modelo de interaccion de dos factores (2FI), lo que evidencia condiciones éptimas a 10.25
g/L de concentracion de glucosa, 6.64 g/L de extracto de levadura y pH cercano a 4.7,
favoreciendo la sintesis de los exopolisacaridos y mostrando su capacidad para describir el
comportamiento del sistema. Posteriormente, se realiz6 un perfil cinético para la determinacion
del punto 6ptimo de produccién de EPS, evaluandose simultaneamente la biomasa, el consumo
de azUcares reductores (DNS) y variacion del pH en el cultivo. Los resultados mostraron que la
produccion de EPS alcanzé un valor méximo de 1.684 g/L en el dia 15 de cultivo, evidenciando
un crecimiento progresivo seguido de una ligera atenuacion sin una fase exponencial dentro del
periodo evaluado. Finalmente, el exopolisacarido fue caracterizado fisicoquimicamente
mediante los métodos fenol-acido sulfdrico para la determinacién de carbohidratos totales,
donde se obtuvieron tratamientos con una fraccién estimada de carbohidratos complejos de
97% a 99%, evidenciando un alto contenido de estos azucares. En el analisis por espectroscopia
FTIR se observé una alta similitud en las bandas principales, destacando las vibraciones de O—
H, C=0y enlaces glucosidicos, asi como sefiales en la region anomérica (892 cm™) asociadas
a posibles enlaces B-glucano.

En conjunto, la presente investigacion demostré la capacidad de Fusarium oxysporum, aislado
a partir de tejido de Musa paradisiaca en estado de descomposicion, para producir
exopolisacaridos con potencial de aplicacion biotecnoldgica. Asimismo, proporciona
informacidn sobre las condiciones de produccion y las caracteristicas fisicoquimicas de estos
biopolimeros, constituyendo una base para futuras investigaciones orientadas a la optimizacion

del proceso y la evaluacidn de sus aplicaciones biotecnoldgicas.

Palabras clave: Exopolisacaridos, Fusarium oxysporum, Musa paradisiaca.



ABSTRACT

The present study aimed to isolate, characterize, and optimize the culture conditions of a native
strain of Fusarium oxysporum isolated from Musa paradisiaca, in order to enhance
exopolysaccharide production. A Box-Behnken design based on Response Surface
Methodology (RSM) was employed to evaluate the effect of the independent variable’s glucose
concentration (g/L), yeast extract concentration (g/L), and pH, to optimize fermentation
conditions and maximize biopolymer yield. Statistical analysis showed an adequate fit to a two-
factor interaction (2FI) model, revealing optimal conditions at a glucose concentration of 10.25
g/L, a yeast extract concentration of 6.64 g/L, and a pH close to 4.7, favoring exopolysaccharide

synthesis and demonstrating the model’s ability to describe the system's behavior.

For the isolation process, plant tissue was collected from the pseudostem of a decayed plant,
and its morphological characteristics were identified and subsequently confirmed by molecular
characterization using ITS sequencing, which showed similarity to the species Fusarium
oxysporum (MK571185.1). Subsequently, a kinetic profile was performed to determine the
optimal EPS production point, simultaneously evaluating biomass, reducing sugar consumption
(DNS), and pH variation during cultivation. The results showed that EPS production reached a
maximum value of 1.684 g/L on day 15 of cultivation, exhibiting progressive growth followed

by slight attenuation without an exponential phase during the evaluated period.

Finally, the exopolysaccharide was physicochemically characterized using the phenol—sulfuric
acid method for total carbohydrate determination, obtaining treatments with an estimated
complex carbohydrate fraction ranging from 97% to 99%, indicating a high content of these
sugars. FTIR spectroscopy analysis revealed high similarity among the main bands,
highlighting O-H, C=0, and glycosidic bond vibrations, as well as signals in the anomeric

region (892 cm™) associated with possible B-glucan linkages.

Overall, this study demonstrates the ability of Fusarium oxysporum, isolated from decomposing
Musa paradisiaca tissue, to produce exopolysaccharides with biotechnological potential.
Furthermore, it provides information on the production conditions and the physicochemical
characteristics of these biopolymers, establishing a foundation for future research aimed at

optimizing the production process and evaluating their potential biotechnological applications.

Keywords: Exopolysaccharides, Fusarium oxysporum, Musa paradisiaca.
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2FI1: Interaccion de dos factores
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C/N: relacién carbono/nitrégeno
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INTRODUCCION

Los exopolisacéridos (EPS) microbianos constituyen biopolimeros extracelulares de creciente
interés en biotecnologia debido a sus propiedades funcionales, reoldgicas y estructurales, tales
como la capacidad de modificar la viscosidad, estabilizar sistemas coloidales y formar matrices
gelificadas con aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica y ambiental (1,2). En
este contexto, los hongos filamentosos representan una fuente relevante para la produccion de
estos compuestos por su versatilidad metabolica y su capacidad de aprovechar diversas fuentes
de carbono para la sintesis de metabolitos extracelulares, destacando el género Fusarium, el
cual, ademés de su reconocida importancia fitopatogénica, ha mostrado potencial en la
produccion de polisacaridos con propiedades de interés industrial (3,4). Diversos estudios han
reportado producciones variables de exopolisacaridos en especies del género Fusarium y otros
hongos filamentosos, observandose diferencias asociadas a la cepa utilizada, la composicion
del medio y las condiciones de fermentacion. Estos antecedentes constituyen un marco de
referencia para evaluar el rendimiento alcanzado mediante estrategias de optimizacién del
cultivo. No obstante, la produccion de EPS en este tipo de microorganismos esta influenciada
por multiples variables del medio, como la fuente de carbono, la fuente de nitrogeno, el pH 'y
las condiciones de fermentacion, las cuales presentan interacciones complejas, afectando la
redistribucion del flujo metabdlico hacia la biosintesis de estos biopolimeros, lo que limita la
eficiencia de los enfoques tradicionales de optimizacion basados en la evaluacion de un solo
factor a la vez (5).

En este sentido, la aplicacion de metodologias multivariables como la metodologia de superficie
de respuesta (RSM) permite analizar de manera simultanea los efectos individuales y
combinados de los factores de cultivo, facilitando la identificacion de condiciones éptimas,
siendo el disefio Box—Behnken una herramienta eficiente por su capacidad de reducir el namero
de ensayos experimentales manteniendo una adecuada precisién predictiva (6,7). A pesar de
ello, persiste un vacio de conocimiento en la caracterizacion y aprovechamiento de cepas
nativas de Fusarium oxysporum aisladas de matrices vegetales en descomposicion,
particularmente del banano (Musa paradisiaca), que constituyen nichos ecoldgicos ricos en
diversidad microbiana aun poco explorados en términos de su potencial para la produccion
optimizada de EPS en sistemas de fermentacion sumergida, asi como en la aplicacion integrada
de estrategias estadisticas de optimizacion en este tipo de microorganismos ambientales. En
consecuencia, la presente investigacion se justifica en la necesidad de explorar y valorizar

recursos microbianos nativos asociados a residuos agrobiolégicos, contribuyendo al desarrollo



de alternativas sostenibles basadas en biopolimeros biodegradables con potencial aplicacion
industrial (1,2). Desde esta perspectiva, la evaluacion del potencial biotecnoldgico de una cepa
requiere un enfoque integral que combine su identificacion morfoldgica y molecular con el
analisis de su comportamiento fisioldgico en cultivo, permitiendo establecer su capacidad de
crecimiento y produccion de metabolitos, mientras que la cuantificacion y caracterizacion de
los EPS obtenidos mediante técnicas analiticas como la espectroscopia infrarroja (FT-IR) y la
determinacion de carbohidratos totales resultan fundamentales para comprender su naturaleza
estructural y sus posibles aplicaciones (2,8).

Es por ello, que la presente investigacion tiene el objetivo de aislar, caracterizar y optimizar las
condiciones de cultivo de una cepa nativa de Fusarium oxysporum obtenida de Musa
paradisiaca, con el propdsito de incrementar la produccion de exopolisacaridos mediante la
aplicacion de un disefio de superficie de respuesta tipo Box—Behnken, evaluando el efecto de
la concentracién de glucosa, el extracto de levadura y el pH, y determinando las condiciones

Optimas de fermentacion sumergida que maximicen el rendimiento del biopolimero.



HIPOTESIS

Dado que la importancia de los exopolisacaridos microbianos va en incremento, es posible que
el aislamiento de una cepa nativa de Fusarium oxysporum a partir de Musa paradisiaca, junto
con la optimizacioén de las condiciones de cultivo, permita incrementar significativamente la

produccion de exopolisacaridos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

1.

Evaluar las condiciones de cultivo para la produccion de exopolisacaridos por una cepa
nativa de Fusarium oxysporum aislada del platano (Musa paradisiaca), mediante un disefio
de superficie de respuesta (Box—Behnken), evaluando el efecto de la concentracion de

glucosa, extracto de levadura y pH en fermentacién sumergida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Identificar morfolégicamente y molecularmente una cepa nativa de Fusarium oxysporum

aislada de los tejidos en descomposicion de Musa paradisiaca.

Analizar la relacion entre la biomasa, el consumo de sustrato y la produccion de

exopolisacaridos (EPS) mediante el estudio de la cinética de crecimiento de la cepa.

Evaluar el efecto de la concentracion de glucosa, extracto de levadura y pH sobre la
produccion de exopolisacaridos mediante un diseio experimental Box—Behnken, con fines

de modelamiento y optimizacion.

Determinar el contenido de carbohidratos totales y caracterizar los exopolisacaridos

producidos mediante espectroscopia FT-IR.
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1. Marco tedrico
1.1. Antecedentes de la investigacion
1.1.1. Produccion de EPS en microorganismos

La produccién de exopolisacaridos (EPS) por microorganismos constituye un proceso
biotecnoldgico de alta relevancia debido a la diversidad estructural y funcional de estos
biopolimeros, los cuales presentan aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica y
ambiental. Los EPS son macromoléculas extracelulares sintetizadas a partir de intermediarios
del metabolismo central, como azicares nucledtidos (p. ej., UDP-glucosa), y su produccion se
asocia tanto a procesos de crecimiento como a mecanismos de adaptacion frente a condiciones
de estrés ambiental, incluyendo limitacion de nutrientes, variaciones de pH y estrés osmotico
9).

Diversos grupos microbianos han sido ampliamente estudiados por su capacidad de producir
EPS. En bacterias, géneros como Xanthomonas, Leuconostoc 'y Bacillus destacan por la sintesis
de polisacaridos extracelulares como xantana, dextrano y levan, respectivamente, los cuales
poseen propiedades reologicas de interés industrial, tales como alta viscosidad, estabilidad
térmica y comportamiento pseudoplastico (5). Segiin Freitas et al, estos sistemas bacterianos
presentan ventajas como altas tasas de crecimiento y facilidad de escalamiento; sin embargo,
su productividad esta fuertemente influenciada por la composicion del medio y el control

preciso de las condiciones de fermentacion (1).

Por otro lado, las levaduras, incluyendo especies de Saccharomyces y Cryptococcus, han sido
reportadas como productoras de EPS con propiedades bioactivas, entre ellas actividad
antioxidante ¢ inmunomoduladora. A pesar de ello, su rendimiento suele ser inferior al de los
sistemas bacterianos, lo que ha limitado su aplicacion a gran escala en comparacion con otros

microorganismos mas eficientes (10).

En cuanto a los hongos filamentosos, estos representan una alternativa prometedora debido a
su capacidad para sintetizar polisacaridos de mayor complejidad estructural y peso molecular.
Los géneros como Aspergillus, Penicillium y Fusarium han sido objeto de creciente interés, ya
que sus EPS pueden presentar propiedades funcionales diferenciadas, incluyendo actividad
biologica y comportamiento reoldgico adecuado para aplicaciones biomédicas y ambientales.
Tal como sefialan Mahapatra, S; Banerjee, D estos organismos poseen una notable versatilidad

metabolica que les permite utilizar una amplia gama de sustratos, incluidos residuos



agroindustriales, lo que representa una ventaja significativa desde el punto de vista de la

sostenibilidad (3).

La produccion de EPS esta regulada por multiples factores, entre los que destacan la fuente de
carbono, la relacion carbono/nitrogeno (C/N), el pH, la temperatura y la disponibilidad de
oxigeno (9). La fuente de carbono, en particular, desempefia un papel determinante al actuar
como precursor directo en la biosintesis del polimero, mientras que el nitrégeno modula el
equilibrio entre crecimiento celular y produccion de metabolitos secundarios. Asimismo, la
interaccion entre estas variables puede influir significativamente en el rendimiento del proceso,
lo que ha impulsado el uso de herramientas de optimizacion como los disefios experimentales
y la metodologia de superficie de respuesta (RSM). A pesar de los avances alcanzados, aun
persisten limitaciones en la comprension de los mecanismos de biosintesis y regulacion de EPS
en ciertos microorganismos, particularmente en hongos filamentosos como Fusarium
oxysporum, cuyo potencial biotecnologico ha sido escasamente explorado en comparacién con
otros sistemas microbianos. En este contexto, resulta necesario profundizar en el estudio de
estas especies, especialmente mediante el uso de residuos agricolas generados en el cultivo del

banano, con el fin de desarrollar procesos mas eficientes, sostenibles y econdmicamente viables
(6).
1.1.2.  Produccién de EPS en hongos y Fusarium spp.

Los hongos filamentosos constituyen una fuente prometedora de EPS debido a su capacidad
para sintetizar polisacaridos de alta complejidad estructural y peso molecular. Segiin Mahapatra
y Banerjee, los EPS fungicos presentan propiedades bioactivas relevantes, incluyendo
actividades antioxidantes, antimicrobianas e inmunomoduladoras, lo que amplia su potencial

en aplicaciones biotecnologicas (11).

Diversos géneros han sido estudiados en este contexto. Por ejemplo, en Ganoderma lucidum se
han identificado polisacaridos con actividad inmunomoduladora, mientras que especies de
Aspergillus han mostrado altos rendimientos de produccion bajo condiciones optimizadas de
fermentacion. Sin embargo, la produccidon de EPS en hongos esta fuertemente influenciada por
factores como la fuente de carbono, el pH y el tiempo de cultivo, lo que genera una alta

variabilidad en los resultados reportados (12,13).

En el caso del género Fusarium, su estudio ha estado tradicionalmente enfocado en su rol como
fitopatdogeno. No obstante, investigaciones recientes han evidenciado su potencial para la

produccion de metabolitos extracelulares. Especies como Fusarium nygamai han demostrado



la capacidad de sintetizar EPS con actividad antioxidante y antimicrobiana (14). A pesar de ello,
Michielse, C; Rep, M senalan que la investigacion en Fusarium oxysporum se ha centrado
principalmente en aspectos de patogenicidad, existiendo escasa informacion sobre su capacidad

productiva de EPS (15).

Diversos estudios han demostrado que la produccion de exopolisacaridos en hongos
filamentosos depende significativamente de variables como el pH, la concentracion de glucosa
y las fuentes de nitrogeno como el extracto de levadura. En la Tabla 1 se presentan condiciones

reportadas para diferentes especies (11,16).

Particularmente, Fusarium oxysporum presenta una notable versatilidad metabdlica que le
permite crecer en diversos sustratos, lo que sugiere su potencial para la biosintesis de
biopolimeros. Sin embargo, los estudios especificos sobre su produccion de EPS son limitados
y reportan rendimientos variables, como se resume en la Tabla 1. En este contexto, el
aislamiento de cepas a partir de matrices naturales, como Musa paradisiaca, adquiere
relevancia, ya que el entorno ecoldgico puede influir en la expresion metabolica del

microorganismo Yy, por ende, en su capacidad de produccion de EPS (17).

Tabla 1

Condiciones de cultivo y produccion de exopolisacaridos (EPS) en hongos.

Condiciones de

Especie Medio de cultivo cultivo Produccion Referencia
P CIN (T°, pH, rpm, de EPS
tiempo)
Fusarium Glucosa: 20 g/L; o, )
oxysporum  Extracto de levadura: 12250_2:05 Ir_l %O;Gd?as 0.12 g/L (25)
Y24-2 3 g/L; Peptona: 5 g/L P,
. Glucosa: 9.8 g/L; 0. .
Fusa_num Extracto de levadura: 28 C pH 6.46; ,120 2.276 g/L (19)
solani SD5 rpm; ~13-14 dias
0.69 g/L
Ganoderma Glucosa: 70 g/L o, )
lucidum (6ptimo EPS); fgo PRS- Si’g's 1.723 glL (20)
CAUS501 relacion C/N: 5 pm,
. Glucosa: 100 g/L; ~170 U/mL
Aspergillus . X 30 °C; pH 5-6, 200 .
niger NRC9 Sales minerales + N rpm: 4 dias (enzima (21)

inorganico extracelular)

Nota: Elaboracion propia.



Los valores corresponden a condiciones reportadas en estudios de fermentacion sumergida. Los

EPS pueden variar segun cepa, optimizacion y disefio experimental (1).
1.1.3. Factores que influyen en la produccién de EPS

La produccion de EPS es un proceso multifactorial determinado por la interaccion de variables
nutricionales y condiciones de cultivo. Entre los factores mas relevantes se encuentran la fuente

de carbono, la fuente de nitrogeno, la relacion C/N, el pH, la temperatura y la aireacion (1).

La fuente de carbono actiia como precursor directo en la biosintesis del polimero, mientras que
el nitrégeno regula el crecimiento celular y la produccion de metabolitos secundarios (18,19).
Asimismo, parametros como el pH y la temperatura influyen en la actividad enzimatica

involucrada en la sintesis del EPS (11).

Debido a la complejidad de estas interacciones, se han desarrollado metodologias estadisticas
como la metodologia de superficie de respuesta (RSM), que permiten evaluar simultdineamente
multiples variables y optimizar las condiciones de cultivo. Segiin Bezerra et al, estos enfoques
son fundamentales para mejorar la eficiencia de los bioprocesos, especialmente cuando se busca

maximizar la produccion de metabolitos como los EPS (6).
1.1.4. Vacio de investigacion

A pesar de los avances en la produccion de EPS en microorganismos, persisten vacios
importantes en la literatura cientifica. En primer lugar, existe una limitada evidencia sobre la
capacidad de Fusarium oxysporum para producir EPS bajo condiciones optimizadas, ya que la
mayoria de las investigaciones se han enfocado en su rol fitopatogénico. En segundo lugar,
aunque el uso de residuos agroindustriales ha sido ampliamente explorado en sistemas
bacterianos, su aplicacion en hongos filamentosos, particularmente utilizando residuos de Musa
paradisiaca, sigue siendo escasa. No se dispone de estudios que integren de manera sistematica
el microorganismo, el tipo de sustrato y la optimizacion de condiciones de cultivo. Finalmente,
se identifica una brecha en la aplicacién de disefios experimentales, como el modelo de
interaccion de dos factores (2FI), en la optimizacion de la produccion de EPS en sistemas
fingicos. Esta limitacion restringe la comprension de las interacciones entre variables y

dificulta la identificacion de condiciones optimas (15).

En este contexto, la presente investigacion se orienta a abordar estas limitaciones mediante la
evaluacion del potencial de Fusarium oxysporum aislado de Musa paradisiaca y la
optimizaciéon de las condiciones de cultivo para la produccion de EPS, contribuyendo al

desarrollo de procesos biotecnoldgicos sostenibles.



1.2. Musa paradisiaca como sistema de estudio
1.2.1. Importancia econdmica, social y agroindustrial

El cultivo de Musa paradisiaca (Banano/Platano) constituye un elemento clave dentro de los
sistemas productivos de las zonas tropicales y subtropicales, no solo por su amplia adaptacion
ecoldgica, sino también por su contribucion significativa a la seguridad alimentaria a escala
global (20,21). Su presencia es predominante en regiones de América Latina, Africa y Asia,
donde forma parte esencial de la dieta cotidiana, debido a su aporte energético, contenido de
micronutrientes y compuestos con relevancia funcional para la salud humana (22,23). En el
ambito socioeconémico, el platano desempefia un papel relevante en la dinamica de las
economias rurales, particularmente en sistemas agricolas de pequefia escala. En estos contextos,
su produccion permite tanto el abastecimiento para el consumo familiar como la generacion de
ingresos mediante su comercializacion, favoreciendo la estabilidad econdémica de los

productores y contribuyendo al fortalecimiento de la agricultura familiar (24).

En el caso del Perd, Musa paradisiaca adquiere especial importancia en regiones de la
Amazoniay la selva alta, donde su cultivo se posiciona como una de las principales actividades
agricolas. El incremento sostenido de su demanda, tanto en estado fresco como en productos
transformados, ha impulsado su integracion en cadenas agroindustriales orientadas al valor
agregado (25). Asimismo, su versatilidad facilita su aprovechamiento en diversos procesos, que
incluyen la elaboracion de productos alimentarios y la obtencion de subproductos con potencial
aplicacion industrial, lo que refuerza su relevancia desde una perspectiva econdmica y

tecnologica (23).
1.2.2.  Distribucion geogréfica y relevancia en el Pera

La Musa paradisiaca se desarrolla preferentemente en ambientes tropicales caracterizados por
alta humedad relativa, temperaturas relativamente constantes y suelos con adecuada fertilidad.
En el Peru, su cultivo se concentra principalmente en regiones amazonicas como San Martin,
Loreto, Ucayali y Amazonas, donde las condiciones agrocliméticas permiten un crecimiento

continuo durante todo el afio (26).

A nivel productivo, el platano constituye uno de los cultivos més importantes del pais, con una
produccion que supera los 2 millones de toneladas anuales y con la participacion de mas de 130
mil productores, lo que refleja su papel clave en la economia rural y la seguridad alimentaria
(Figura 1). Esta distribucion territorial evidencia una fuerte dependencia de factores climaticos

y disponibilidad hidrica, los cuales condicionan la productividad del cultivo (27).
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1.2.3. Caracteristicas botanicas y fisioldgicas

Desde el enfoque estructural, Musa paradisiaca corresponde a una planta herbacea perenne
cuya conformacion aérea no presenta un tallo lefioso verdadero, sino un pseudotallo generado
por la compactacion de vainas foliares. Sus hojas, de gran desarrollo laminar, permiten una
eficiente intercepcion de la luz, favoreciendo elevados niveles de actividad fotosintética. El
sistema radical se distribuye principalmente en los primeros estratos del suelo, lo que
incrementa su sensibilidad frente a variaciones en la humedad y disponibilidad de nutrientes.
En el plano fisiologico, el crecimiento y la productividad de esta especie dependen
significativamente de factores edafoclimaticos, entre ellos la temperatura, el suministro de
agua, la reaccion del suelo (pH) y la disponibilidad de elementos minerales. Cuando estas
condiciones son favorables, la planta manifiesta una rapida expansion vegetativa y una notable
acumulacion de biomasa. Esta capacidad de generacion de materia organica ha despertado
interés en el ambito biotecnoldgico, particularmente como sustrato para la obtencion de

compuestos de valor agregado (28).
1.2.4. Composicion quimica y contenido de biomasa

La biomasa de Musa paradisiaca presenta una matriz lignoceluldsica compuesta
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, ademas de azlicares solubles y compuestos
bioactivos. Se ha reportado que las fibras del pseudotallo contienen altos niveles de celulosa,
lo que favorece su aprovechamiento en aplicaciones industriales y biotecnoldgicas (29).
Asimismo, residuos como la cascara y pulpa aportan carbohidratos fermentables,
incrementando su valor como materia prima en procesos de biorrefineria (30). Mediante
pretratamientos adecuados, estos polimeros pueden hidrolizarse a azucares simples, facilitando
su uso en fermentaciones microbianas para la produccion de biopolimeros y metabolitos de
interés, como celulosa bacteriana y exopolisacaridos (31). Ademas, la presencia de compuestos

funcionales amplia su aplicacion en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética (32).
1.2.5. Problematica fitosanitaria del cultivo

El cultivo de Musa paradisiaca es altamente susceptible a enfermedades fitosanitarias,
especialmente de origen fingico, las cuales afectan el crecimiento, reducen la calidad del fruto
y disminuyen el rendimiento productivo (41). Estas infecciones se ven favorecidas por

condiciones ambientales tropicales y por la acumulacion de residuos agricolas (33).

La inadecuada gestion de estos residuos lignoceluldsicos puede contribuir a la proliferacion de

patdgenos y a impactos ambientales negativos, lo que incrementa las pérdidas econémicas. Por
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ello, se plantea la necesidad de estrategias integradas que combinen el control fitosanitario con

la valorizacién de la biomasa residual (30).
1.2.6. Marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum

Entre las enfermedades mas limitantes en el cultivo de Musa paradisiaca, 1a marchitez vascular
asociada a Fusarium oxysporum f. sp. cubense destaca por su elevada capacidad destructiva y
su impacto a escala global (34). Este fitopatdgeno de origen edéafico invade inicialmente el
sistema radicular y posteriormente coloniza los tejidos vasculares, estableciéndose de forma
preferente en la xilema, donde interfiere con el transporte de agua y nutrientes esenciales (35).
La obstruccion progresiva de estos conductos, junto con la produccion de toxinas y estructuras
fingicas, desencadena un deterioro fisiologico que se manifiesta en marchitez, clorosis foliar y
necrosis sistémica en estadios avanzados. Adicionalmente, la persistencia prolongada del
patogeno en el suelo y su eficiente capacidad de dispersion dificultan significativamente su

manejo agrondmico (36).
1.2.7. Potencial biotecnoldgico y valorizacion de residuos agroindustriales

Mas alld de su importancia agricola, Musa paradisiaca representa una fuente relevante de
biomasa lignoceluldsica con aplicaciones emergentes en procesos biotecnoldgicos sostenibles.
Los residuos generados durante su produccion, incluyendo pseudotallos, hojas y céscaras,
pueden ser empleados como sustratos en fermentaciones microbianas orientadas a la obtencion
de metabolitos de interés industrial, tales como enzimas, biopolimeros y biofertilizantes
(37,38). En este contexto, la revalorizacion de subproductos agroindustriales contribuye a la
reduccion del impacto ambiental asociado a los desechos agricolas y promueve una gestion mas
eficiente de los recursos, alineandose con los principios de economia circular. En particular,
especies del género Fusarium, como Fusarium oxysporum, han demostrado capacidad para
aprovechar este tipo de sustratos lignoceluldsicos en procesos fermentativos, destacando su
potencial en la produccion de metabolitos como exopolisacaridos de interés biotecnologico

(36).
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Figura 1
Esquema conceptual de la valorizacion biotecnologica de Musa paradisiaca en la

produccion de exopolisacaridos.

Musa paradisiaca . Blomasla_ Composicion Marchitez vascular Yalonzat.:lo‘n
—_— lignocelulésica estructural biotecnolégica
N
e Celulosa BEmE ] Produccién de EPS

3
i

® Infeccion radicular

® Aziicares solubles o Obstruccion vascular

e Lignina [T )
Q?“‘“ " O Fermentacion
) ST microbiana
Pseudotallo I o
o Pérdida de rendimiento Economia circular

|
! o Hemicelulosa [EH Fusarium
Pulpa Gascara » * oxysporum » Biopolimeros

Cultivo tropical
estratégico

Nota: Singh et al; Solérzano et al, (28,38).
1.3. Fusarium oxysporum: caracteristicas y potencial biotecnolégico
1.3.1. Taxonomiay clasificacién

Fusarium oxysporum es un hongo filamentoso perteneciente al filo Ascomycota, clase
Sordariomycetes, orden Hypocreales y familia Nectriaceae. Este género comprende especies
ampliamente distribuidas en suelos agricolas y ecosistemas naturales, caracterizadas por su

capacidad saprofitica y fitopatdgena (39).

Dentro del género Fusarium, F. oxysporum constituye un complejo de especies (species
complex) debido a su elevada variabilidad genética y diversidad funcional. Este complejo
incluye cepas patdgenas altamente especializadas, asi como cepas no patdgenas con potencial

en aplicaciones biotecnologicas (40).

Desde el punto de vista taxonomico, la clasificacion de F. oxysporum ha evolucionado con el
uso de herramientas moleculares, como la secuenciacion de genes conservados (por ejemplo,
EF-1a), lo que ha permitido una mejor resolucion filogenética y diferenciacion entre linajes.
Esta base taxonomica resulta clave para estudios de aislamiento y caracterizacion, como el

planteado en la presente investigacion (41).
1.3.2. Diversidad genética y formas especiales

Una caracteristica distintiva de F. oxysporum es su elevada diversidad genética, la cual se refleja
en la existencia de multiples “formas especiales” (formae speciales), definidas por su

especificidad hacia hospederos vegetales particulares (15).
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Estas formas especiales no necesariamente presentan diferencias morfologicas evidentes, pero
si variaciones en genes asociados a la patogenicidad, especialmente aquellos localizados en
cromosomas accesorios o “cromosomas de patogenicidad” (52). Dichos elementos genéticos
pueden transferirse horizontalmente entre cepas, contribuyendo a la rapida adaptacion del

hongo a nuevos hospedadores (42).

En el contexto de Musa paradisiaca, se han descrito formas especiales como F. oxysporum f.
sp. cubense, responsable de la marchitez vascular del banano, lo que evidencia la relevancia
agricola del complejo. Sin embargo, no todas las cepas aisladas de tejidos vegetales son
patogenas, lo que abre la posibilidad de identificar variantes con potencial metabolico 1til,

como en la produccion de exopolisacaridos (33).
1.3.3. Morfologia y estructuras reproductivas

Fusarium oxysporum es un hongo filamentoso que presenta micelio hialino, septado y de rapido
crecimiento. En cultivo, forma colonias de aspecto algodonoso con coloraciéon variable entre
blanco, rosado o violaceo, dependiendo de las condiciones de incubacion. Su identificacion se
basa en la observacion de macroconidios, microconidios y clamidosporas, estructuras clave

para su diferenciacion taxondmica.

e  Macroconidios: se originan principalmente en esporodoquios y presentan forma alargada,
recta o ligeramente curvada, con paredes delgadas y, tipicamente, tres septos, como se
observa en la Figura 2 (A-B). La c¢lula apical es conica y curvada, mientras que la basal
puede ser pediforme o puntiaguda. Su abundancia varia entre aislados, aunque suele ser

mayor en esporodoquios (40).

e Microconidios: son generalmente unicelulares, de forma ovalada a elipsoidal, y se producen
en monofidlides cortas, agrupandose en “falsas cabezas” en el micelio aéreo. Suelen

presentarse en alta cantidad. Su morfologia se muestra en la Figura 2 (C-D).

e  Clamidosporas (clamidoconidios): son estructuras de resistencia de pared gruesa, formadas
de manera individual, en pares o en cadenas cortas. Pueden ubicarse en posiciones
terminales o intercalares y presentar superficies lisas o rugosas. Su produccion es variable,

pero frecuentemente abundante (39,43).
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Figura 2

Estructuras morfologicas de Fusarium oxysporum.

(A—B) Macroconidios; (C—D) Microconidios; (E-F) Formacion de microconidios in situ en

medio CLA. Barras de escala: A—D =25 um; E-F = 50 pm.
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Nota: Leslie; Summerell, (39).

Estas estructuras no solo permiten la identificacion del hongo, sino que también estan

relacionadas con su capacidad de supervivencia y adaptacion ambiental (41,43).
1.3.4. Fisiologia y condiciones de crecimiento

El crecimiento de F. oxysporum esté influenciado por diversos factores ambientales, entre ellos
la temperatura, el pH y la disponibilidad de nutrientes. Generalmente, presenta un crecimiento

optimo entre 25-30 °C y en un rango de pH ligeramente acido (5.0-6.5) (44).

Desde el punto de vista nutricional, este hongo puede utilizar diversas fuentes de carbono
(glucosa, sacarosa, celulosa) y nitrogeno (nitratos, amonio, aminoacidos), lo que le confiere
gran versatilidad metabdlica. Esta plasticidad fisiologica es fundamental para procesos de
optimizacién de cultivo, como los evaluados en esta investigacién, donde la variacion de
fuentes de carbono y nitrégeno puede influir directamente en la produccién de biomasa y

metabolitos como los exopolisacéaridos (45).
1.3.5. Mecanismos de patogenicidad en plantas

La infeccion por Fusarium oxysporum se inicia principalmente en las raices, donde conidios y
clamidosporas presentes en el suelo germinan en respuesta a exudados radiculares, permitiendo
la penetracion y colonizacion de los tejidos corticales (57,59). Durante este proceso, el hongo

secreta enzimas hidroliticas, como celulasas y pectinasas, que degradan la pared celular vegetal
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y facilitan la invasion (15). También, produce proteinas efectoras, como las proteinas SIX, que

modulan la respuesta inmune del hospedero y favorecen la colonizacion vascular (46).

Una vez en el xilema, el patdgeno se disemina sistémicamente mediante conidios transportados
por el flujo transpiratorio. La acumulaciéon de micelio, junto con metabolitos y sustancias
gomosas, ocasiona la obstruccion de los vasos, provocando sintomas como clorosis, necrosis y
marchitez, que pueden conducir a la muerte de la planta. Este conjunto de eventos forma parte
de un ciclo de infeccion continuo (Figura 3), en el cual las estructuras de resistencia persisten
en el suelo y reinician la infeccion bajo condiciones favorables, asegurando la permanencia del
patégeno. Ademas, estos mecanismos reflejan la capacidad del hongo para secretar moléculas

bioactivas, de interés en aplicaciones biotecnologicas (47).

Figura 3

Ciclo de infeccion de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en banano.

Nota: Dita et al, (47).

1.3.6. Metabolismo fungico

El metabolismo de F. oxysporum incluye rutas catabdlicas y anabdlicas complejas que permiten
la transformacion de sustratos en biomasa y metabolitos secundarios. La glucdlisis, el ciclo de
Krebs y la via de las pentosas fosfato desempefian un papel central en la generacion de energia
y precursores biosintéticos. Ademads, este hongo posee la capacidad de secretar enzimas
extracelulares que degradan polimeros complejos, facilitando la asimilacién de nutrientes. Esta

caracteristica es especialmente relevante en medios de cultivo ricos en sustratos complejos. En
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el contexto de esta investigacion, el estudio del metabolismo permite comprender la relacion
entre consumo de sustrato (DNS), crecimiento (biomasa) y produccion de exopolisacaridos

(45).
1.3.7.  Producciéon de metabolitos secundarios

F. oxysporum es capaz de sintetizar diversos metabolitos secundarios, incluyendo micotoxinas,
pigmentos y compuestos bioactivos. Estos metabolitos son producidos principalmente durante
la fase estacionaria de crecimiento y estan influenciados por condiciones ambientales y
nutricionales. Entre los compuestos reportados se encuentran fusarinas, beauvericina y acido
fusarico, algunos de los cuales presentan actividades biologicas relevantes. La produccion de
estos metabolitos refleja la capacidad biosintética del hongo, la cual también se extiende a la

sintesis de biopolimeros como los exopolisacaridos (48).
1.3.8. Produccion de exopolisacaridos en hongos filamentosos

Los exopolisacaridos (EPS) son polimeros extracelulares de alto peso molecular compuestos
principalmente por monosacaridos como glucosa, galactosa y manosa. En hongos filamentosos,

estos compuestos cumplen funciones estructurales, protectoras y de interaccion con el entorno
().

La produccion de EPS estad influenciada por factores como la fuente de carbono, la relacion
C/N, el pH y la aireacion. Generalmente, condiciones de estrés o limitacion nutricional

favorecen su sintesis (49).

En el caso de F. oxysporum, se ha reportado la produccion de EPS con posibles aplicaciones en
la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética, debido a sus propiedades viscosas,
antioxidantes y bioactivas. Este aspecto es central en la presente investigacion, donde se busca
optimizar las condiciones de cultivo para maximizar la produccion de EPS a partir de un

aislamiento obtenido de Musa paradisiaca (3).
1.3.9. Potencial biotecnoldgico de Fusarium oxysporum

Mas alld de su relevancia como fitopatdégeno, F. oxysporum posee un importante potencial
biotecnoldgico. Diversas cepas han sido utilizadas en la produccion de enzimas industriales,
biocontrol de patogenos y sintesis de compuestos bioactivos. De igual manera, su capacidad
para producir exopolisacaridos lo posiciona como un candidato prometedor en el desarrollo de
biomateriales y productos de valor agregado, especialmente en sectores como el

dermocosmético, donde estos compuestos pueden actuar como agentes hidratantes y
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estabilizantes. En este contexto, el aislamiento y caracterizacion de cepas nativas, como la
obtenida de Musa paradisiaca, representan una estrategia relevante para identificar variantes

con alto rendimiento metabolico y potencial aplicacion industrial (50).
1.4. Exopolisacaridos (EPS): fundamentos y aplicaciones
1.4.1. Definicion y caracteristicas generales

Los exopolisacéridos (EPS) son biopolimeros extracelulares de naturaleza glucidica producidos
por microorganismos como bacterias, levaduras y hongos filamentosos, los cuales pueden
encontrarse asociados a la superficie celular o liberados al medio circundante. Estos compuestos
desempefian funciones esenciales en la supervivencia microbiana, incluyendo proteccion frente

a estrés ambiental, retencion de agua, interaccion célula-sustrato y formacion de biopeliculas
(51).

En hongos filamentosos, particularmente en especies del género Fusarium, los EPS también se
han vinculado con procesos de colonizacion vegetal y adaptacion a nichos ecologicos
especificos. Estudios recientes han demostrado que la produccion de EPS en estos organismos
puede variar significativamente segun la fuente de aislamiento, lo que resalta la importancia de
explorar matrices naturales como Musa paradisiaca para identificar cepas con alto potencial

biotecnoldgico (52,53).
1.4.2. Clasificacion: homopolisacaridos y heteropolisacaridos.

Los EPS se clasifican principalmente en homopolisacaridos y heteropolisacaridos en funcion
de su composicion monomérica. Los homopolisacaridos estan constituidos por un tnico tipo de
monosacarido (algunos ejemplos son: glucano, manano, galactano, celulosa, almidon y
glucogeno), mientras que los heteropolisacaridos presentan combinaciones complejas de

diferentes azucares, incluyendo hexosas, pentosas, dcidos urénicos entre otros (54).

Investigaciones recientes han sefialado que los heteropolisacéaridos presentan mayor diversidad
estructural y funcional, lo que se traduce en propiedades fisicoquimicas mas versatiles, tales
como mayor capacidad emulsificante, actividad antioxidante y comportamiento reoldgico
superior. En hongos como F. oxysporum, la produccion predominante de heteropolisacaridos

sugiere un potencial significativo para aplicaciones industriales de alto valor agregado (55).
1.4.3. Estructura quimicay composicién

La estructura de los EPS estd determinada por factores como el tipo de monosacaridos, la

configuracion de los enlaces glicosidicos, el grado de ramificaciéon y la presencia de grupos
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funcionales adicionales (acetilos, sulfatos o fosfatos). Estas caracteristicas estructurales

influyen directamente en sus propiedades bioldgicas y fisicoquimicas (56).

Estudios recientes utilizando técnicas como espectroscopia FTIR, RMN y cromatografia han
evidenciado que los EPS de origen fungico presentan estructuras complejas con enlaces [3-
glucanos y heteropolisacaridos ramificados, los cuales estan asociados con actividades
bioactivas como inmunomodulaciéon y actividad antioxidante. En el marco de esta
investigacion, la caracterizacion estructural de los EPS producidos por F. oxysporum permitira
establecer correlaciones entre composicion quimica y funcionalidad, aspecto clave para su

valorizacion biotecnologica (57,58).
1.4.4. Mecanismos de biosintesis de EPS

La biosintesis de exopolisacaridos (EPS) en microorganismos representa un proceso metabolico
complejo mediante el cual los intermediarios del metabolismo central son canalizados hacia la
formacion de biopolimeros extracelulares con elevada diversidad estructural. Este proceso se
organiza en tres etapas principales: activacion de precursores, polimerizacion y exportacion, las

cuales estan estrechamente reguladas por factores fisioldgicos y ambientales (73,74).

En la fase inicial, los azucares derivados de rutas como la glucolisis y la via de las pentosas
fosfato son transformados en azucares nucleotidos activados, tales como UDP-glucosa, GDP-
manosa y UDP-galactosa. Estos compuestos constituyen los sustratos directos para la sintesis
del polisacarido, estableciendo un vinculo funcional entre el metabolismo energético celular y
la produccion de EPS (59,60). La disponibilidad de estos precursores condiciona no solo el
rendimiento, sino también la composicion quimica del polimero sintetizado. La etapa de
polimerizacion esta mediada por glicosiltransferasas especificas que catalizan la formacion de
enlaces glucosidicos, determinando la arquitectura primaria del polisacarido. La variabilidad en
la secuencia de incorporaciéon de mondmeros, asi como en el tipo de enlace y grado de
ramificacion, da lugar a una amplia diversidad estructural que influye directamente en las
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los EPS (61,62). Finalmente, la exportacion del
polisacarido implica sistemas de secrecion que permiten su liberacion al entorno extracelular o
su asociacion con la superficie celular, como se observa en la Figura 4. Este proceso puede
estar acoplado a la sintesis o ocurrir de forma independiente, dependiendo del tipo de
microorganismo y del sistema biosintético implicado. La eficiencia de esta etapa es
determinante para la acumulaciéon del EPS en el medio de cultivo y, por tanto, para su

aprovechamiento biotecnolégico (59,63).
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Figura 4

Ruta general de biosintesis de exopolisacaridos (EPS) en microorganismos.
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Aunque estos mecanismos generales son compartidos por diversos grupos microbianos, existen
diferencias significativas en la organizacion celular y en los sistemas enzimaticos involucrados.
Estas particularidades seran abordadas en la siguiente seccion desde una perspectiva productiva

y comparativa (62).
1.4.5. Regulacion metabodlica de la sintesis de EPS

La sintesis de EPS estd sujeta a regulacion metabodlica compleja influenciada por factores
ambientales y nutricionales. Un alto cociente carbono/nitrégeno favorece la acumulacion de
EPS, debido a la canalizacion del exceso de carbono hacia rutas de almacenamiento en forma
de polisacaridos (64). Adicionalmente, condiciones de estrés como limitacion de nutrientes,
cambios de pH o estrés osmdtico pueden inducir la sobreproduccion de EPS como mecanismo
de defensa celular (65). Investigaciones recientes han identificado genes reguladores y sistemas
de sefializacién que controlan la expresion de enzimas clave en la biosintesis de EPS, lo que

abre posibilidades para estrategias de ingenieria metabolica (66).
1.4.6. Métodos de extraccion y purificacion

La recuperacion de EPS a partir de cultivos microbianos implica etapas de separacion de

biomasa, precipitacion y purificacion. Generalmente, se emplea etanol frio para inducir la
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precipitacion del polisacarido, seguido de procesos como didlisis, ultrafiltracion y
cromatografia. Avances recientes han incorporado técnicas mas eficientes como la purificacion
asistida por membranas y cromatografia de alta resolucion, que permiten obtener EPS con

mayor grado de pureza y reproducibilidad (67).

En el caso de hongos filamentosos, la viscosidad del medio y la presencia de metabolitos
secundarios representan desafios adicionales, por lo que la estandarizacion del proceso de

extraccion es fundamental para la caracterizacion adecuada (68).
1.4.7. Metodos de cuantificacion

La cuantificacion de EPS puede realizarse mediante métodos clasicos y modernos. El método
DNS continua siendo ampliamente utilizado para la determinacioén de azucares reductores tras
hidrolisis, mientras que el método gravimétrico permite estimar la produccion total de biomasa
polisacaridica (69). Adicionalmente, técnicas como el método fenol-acido sulfurico y la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) permiten una cuantificacion mas precisa y
caracterizacion detallada de los monosacéridos constituyentes. La combinacion de estos
métodos proporciona una evaluacion robusta de la produccion de EPS en estudios

experimentales como el presente (70).
1.4.8. Propiedades fisicoquimicas

Los EPS presentan propiedades fisicoquimicas altamente dependientes de su estructura
molecular, incluyendo viscosidad, solubilidad, capacidad de retencion de agua vy
comportamiento reoldgico (71). Estudios recientes han destacado su capacidad para formar
geles estables, actuar como agentes emulsificantes y mejorar la estabilidad de sistemas
coloidales, lo que los convierte en compuestos de interés en multiples industrias. En EPS de
origen fungico, se ha observado ademds actividad antioxidante y biocompatibilidad,

caracteristicas relevantes para aplicaciones biomédicas y cosméticas (52).
1.4.9. Aplicaciones industriales, farmacéuticas y cosméticas

Los EPS tienen aplicaciones ampliamente documentadas en sectores industriales. En la
industria alimentaria, se utilizan como estabilizantes y modificadores de textura; en
farmacéutica, se investigan por sus propiedades bioactivas, incluyendo actividad
inmunomoduladora y antioxidante. En la industria cosmética, los EPS han cobrado creciente
interés debido a su capacidad hidratante, formacioén de peliculas protectoras y mejora de la

sensorialidad de formulaciones dermatolégicas (72).
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En este contexto, la produccion de EPS a partir de F. oxysporum aislado de Musa paradisiaca
representa una estrategia innovadora para el desarrollo de bioproductos sostenibles, alineados

con tendencias actuales de economia circular y biotecnologia verde (73).
1.5. Produccion de EPS en microorganismos
1.5.1.  Produccion de EPS en bacterias

En bacterias, la produccion de EPS se lleva a cabo mediante sistemas biosintéticos organizados
principalmente a nivel de la membrana citoplasmatica, lo que permite una sintesis eficiente y
altamente coordinada. Los mecanismos mas relevantes incluyen las vias dependientes de
Wzx/Wzy, los sistemas de transporte tipo ABC y las rutas mediadas por polisacarido sintasas.
En el sistema Wzx/Wzy, las unidades repetitivas del polisacarido son sintetizadas
intracelularmente y posteriormente translocadas a través de la membrana mediante proteinas
especificas, donde son polimerizadas. Por otro lado, en los sistemas ABC, el polisacarido
completo es ensamblado en el citoplasma y exportado mediante transportadores dependientes
de ATP. Asimismo, los sistemas de sintasas permiten la polimerizacion y exportacion

simultaneas del polimero, lo que optimiza la eficiencia del proceso (74,75).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, las bacterias presentan ventajas significativas, tales
como rapido crecimiento, facilidad de manipulacion genética y altos rendimientos de
produccion, lo que las convierte en sistemas ampliamente utilizados a escala industrial. No
obstante, los EPS bacterianos suelen presentar menor complejidad estructural en comparacion
con los producidos por organismos eucariotas, lo que puede limitar ciertas aplicaciones de alto

valor funcional (76).
1.5.2.  Produccién de EPS en hongos

En los hongos filamentosos, la produccion de EPS se caracteriza por un sistema biosintético
compartimentalizado, en el que participan organelos como el reticulo endoplasmatico y el
aparato de Golgi. Este tipo de organizacidon permite una mayor sofisticacion en la sintesis y

modificacion estructural de los polisacaridos (61,62).

Las glicosiltransferasas localizadas en el aparato de Golgi catalizan la elongacion y
modificacién del polisacéarido, el cual es posteriormente transportado hacia la membrana
plasmatica mediante vesiculas secretoras. Este mecanismo favorece la generacion de EPS con
mayor heterogeneidad estructural, ramificacion y funcionalidad, lo que se traduce en
propiedades fisicoquimicas avanzadas. Aunque los hongos presentan tasas de crecimiento mas

lentas y requieren condiciones de cultivo mas especificas, destacan por su capacidad para
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producir biopolimeros con propiedades bioactivas superiores, lo que ha incrementado su

relevancia en aplicaciones farmacéuticas, cosméticas y biomédicas (76).
1.5.3. Comparacion entre sistemas bacterianos y fungicos

Las diferencias entre bacterias y hongos en la produccion de EPS responden principalmente a
su organizacion celular y a la complejidad de sus sistemas biosintéticos. En bacterias, la sintesis
estd estrechamente asociada a la membrana plasmatica y sigue rutas relativamente directas, lo
que favorece altos rendimientos y rapidez en la produccion (74). En contraste, los hongos
presentan un sistema biosintético compartimentalizado que involucra multiples etapas
intracelulares, incluyendo procesamiento en el aparato de Golgi y transporte vesicular (Figura
5). Esta organizacion permite la formacion de polisacaridos con estructuras mas complejas y

propiedades funcionales superiores, tales como mayor viscosidad y bioactividad (59).

Desde una perspectiva comparativa, puede establecerse que los sistemas bacterianos estan
orientados a la eficiencia productiva, mientras que los sistemas fingicos destacan por la calidad
estructural y funcional de los EPS producidos. Esta diferencia resulta clave en la seleccion del
microorganismo dependiendo de la aplicacion final del biopolimero, particularmente en
sectores donde la funcionalidad biologica es determinante. En este contexto, los hongos
filamentosos, como Fusarium oxysporum, representan una alternativa prometedora para la
produccion de EPS con propiedades diferenciadas, aunque su aprovechamiento requiere una

optimizacion rigurosa de las condiciones de cultivo (76).

Figura 5
Esquema comparativo de la biosintesis de EPS en bacterias (vias Wzx/Wzy, ABC y

sintasa) y hongos filamentosos (sintesis en Golgi y secrecion vesicular).
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1.5.4. Ventajas de los hongos filamentosos en bioprocesos

Los hongos filamentosos constituyen sistemas biotecnoldgicos altamente eficientes para la
produccion de exopolisacaridos (EPS), principalmente debido a su capacidad de secrecion
extracelular, lo que facilita los procesos de recuperacion y purificacion, reduciendo la

complejidad del procesamiento downstream y los costos operativos (77).

Adicionalmente, presentan una notable versatilidad metabolica que les permite utilizar diversas
fuentes de carbono, incluyendo residuos agroindustriales, contribuyendo a la sostenibilidad de
los bioprocesos y al aprovechamiento de subproductos en el marco de la economia circular (78).
También, estos microorganismos muestran tolerancia a variaciones en condiciones
fisicoquimicas como pH, temperatura y disponibilidad de oxigeno, y pueden desarrollarse tanto
en fermentacion sumergida como en estado solido, lo que amplia las estrategias de optimizacion
del cultivo. Como se observa en la Tabla 1, estas caracteristicas se reflejan en la diversidad de
hongos productores de EPS y en sus distintos rendimientos bajo condiciones de cultivo
especificas. En este contexto, el aislamiento de cepas a partir de Musa paradisiaca podria
favorecer la obtencion de microorganismos adaptados a sustratos naturales, incrementando la

eficiencia productiva (79).
1.6. Factores que influyen en la produccion de exopolisacaridos (EPS)

La produccion de exopolisacaridos (EPS) en hongos filamentosos es un proceso
metabolicamente regulado que depende de la interaccion de factores fisicoquimicos y
nutricionales. Estos biopolimeros se sintetizan a partir de intermediarios del metabolismo
central, por lo que su rendimiento esta estrechamente vinculado a la disponibilidad de nutrientes
y a las condiciones del cultivo. En términos generales, diversos estudios reportan que la
produccion de EPS en sistemas fingicos puede situarse en rangos aproximados de 5 a 20 g/L,

dependiendo de la cepa y de la optimizacion de las condiciones de cultivo (80,81).

Asimismo, dichas condiciones influyen en propiedades estructurales del EPS, como el peso
molecular y su composicion monosacaridica, factores que determinan sus propiedades

funcionales y potenciales aplicaciones biotecnologicas (82).
1.6.1. Influencia del pH en sistemas microbianos

El pH del medio de cultivo desempefia un papel fundamental en la regulacion de la actividad
enzimatica, la disponibilidad de nutrientes y la estabilidad de los sistemas celulares. En hongos
productores de EPS, se ha descrito que valores ligeramente acidos, generalmente en un rango

de pH 5.0 a 6.5, favorecen la biosintesis de polisacaridos extracelulares (82,83).
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El control del pH contribuye a mantener condiciones Optimas para la actividad de enzimas como
las glicosiltransferasas, responsables de la formacion de enlaces glucosidicos. Asimismo, el pH
actiia como una sefal ambiental que modula la expresion génica en hongos, influyendo en rutas
metabolicas relacionadas con la secrecion de metabolitos. Por el contrario, desviaciones
significativas de este rango pueden afectar la estabilidad enzimatica y reducir la eficiencia del
proceso productivo. En Fusarium oxysporum, este parametro también influye en la morfologia
micelial y en la capacidad de secrecion, por lo que su control es esencial en la optimizacion del

cultivo (80).
1.6.2. Temperaturay condiciones de incubacion

La temperatura es un factor clave que regula la velocidad de las reacciones metabolicas y el
crecimiento microbiano. En hongos filamentosos, la produccion de EPS suele favorecerse en
un rango de temperatura de 25 a 30 °C, donde se optimiza la actividad enzimatica y la dinamica

celular (82).

Condiciones fuera de este rango pueden inducir estrés térmico o disminuir la eficiencia
metabolica, afectando la biosintesis de polisacaridos. Ademas, la temperatura puede influir en
propiedades del medio, como la viscosidad y la difusion de nutrientes, lo que repercute
indirectamente en la produccion de EPS. En el caso de Fusarium oxysporum, la evaluacion de
este parametro permitird identificar condiciones que favorezcan tanto el crecimiento como la

produccion de metabolitos extracelulares (84).
1.6.3. Fuente de carbono

La fuente de carbono constituye el principal sustrato para la produccion de EPS, al proporcionar
energia y precursores estructurales. La glucosa es uno de los sustratos mas utilizados debido a
su facil asimilacion, empledndose comunmente en concentraciones intermedias que permiten
un adecuado equilibrio metabdlico (80,82). Sin embargo, el uso de sustratos alternativos,
especialmente residuos agroindustriales, ha cobrado relevancia en los tltimos afios por su bajo
costo y sostenibilidad. Estos materiales pueden ser hidrolizados por enzimas fungicas, liberando
azucares fermentables que contribuyen a la biosintesis de EPS. Asimismo, el tipo de fuente de
carbono influye en la composicion y estructura del polisacarido producido, afectando sus
propiedades fisicoquimicas y funcionales. En esta investigacion, el uso de Musa paradisiaca

representa una estrategia viable para evaluar su potencial como sustrato alternativo (81).
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1.6.4. Fuente de nitrégeno

El nitrogeno es un elemento esencial para la sintesis de proteinas, enzimas y cofactores
implicados en la produccion de EPS. Pueden ser organicas (extracto de levadura, peptonas) o
inorganicas (nitratos, amonio), y su naturaleza influye en la produccion de EPS. Las fuentes
orgénicas, como el extracto de levadura, son ampliamente utilizadas debido a su contenido en
aminodcidos, vitaminas y otros factores de crecimiento (80,82). La disponibilidad de nitrégeno
influye en el balance metabolico del microorganismo. Condiciones de disponibilidad moderada
tienden a favorecer la produccion de EPS, mientras que concentraciones elevadas promueven
el crecimiento celular por encima de la sintesis de metabolitos secundarios. En Fusarium
oxysporum, la seleccion de la fuente nitrogenada serd determinante para optimizar la eficiencia

del proceso productivo (84).
1.6.5. Relacion carbono/nitrégeno (C/N)

La relacion carbono/nitrogeno (C/N) es un parametro importante que regula la distribucion del
metabolismo entre crecimiento celular y produccion de EPS. En sistemas fungicos, se ha
reportado que una mayor proporcion de carbono respecto al nitrogeno, generalmente entre 20:1

y 40:1, favorece la acumulacion de polisacaridos extracelulares (82).

Este comportamiento se asocia con una limitacion relativa de nitrogeno, la cual induce al
microorganismo a redirigir el carbono hacia la sintesis de compuestos extracelulares. En
contraste, relaciones C/N bajas favorecen el crecimiento celular activo. En esta investigacion,
la relacion C/N constituye un factor relevante en la optimizacion de la produccion de EPS en

Fusarium oxysporum (84).
1.6.6. Aireacién y condiciones de cultivo

La aireacion es un factor determinante en cultivos aerdbicos, ya que el oxigeno es necesario
para la respiracion celular y la generacion de energia metabdlica. En cultivos de hongos
filamentosos, la aireacion también influye en la morfologia del crecimiento, lo que puede
afectar la secrecion de EPS (97). Condiciones adecuadas de agitacion permiten mejorar la
transferencia de oxigeno y la homogeneidad del medio, favoreciendo la produccion. Sin
embargo, niveles excesivos pueden generar dano mecédnico en el micelio, afectando
negativamente el proceso. En Fusarium oxysporum, el control de la aireacion serd clave para

optimizar tanto el crecimiento como la produccion de polisacaridos extracelulares (84).
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1.6.7. Tiempo de fermentacion

El tiempo de fermentacion define la fase fisiologica del microorganismo y, en consecuencia, la
produccion de EPS. En hongos filamentosos, la sintesis de estos biopolimeros suele
incrementarse en la fase estacionaria del crecimiento, cuando los nutrientes comienzan a

limitarse (80).

En términos generales, la producciéon méaxima se alcanza en periodos intermedios del cultivo,
suele alcanzarse entre 7 y 14 dias, tras los cuales puede producirse degradacion del polimero
debido a la actividad enzimatica. Por ello, la determinacién del tiempo 6ptimo de fermentacion
resulta fundamental para maximizar el rendimiento. En esta investigacion, este pardmetro

permitira identificar el punto de mayor produccion de EPS en Fusarium oxysporum (83).
1.6.8. Interaccion de variables en sistemas bioldgicos

Los factores que influyen en la produccion de EPS no actian de manera independiente, sino
que interactuan entre si generando efectos sinérgicos o antagonistas. Por ello, la optimizacion
de estos procesos requiere un enfoque multifactorial que considere la interaccion entre variables

(82).

El uso de herramientas estadisticas, como la metodologia de superficie de respuesta, ha
demostrado ser eficaz para identificar condiciones Optimas de cultivo, permitiendo mejorar
significativamente la produccion de EPS. En el contexto de esta investigacion, el analisis
integrado de variables como pH, temperatura, fuentes nutricionales y tiempo de fermentacion
permitird establecer condiciones dptimas para la produccion de EPS por Fusarium oxysporum
aislado de Musa paradisiaca, contribuyendo al desarrollo de procesos biotecnologicos

sostenibles (80).
1.7. Cinética y optimizacion del proceso biotecnoldgico

La cinética de los procesos biotecnologicos constituye un pilar fundamental para comprender,
describir y optimizar la produccién de metabolitos de interés. En sistemas microbianos, este
enfoque permite establecer relaciones cuantitativas entre el crecimiento celular, el consumo de
sustrato y la formacion de productos, facilitando el disefio de estrategias que maximicen el
rendimiento del proceso. En particular, en hongos filamentosos como Fusarium oxysporum, la
complejidad morfolégica y metabdlica introduce variaciones en los patrones cinéticos, lo que
exige un analisis mas detallado para su adecuada optimizacion. En el contexto de la produccion

de exopolisacaridos (EPS), la cinética permite identificar condiciones Optimas de cultivo,
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tiempos de cosecha y estrategias de alimentacion, aspectos clave para mejorar la productividad

del sistema (85,86).
1.7.1. Fases de crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano en sistemas discontinuos (batch) sigue un patron caracteristico
dividido en cuatro fases: latencia, exponencial, estacionaria y de muerte. Durante la fase de
latencia, los microorganismos se adaptan al nuevo entorno sin incremento significativo en
biomasa. Posteriormente, en la fase exponencial, se produce una rapida division celular con una
tasa especifica de crecimiento constante, considerada maxima bajo condiciones Optimas. La
fase estacionaria se caracteriza por un equilibrio entre crecimiento y muerte celular debido al
agotamiento de nutrientes o acumulacion de metabolitos inhibidores, mientras que la fase de
declive implica la disminucion progresiva de la viabilidad celular. Como se observa en la
Figura 6, la dindmica del crecimiento microbiano que sigue un patrén tipico dividido en fases
de latencia, exponencial, estacionaria y de muerte, donde la produccién de exopolisacéaridos

(EPS) se asocia principalmente con la fase exponencial tardia y la fase estacionaria (87,88).

Figura 6
Curva de crecimiento microbiano, consumo de sustrato y formacion de exopolisacaridos
(EPS) en funcion del tiempo, mostrando las fases de latencia, exponencial, estacionaria y

de muerte.
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En hongos filamentosos, estas fases pueden presentar variaciones debido a la formacion de
estructuras como micelio disperso o pellets, lo cual influye en la transferencia de oxigeno y
nutrientes. En el caso de Fusarium oxysporum, estas caracteristicas morfologicas pueden
afectar directamente la produccion de EPS, ya que la sintesis de estos biopolimeros suele
intensificarse en etapas especificas del crecimiento, particularmente hacia la fase estacionaria

(89).
1.7.2.  Cinética de crecimiento en hongos filamentosos

La cinética de crecimiento en hongos filamentosos presenta particularidades asociadas a su
organizacion multicelular y a la heterogeneidad del cultivo. A diferencia de bacterias
unicelulares, estos organismos desarrollan redes miceliales cuya extension depende tanto de la
tasa de elongacion de las hifas como de la ramificacion. Este comportamiento dificulta la
medicion directa de pardmetros cinéticos y requiere el uso de modelos adaptados, como el
modelo de crecimiento de Monod, con modificaciones que consideran limitaciones difusionales

(86,90).

La tasa especifica de crecimiento () en estos sistemas no solo depende de la concentracion de
sustrato, sino también de factores fisicos como la viscosidad del medio y la disponibilidad de
oxigeno. En cultivos de Fusarium oxysporum, se ha observado que la morfologia influye
significativamente en la eficiencia del proceso, afectando tanto la acumulacion de biomasa
como la produccion de EPS. En este sentido, el control de variables como agitacion, aireacion
y concentracion de nutrientes resulta esencial para dirigir la cinética hacia condiciones

favorables de produccion (91).
1.7.3. Relacion biomasa—sustrato—producto (X-S-P)

La relacion entre biomasa (X), sustrato (S) y producto (P) constituye la base del analisis cinético
en bioprocesos. La relacion entre biomasa, sustrato y producto durante el cultivo se representa
en la Figura §, evidenciando que el consumo de sustrato precede al incremento en la produccion
de EPS. Esta relacion se describe mediante coeficientes de rendimiento, como el rendimiento
de biomasa respecto al sustrato (Yxs) y el rendimiento de producto respecto al sustrato (Yps),

los cuales permiten evaluar la eficiencia del sistema (86,87).

El consumo de sustrato estd directamente vinculado tanto al crecimiento celular como a la
formacion de metabolitos. En el caso de la produccion de EPS, parte del carbono asimilado se
dirige hacia la sintesis de estos polimeros extracelulares, lo que implica una competencia

metabolica entre crecimiento y produccion. Para Fusarium oxysporum, el estudio de esta
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relacion resulta crucial, ya que permite determinar condiciones en las cuales el flujo de carbono
se favorece hacia la produccion de EPS en lugar de la generacion exclusiva de biomasa. Esto
es especialmente relevante en procesos de optimizacion, donde se busca maximizar el

rendimiento del producto final (1).
1.7.4.  Produccion asociada y no asociada al crecimiento

La formaciéon de productos en cultivos microbianos puede clasificarse en dos categorias
principales: asociada al crecimiento y no asociada al crecimiento. En la produccion asociada,
la sintesis del producto ocurre principalmente durante la fase exponencial y estd directamente
ligada a la tasa de crecimiento celular. En contraste, la produccion no asociada se manifiesta

principalmente en la fase estacionaria, cuando el crecimiento se desacelera o cesa (86,88).

Muchos exopolisacaridos microbianos son considerados metabolitos secundarios o productos
parcialmente asociados al crecimiento, ya que su sintesis puede iniciar durante la fase
exponencial, pero intensificarse en la fase estacionaria. En Fusarium oxysporum, este
comportamiento sugiere que la produccion de EPS podria seguir un modelo mixto, donde tanto
el crecimiento como los factores de estrés ambiental influyen en la sintesis. Este entendimiento
permite diseflar estrategias de cultivo mas eficientes, como la limitacion controlada de

nutrientes o la extension de la fase estacionaria para incrementar la produccion (91,1).
1.7.5. Determinacion del tiempo éptimo de produccion

La determinacion del tiempo 6ptimo de produccion es un aspecto critico en la optimizacion de
bioprocesos, ya que define el momento en el cual se alcanza la méxima concentracién del

producto de interés antes de que ocurran procesos de degradacion o pérdida de actividad (85).

Este parametro se establece mediante el monitoreo simultaneo de biomasa, consumo de sustrato
y formacién de producto a lo largo del tiempo. La integracion de estos datos permite identificar
el punto en el cual la velocidad de produccién es maxima o el rendimiento es mas favorable.
En el caso de la produccion de EPS por Fusarium oxysporum, el tiempo 6ptimo suele coincidir
con el final de la fase exponencial o el inicio de la fase estacionaria, dependiendo de las
condiciones de cultivo. Por ello, el analisis cinético no solo facilita la comprension del proceso,
sino que también orienta la toma de decisiones para la cosecha del cultivo y la maximizacion

del rendimiento (89,91).
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1.7.6.  Estrategias de optimizacion en bioprocesos

La optimizacion de bioprocesos representa un componente esencial en la ingenieria metabodlica
y de fermentacidn, ya que permite incrementar la eficiencia de produccion mediante el ajuste
simultdneo de multiples variables operacionales. En sistemas bioldgicos complejos como los
hongos filamentosos, la produccion de exopolisacaridos (EPS) estd influenciada por
interacciones no lineales entre factores ambientales y nutricionales, lo que dificulta la
prediccion mediante enfoques univariantes tradicionales. El enfoque clasico “one-factor-at-a-
time” ha sido ampliamente cuestionado debido a su incapacidad para detectar interacciones
entre variables y su baja eficiencia experimental. En contraste, los métodos estadisticos
multivariantes permiten evaluar simultineamente efectos principales e interacciones,

reduciendo el nimero de experimentos y aumentando la robustez del modelo predictivo (7).

En bioprocesos fungicos, estas estrategias son particularmente relevantes debido a la plasticidad
metabolica de organismos como Fusarium oxysporum, donde la produccion de metabolitos
extracelulares estd estrechamente vinculada a la redistribucion del flujo de carbono bajo

condiciones ambientales especificas (91).
1.7.7. Metodologia de superficie de respuesta (RSM)

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es un conjunto de técnicas estadisticas
utilizadas para modelar y optimizar procesos en los que una variable de respuesta depende de
multiples factores independientes. Su fundamento se basa en la aproximacion de sistemas
complejos mediante modelos polindmicos de segundo orden, capaces de describir tanto efectos
lineales como interacciones y curvaturas en el espacio experimental. Este enfoque fue
formalmente introducido por Box y Wilson en el desarrollo tedrico de la optimizacioén

experimental. El modelo general se expresa como (92).
Y=Bo+XBXi+XBuX? + 2B XiX; (1)

Donde Y representa la respuesta experimental y X;los factores independientes y S los
coeficientes de regresion asociados a cada término del modelo. En biotecnologia, la RSM ha
demostrado alta eficiencia en la optimizacion de metabolitos microbianos, incluyendo
polisacaridos, enzimas y compuestos bioactivos, permitiendo identificar condiciones Optimas
con menor carga experimental y alta precision predictiva. En el caso de EPS fungicos, la RSM
es particularmente util debido a la naturaleza no lineal de su biosintesis, la cual depende de la
interaccion entre disponibilidad de carbono, nitrégeno y condiciones fisico-quimicas del cultivo

(93).
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1.7.8. Disefio experimental Box—-Behnken

El disefio Box—Behnken (BBD) es un disefio experimental de segundo orden ampliamente
utilizado dentro de la RSM debido a su eficiencia estadistica y su capacidad para evitar
combinaciones extremas de factores. Este disefio reduce el nimero de experimentos requeridos
en comparacion con disefos factoriales completos, manteniendo alta precision en la estimacion
de efectos cuadraticos e interacciones. EI BBD es especialmente adecuado para sistemas
biologicos sensibles, ya que evita condiciones experimentales extremas que podrian afectar la

viabilidad celular o inducir estrés metabodlico no representativo del sistema real (7).

En procesos de fermentacion flingica, su aplicacion permite optimizar simultaneamente
variables criticas como pH, temperatura, concentracion de sustrato y tiempo de incubacion,
maximizando la produccion de EPS en condiciones controladas. Un estudio en hongos
productores de polisacaridos demostré que el uso de BBD permite alcanzar coeficientes de
determinacion elevados (R? > 0.98), validando su capacidad predictiva en sistemas biologicos

complejos (94).
1.7.9. Modelos matematicos en la optimizacion de bioprocesos

Los modelos matemdticos en bioprocesos constituyen representaciones simplificadas de
sistemas bioldgicos que permiten describir la relacion entre variables de entrada y salida. En la
produccion de EPS, estos modelos integran fendmenos de crecimiento celular, consumo de
sustrato y sintesis de metabolitos extracelulares. El modelo polindmico de segundo orden
utilizado en RSM no pretende describir mecanismos bioquimicos detallados, sino aproximar el
comportamiento global del sistema dentro de un rango experimental definido. Su utilidad radica
en su capacidad predictiva y en la identificacion de regiones dptimas de operacion. En hongos
filamentosos como Fusarium oxysporum, la produccion de EPS estd asociada a cambios en el
flujo metabdlico del carbono hacia rutas de biosintesis de polisacaridos extracelulares,
especialmente bajo condiciones de limitacion nutricional o estrés ambiental. Este
comportamiento justifica el uso de modelos empiricos, ya que los sistemas bioldgicos presentan

alta complejidad no lineal y variabilidad intrinseca (91).
1.7.10. Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza (ANOVA) es una herramienta estadistica fundamental para evaluar la
significancia de los modelos obtenidos mediante RSM. Su funcién principal es determinar si
las variaciones observadas en la respuesta son atribuibles a los factores estudiados o al error

experimental. Los parametros clave incluyen el valor F, el nivel de significancia (p-value), el
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coeficiente de determinacion ajustado (R? adj) y la prueba de falta de ajuste (Lack of Fit). Un
modelo estadisticamente robusto presenta alta significancia global, bajo error residual y
ausencia de falta de ajuste significativo. En estudios de optimizacion de EPS, el ANOVA ha
demostrado ser crucial para validar modelos predictivos en sistemas biologicos altamente

variables, garantizando la reproducibilidad experimental (93).
1.7.11. Interaccion de variables y optimizacion de condiciones

En sistemas biologicos complejos, las variables no actian de forma independiente, sino que
presentan interacciones sinérgicas o antagonistas que afectan la respuesta global del sistema.
Estas interacciones son particularmente relevantes en hongos filamentosos, donde la morfologia
micelial influye directamente en la transferencia de masa y en la eficiencia de secrecion de EPS.
La RSM permite cuantificar estas interacciones mediante términos cruzados en el modelo
matematico, lo que facilita la identificaciéon de combinaciones 6ptimas de factores. Desde una
perspectiva metabolica, estas interacciones reflejan la regulacion simultinea de rutas de
carbono, energia y balance redox. En Fusarium oxysporum, la interaccion entre pH y fuente de
nitrégeno puede modificar la actividad enzimdtica asociada a la sintesis de polisacaridos,

generando variaciones significativas en el rendimiento de EPS (91).
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS
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1. Materiales y métodos
1.1. Area de estudio

1.1.1. Ubicacion espacial

Los trabajos de muestreo se realizaron en campos de cultivo de Musa paradisiaca con presencia
de plantas que presentaban sintomas de pudricion, ubicados en el Centro Poblado Molino
Cajanleque, distrito de Chocope, provincia de Ascope, region La Libertad, Pera. El area de
estudio presenta un clima céalido-seco subtropical, con una temperatura media anual entre 22 y
28 °C. El sitio de muestreo fue seleccionado en coordinacion con el productor agricola
responsable del cultivo, de donde se recolecto tejido vegetal en estado de descomposicion para

el aislamiento de hongos con potencial biotecnolédgico.

Figura 7

Esquema de cultivo de Platano de Molino Cajanleque ubicado en el distrito de Chocope
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Nota: Sistema Nacional de Informacion Ambiental, (95).

Ubicacion temporal

El trabajo experimental se realiz entre los meses de enero de 2025 y marzo de 2026 conforme

a la disponibilidad de los equipos analiticos.
1.1.3. Ambientes de investigacion

La investigacion presente fue realizada en los ambientes de investigacion del Laboratorio de

Bioprocesos (F-405), del Laboratorio de Microalgas (E-406) y del Laboratorio H-301 bajo
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condiciones controladas de bioseguridad y esterilidad de nivel basico (BSL-1) de la
Universidad Catolica de Santa Maria (UCSM) en la provincia de Arequipa, departamento de

Arequipa, Peru.
1.2. Materiales, reactivos, equipos y software
1.2.1. Material bioldgico

Se extrajeron muestras del micelio correspondiente al sistema vascular de la planta
(xilema/floema) de plantas enfermas de banano (cultivo de musaceas, Musa paradisiaca), las
cuales fueron extraidas con cuidado y procurando evitar la contaminacion con la rizosfera o su
tejido radicular externo, con el objetivo de obtener aislamientos fungicos del tejido vascular,

para su posterior identificacién morfologica y molecular.

1.2.2. Materiales de laboratorio

e Placas Petri 90 x 15 mm, asa de Kolle con punta y aro, mechero Bunsen, cinta Parafilm.
e Lamina portaobjetos, pinzas y cinta adhesiva transparente (para montaje de micelio).

e Tubos de ensayo con tapa rosca de 16 x 150 mm, matraces, fiolas, y probetas de vidrio de

diferentes volumenes.
e Vasos de precipitacion de 10 ml, 50 ml, 100 ml y 250 ml.
e Bagueta
e Tubos Eppendorf de 1,5 mL
e Tubos Falcon de 15y 50 ml
e Micropipetas de 200 y 1000 pL, puntas para micropipeta de 20 — 200 pL y 100 — 1000 pL.
e Pipetas graduadas de 1,5y 10 mL.
e Tiras de pH.
e Piseta, espatula, cucharas, mortero, gradillas
1.2.3. Reactivos Quimicos
e PDA (Potato Dextrose Agar)
e Etanol 70 y 96 %, hipoclorito de sodio (4%)

e Azul de Lactofenol
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Fuente de carbono y nitrégeno: Glucosa, Extracto de levadura

Fuentes de fosforo y fosfatos / Tampones (buffers): Fosfato monopotasico (KoHPO4)

Fuente de Potasio/Osmorregulador: KCI.

Fuente de iones metalicos/cofactores: sulfato de magnesio heptahidratado (MgSQO4-7H>0)

y sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4-7H20).
Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
Acido sulfarico concentrado

Fenol al 5%

1.2.4. Equipos

Balanza analitica Ohaus Adventurer AR2140

Vortex con cabezal adaptador (codigo 004050)

Bafo Maria Selecta Precisterm

Cémara de Flujo Laminar Horizontal C4 (codigo 03005000107)
Microscopio 6ptico Kossodo 0L01640

Céamara de incubacion de metal de estufa (codigo: 03005004296)
Refrigeradora

Autoclave Vertical GEMMY INDUSTRIAL CORP. (N° 1318969)
Campana de extraccion de gases

Agitador Orbital (03-005-001348)

Cocinilla Eléctrica

Desecador para Vacio (03005003987)

Centrifugadora

Equipo de FTIR, Thermo Scientific Nicolet Summit FTIR Spectrometer.

Espectrofotometro UV—Visible (Shimadzu UV-1800®).
pH-metro digital y agitador magnético.

Lector de microplacas
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1.25. Otros materiales

e Papel Aluminio

e Papel Craft

e Bolsas de Polipropileno

e (uantes, mascarilla y gorra estéril

e Rotuladores, ligas, regla y cinta Masking Tape
e Papel Toalla Absorbente

e Pinzas y bisturi

e Filtros de 0.45 um

1.2.6. Software estadistico

Se empleo el software Design Expert para obtener los datos estadisticos mediante analisis de
varianza (ANOVA), asi como para la generacion de modelos matematicos y la generacion de

graficas de optimizacion de las variables evaluadas.
1.3. Métodos

1.3.1. Tipoy disefio de investigacion

1.3.1.1. Tipo de investigacion

El presente estudio corresponde a una investigacion de tipo aplicada, ya que el objetivo fue
obtener exopolisacaridos a partir de un hongo Fusarium Oxysporum; este microorganismo por
ser de caracter patdgeno, es causante de la marchitez de la planta de banano, conocido como
Mal de Panamad, sin embargo, este estudio busca comprender las condiciones del sistema y
optimizar en condiciones controladas la produccion de exopolisacaridos y aportar conocimiento
practico que pueda ser aprovechado como potencial aplicacién en diversas industrias. La
investigacion se realizd de manera experimental, en donde se evalud el efecto de las variables
independientes sobre la produccion de EPS. Para ello, se eligio el disefio Box-Behnken, que
permitié analizar los efectos individuales, asi como sus interacciones entre las variables de
estudio. A partir del ajuste estadistico mediante el software Design Expert, se selecciond el
mejor modelo de interaccion de dos factores (2FI) que permitio describir el comportamiento
del sistema. El enfoque en la investigacion fue mixto (cuantitativo y cualitativo), porque se

emplearon técnicas de caracterizacion fisicoquimica a partir de la muestra obtenida del
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exopolisacaridos. Se emplearon técnicas analiticas como el método fenol-acido sulfurico y la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), que permitieron cuantificar
azucares ¢ identificar grupos funcionales del polimero, respectivamente, para complementar la

parte experimental y favorecer la interpretacion del comportamiento del sistema evaluado (96).

1.3.1.2. Disefio de investigacion

La investigacion se desarroll6 en tres etapas. En la primera etapa se realizé el muestreo de tejido
vegetal de Musa paradisiaca en estado de descomposicion, seguido del aislamiento y la
caracterizacion macroscopica y microscopica del hongo Fusarium oxysporum. En la segunda
etapa se evaluaron y optimizaron las condiciones de cultivo para la produccion de
exopolisacaridos mediante un disefio experimental Box-Behnken, considerando como variables
independientes la concentracion de glucosa, el extracto de levadura y el pH del medio de
cultivo. En la tercera etapa se cuantifico el contenido total de carbohidratos de los
exopolisacaridos mediante el método fenol-acido sulfurico y se caracterizaron sus grupos

funcionales mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) (97).

1.3.2. Variables experimentales y operacionalizacién
Tabla 2
Operacionalizacion de Variables
T|p_o % Variable Refinicigh Def|n|(_:|on Dimensiones  Nivel
Variable Conceptual  Operacional
Proceso de
fermentacion
endonde la o tigad de
fuente de
. glucosa e 10g/L
.. carbono brinda .
Concentracion p incorporada en Fuente de e 55g/L
energia para el >
de Glucosa el medio de carbono e 100
desarrolloy ‘
. cultivo para g/L
crecimiento .
. . tres niveles.
microbiano, y
la sintesis de
Ind di metabolitos.
ndependiente Fuente de Cantidad de
nitrégeno que levadura «069
proporcionara afadida al }L
Extracto de compuestos medio de Fuente de . g 795
levadura organicos cultivo para nitrégeno }L
esenciales para cada g 9 /L
el crecimiento tratamiento *0-29
microbiano. experimental.
Escala del Se medira con epH 4.5
pH grado de un Valor de pH epH5.5
acidez o potenciometro epH 6.5
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alcalinidad que

calibrado en el

influirdenla  proceso inicial
actividad y final de la
metabdlica del ~ fermentacion
hongo. en tres niveles.
Cantidad del
Cantidad de polimero
Produccion del exop(ta)llsa_cdarld dobteqld(jo I Produlcuon de Rendimient
Dependiente polimero Qanbienitos o s 0 (%)
(EPS) durante el proceso de exopolisacérid
proceso de precipitacion 0s (EPS)
fermentacion con etanol y
secado.
Periodo de . T|empg de
. i incubacion del
incubacion del h
. ongo 4
. cultivo ! Duracion
Fmpo de microbiano Fusarium (dias) de 15 dias
Incubacion Oxysporum . .
para la durante los 15 incubacion
produccion de .
EPS dias de
fermentacion.
Agitacion Velocidad de
mecanica que agitacioén
Velocidad de favorece la constante Velocidad del
Y, . hy . 120 rpm
Agitacion oxigenacion durante el cultivo
del medio de proceso de
Controladas cultivo fermentacion.
Cantidad de
calor
incorporada
durante el
d_esarr_ollo Temperatura ~ Temperatura
microbiano, ’
Temperatura . constante en el registrada o
. gue permite . 25°C
de Incubacion medio de durante el
darle las .
cultivo. proceso.

condiciones de
cultivo para el
desarrollo del

microorganism

0.

1.3.3.

1.3.3.1.

Recoleccion de la muestra vegetal

Nota: Elaboracion propia.

Obtencion e identificacion de Fusarium oxysporum

El muestreo en plantas de banano (Musa paradisiaca) se realizd en el Centro Poblado del

Molino Cajanleque, distrito de Chocope, en la provincia de Ascope, departamento de la

Libertad. Los aislamientos extraidos fueron de plantas enfermas del banano por infestacion

vascular (conocida como enfermedad de Panamd). Se seleccionaron plantas que mostraban

signos de desecacion, pudricion y tallos necroticos, siguiendo los protocolos de bioseguridad

40



recomendados por el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), que menciona lo
siguiente: seleccione el area de corte en el pseudotallo; este debe estar a una altura de entre 50
y 60 cm a partir de la base del mismo. Haciendo uso de guantes y con un cuchillo desinfectado,
proceda a realizar una incision en forma de cuadrado de aproximadamente 5 x 8 cm. Haga un
corte profundo con el fin de alcanzar varias de las capas internas, se extrajo el micelio
correspondiente del sistema vascular de la planta (Xilema/Floema). Se guardaron en bolsas de
polipropileno con una etiqueta que contenia el nombre del cultivo, distrito, nombre del lugar y
fecha (98). Para la conservacion, las muestras se mantuvieron con bolsas de hielo hasta su

procesamiento lo antes posible en el Laboratorio de la Universidad Catolica de Santa Maria.
1.3.3.2.  Aislamiento de Fusarium oxysporum

Para su aislamiento del patogeno, se realiz6 la técnica de siembra en medios de cultivo de PDA.
En condiciones asépticas, se tomo el tejido vegetal correspondiente del sistema vascular de la
planta del banano, y se hicieron cortes pequefios del Xilema/Floema (cormo y pseudotallos) de
3 x 5 mm. Luego los trozos se transfirieron a una soluciéon de hipoclorito de sodio (1-3%)
durante 1 minuto. Se enjuagaron los trozos con agua destilada estéril tres veces durante 1
minuto. Finalmente se dejan secar en papel toalla estéril o papel absorbente para eliminar el
exceso de humedad en una camara de flujo laminar hasta que estén totalmente secas (98). En
condiciones controladas (incubacion a 25 °C), se permite el desarrollo del micelio algodonoso

y el color de la colonia en tonos blanquecinos a amarillos, rosados o purpuras, respectivamente

(99).
1.3.3.3. Obtencion de cultivos puros
1.3.3.3.1. Siembra del hongo Fusarium en medio de cultivo

Para el cultivo se pesaron 3.9 g de medio PDA para preparar 100 ml., se esterilizé a 121 °C en
autoclave durante 15 minutos. Posteriormente se colocaron en cada caja de Petri 20 mL de
medio de cultivo. Para la siembra se colocaron 4 trozos del tejido en la superficie de la placa

Petri con medio PDA y se incubaron a una temperatura de 25 °C durante 9 dias.
1.3.3.3.2. Aislamiento de cultivos puros

Se seleccionaron a partir de un micelio joven con aspecto algodonoso blanquecino y de
pigmentacion rosa o purpura propios del género Fusarium para ser aislados en medios de PDA
y obtener su purificacion (100). Se incubd por 9 dias a una temperatura de 25 °C, evaluando a

partir del quinto dia sus caracteristicas macroscopicas. La identificaciéon microscopica fue
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realizada segun el método de cinta con azul de lactofenol para visualizar la estructura del hongo

Fusarium (101).
1.3.3.4. Caracterizacion macroscopica

Para el medio de fermentacion, el hongo Fusarium oxysporum debe encontrarse en una fase de
crecimiento activa y vigorosa. Para tener una produccion eficiente y consistente de

exopolisacéaridos se deben tomar en cuenta las siguientes caracteristicas.

Generalmente en los dias 7 — 9, los bordes de la colonia son esponjosos y/o algodonosos, con

aspecto joven que cubre aproximadamente el 60 % de la superficie de agar.

Tabla 3

Criterios macroscopicos empleados en la caracterizacion de los aislamientos de

Fusarium
VARIABLE EVALUACION DESCRIPCION
Blanco . .
Color Del Tonos blanquecinos a amarillos, rosados
¥ Rosados . . o
Micelio indican fase activa logaritmica del hongo.
Purpuras
Densa
Textura del .
1 .. Pulverulenta 60 — 70% de micelio algodonoso
micelio
Algodonosa
. Borde El borde exterior de la colonia es 6ptimo
Zona Activa del . .
Honao porque permite que las hifas se expandan
g Centro activamente hacia nutrientes nuevos.

Nota: Booth, (99).

1.3.3.5. Caracterizacion microscopica

Para la identificacion microscopica se tom6 un segmento del borde del micelio joven con cinta
adhesiva, se coloco en un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol y se observo al
microscopio con un aumento de 40X. Se anotd si habia presencia de hifas activas,

clamidosporas, macroconidias y microconidias.
1.3.3.6. Identificacion molecular

Para confirmar molecularmente el hongo aislado, se extrajo el quinto repique de la placa

original que contenia la cepa aislada del cultivo de banano (Musa paradisiaca) para la
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extraccion del ADN y la amplificacion de la region ITS1 mediante PCR, para poder ser enviado
al Instituto de Biotecnologia del ADN Uchumayo E.LLR.L., un servicio externo para su

procedimiento. (Anexo 1).

Teniendo la secuencia del hongo, se hizo una comparacion con la base de datos del NCBI
usando el software BLAST. Esta secuencia es utilizada para el analisis de identificacion de la

especie.
1.3.4. Preparacion del inoculo

El cultivo de Fusarium oxysporum se realizé en medio sélido Papa Dextrosa Agar (PDA). Para
ello, el medio fue preparado y esterilizado a 121 °C durante 15 minutos en autoclave.
Posteriormente, bajo condiciones asépticas, se dispensaron 20 mL del medio en placas Petri

estériles.

La inoculacion se efectué mediante la transferencia de discos miceliales de 5 mm de didmetro
obtenidos de la zona periférica o borde activo de colonias con la misma edad de crecimiento (9
dias de incubacion). Con la finalidad de mantener la uniformidad del in6culo entre los diferentes
ensayos, todos los discos fueron obtenidos bajo las mismas condiciones de cultivo, empleando
el mismo didmetro de corte y seleccionando la misma region fisiolégicamente activa del

micelio.

Las placas inoculadas fueron incubadas a 25 °C, permitiendo el crecimiento 6ptimo del micelio.
Una vez alcanzado el desarrollo adecuado, los cultivos fueron conservados a 4 °C hasta su

utilizacion como fuente de indculo.
1.3.5. Evaluacién cinética del cultivo
1.3.5.1. Preparacion del medio de cultivo

Para la produccion de exopolisacaridos (EPS), se empled un medio de cultivo semidefinido
modificado, basado en formulaciones reportadas para especies del género Fusarium

productoras de polisacéridos extracelulares (5,1).
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Tabla 4
Medio de cultivo utilizado para la produccion de exopolisacaridos

Componente Concentracion Funcion Principal
Sirve como fuente de carbono y energia
Glucosa 100 g/L para muchos microorganismos.

A menudo actta como fuente de fosforoy
KH,PO, 0.05 g/L puede ayudar a tamponar el medio.

Proporciona una serie de nutrientes
esenciales, como vitaminas y

Extracto de levadura 6.9 g/L e
aminoacidos.

El magnesio es un ion esencial para
MgS0, - 7H,0 0.005 g/L muchos procesos celulares.

El potasio es un i6n importante para

0.05g/L muchas funciones celulares.

KCI

El hierro es un oligoelemento necesario

para muchos microorganismos. Es
FeSO, - 7H,0 0.005 g/L importante porque es necesario para la
funcion de muchas enzimas y proteinas en
la célula.
El pH del medio fue ajustado a 5.5 previo
a la esterilizacion  considerando
condiciones Optimas reportadas para el
crecimiento de hongos filamentosos y la
produccion de metabolitos secundarios.

pH 55

Nota: Elaboracion propia.
Composicion del medio de cultivo utilizado para la produccion de exopolisacaridos.
1.3.5.2. Condiciones iniciales de cultivo

La produccién de exopolisacaridos se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer de 150 mL,

conteniendo 50 mL del medio de cultivo previamente preparado.

Cada matraz fue inoculado con tres discos de micelio de 5 mm de didmetro provenientes de
cultivos jovenes de Fusarium oxysporum. Los cultivos fueron incubados a 25 °C en un agitador
orbital a 120 rpm durante un periodo de 17 dias, en condiciones de oscuridad, con el fin de

favorecer la produccion de metabolitos extracelulares.
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1.3.5.3. Disefo del estudio cinético
1.3.5.3.1. Tipo de cultivo

El estudio se desarroll6 mediante un sistema de cultivo sumergido en modo batch, caracterizado
por la ausencia de reposicion de nutrientes durante el periodo experimental, permitiendo evaluar

el comportamiento cinético del microorganismo bajo condiciones controladas (86).
1.3.5.3.2. Duracion y frecuencia de muestreo

El cultivo fue monitoreado durante un periodo total de 17 dias, con muestreos realizados cada
48 horas (dias 1, 3,5, 7,9, 11, 13, 15 y 17). En cada punto de muestreo, se extrajo una alicuota
de 1 mL de cada matraz para la evaluacion de las variables cinéticas, como la cuantificacion de

azucares reductores mediante el método DNS.

Las muestras fueron almacenadas a 4 °C en tubos Eppendorf de 1.5 mL hasta su posterior
analisis. Posteriormente, el cultivo fue sometido a un proceso de separacion (centrifugacion)

para la determinacion de biomasa y exopolisacaridos (EPS).

1.3.5.4. Variables de seguimiento

Durante el desarrollo del estudio, se determinaron las siguientes variables:
e Biomasa (g/L)

e Produccion de exopolisacaridos (EPS) (g/L)

e pH del medio de cultivo

e Concentracion de azlcares reductores mediante método DNS (g/L)

Estas variables permitieron establecer la relacion entre el crecimiento microbiano, el consumo

de sustrato y la produccién de metabolitos.

Adicionalmente, se determind el contenido de carbohidratos totales en dos etapas: primero, en
el punto de maximo crecimiento identificado en la cinética de crecimiento, y posteriormente en

los ensayos del disefio experimental.
1.3.5.5. Recuperacion de exopolisacaridos
1.3.5.5.1. Separacién de biomasa y clarificacion del sobrenadante

Cada matraz fue procesado individualmente. El cultivo fue sometido a centrifugacién a 3000
rpm durante 20 minutos, con la finalidad de separar la biomasa fingica del medio liquido.

Posteriormente, el sobrenadante fue separado y filtrado al vacio con papel filtro de 8 pm, con
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el objetivo de eliminar particulas celulares residuales y obtener una solucion clarificada que

contiene los exopolisacaridos extracelulares.
1.3.5.5.2. Precipitacion de exopolisacaridos

La recuperacion de los exopolisacaridos (EPS) se realizé mediante precipitacion con etanol al
96 %. Para ello, al sobrenadante clarificado obtenido previamente se le adicion6 etanol en una
proporcion de 3:1 (v/v) (etanol). La mezcla fue homogeneizada suavemente para favorecer el
contacto entre ambas fases y posteriormente incubada en refrigeracion a aproximadamente 4
°C durante un periodo de 12 a 24 horas. Este procedimiento permitié la disminucion de la

solubilidad de los polisacéridos en el medio, favoreciendo su precipitacion (102).
1.3.5.5.3. Recuperacion del precipitado

Finalizado el periodo de incubacidn, la mezcla fue sometida a centrifugacion a 3000 rpm
durante 20 minutos para recuperar el material precipitado. Posteriormente, el sobrenadante fue
descartado cuidadosamente y el pellet obtenido, correspondiente a los exopolisacaridos

precipitados, fue recuperado y transferido para su posterior secado.
1.3.5.5.4. Secado del EPS

El precipitado recuperado fue sometido a secado en estufa a una temperatura de 60—70 °C hasta
alcanzar peso constante. Este procedimiento permitio la eliminacion de la humedad residual y
la obtencion del exopolisacarido en forma seca para su posterior cuantificacion mediante el

método gravimétrico.
1.3.5.6. Meétodos analiticos aplicados
1.3.5.6.1. Determinacion de biomasa

La biomasa micelial se determin6 mediante el método gravimétrico de peso seco, técnica
ampliamente empleada en estudios de crecimiento microbiano por su confiabilidad y precision
(87). Para ello, el cultivo fue filtrado utilizando un sistema previamente pesado, y el material
retenido se lavo con agua destilada con el fin de eliminar restos del medio de cultivo.
Posteriormente, la muestra fue sometida a secado en estufa a 60 °C hasta alcanzar peso

constante, garantizando la remocion de la humedad residual.
La biomasa seca se calculé mediante la siguiente ecuacion:

Biomasa seca (g) = Peso final seco (g) — Peso inicial del recipiente vacio (g)

()
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Donde la biomasa seca (g) corresponde a la masa del material bioldgico tras el secado; el peso
final seco (g) representa la masa del sistema completo después del tratamiento térmico; y el

peso del recipiente vacio (g) corresponde a la masa inicial del sistema sin muestra.
Para expresar los resultados en funcion del volumen del cultivo, se utilizé la siguiente relacion:

Biomasa seca (g)

Concentracion de Biomasa (g/L) = Volumen del medio de cultivo (L)

©)
Los valores obtenidos permitieron cuantificar la biomasa producida y expresar su concentracion
en el medio de cultivo, siendo estos datos fundamentales para el analisis cinético del
crecimiento microbiano. La aplicacion consistente de este método asegura la reproducibilidad

de los resultados y su comparabilidad entre diferentes condiciones experimentales (86).
1.3.5.6.2. Determinacién de pH

El pH del medio de cultivo fue medido utilizando un potenciémetro previamente calibrado,
registrandose en cada punto de muestreo y permitiendo monitorear los cambios durante el

proceso fermentativo.
1.3.5.6.3. Determinacién de azUcares reductores (DNS)

La cuantificacion de azucares reductores se realizd6 mediante el método del acido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS), segtn lo descrito por Miller (103).

Se mezcld 1 mL de muestra con 1 mL de reactivo DNS, seguido de calentamiento en el digestor
a 100 °C durante 10 minutos. Posteriormente, se afiadieron 3.5 mL de agua destilada y se midio

la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro.

La concentracion de glucosa residual fue determinada mediante una curva estandar preparada

con soluciones de glucosa en el rango de 0.1 a 1.0 g/L.

1.3.5.6.4. Determinacién de carbohidratos totales del exopolisacarido (EPS) mediante el

método fenol-acido sulfurico.

La determinacion de carbohidratos totales se realizd mediante el método colorimétrico de
fenol-écido sulfurico descrito por Dubois et al., con modificaciones para su aplicaciéon en dos
etapas experimentales de evaluacion. Este método se basa en la hidrdlisis y deshidratacion de
los carbohidratos por accion del acido sulftrico concentrado, generando compuestos furfurales
que reaccionan con fenol para formar un complejo coloreado cuya intensidad es proporcional a

la concentracion de carbohidratos y medible a 490 nm. Inicialmente, se realizé una evaluacién
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preliminar en microplaca para estimar la concentracion de carbohidratos en el punto de maxima
produccion de EPS. Posteriormente, el método se aplico en tubos de ensayo a mayor escala para

cuantificar la produccion de EPS en los tratamientos establecidos en el disefio experimental (8).

1.3.5.6.4.1. Evaluacion preliminar de la produccion de EPS en el punto éptimo mediante

lectura en microplaca

Se realiz6 una evaluacion preliminar del contenido de carbohidratos totales en la muestra
correspondiente al dia 15 de cultivo; fue seleccionada debido a que correspondio6 al punto de
maxima produccion de EPS previamente identificado durante la evaluacion del crecimiento del

cultivo.

El fenol al 5% (p/v) se preparé disolviendo fenol cristalizado en agua destilada. Para el ensayo,
se empled un reactivo de color constituido por una mezcla de fenol al 5% y acido sulfurico
concentrado en proporcion aproximada 1:5 (v/v), preparado bajo condiciones de enfriamiento
debido al caracter exotérmico de la reaccion. Las muestras y soluciones estandar se analizaron
en microplacas de 96 pozos, empleando microvolimenes; a cada alicuota de muestra (80 uL)
se le adicion¢ el reactivo de color correspondiente. La reaccion se dejé desarrollar durante 10
minutos a temperatura ambiente y la absorbancia fue medida a 490 nm en un lector de

microplacas. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Se empled glucosa como estandar para la construccion de la curva de calibracion. Se preparo
una solucion madre de 9.0 g/L, a partir de la cual se realizaron diluciones sucesivas para obtener
soluciones estandar en un rango de 0.018 a 2.70 g/L (equivalente a 0.1-15 mmol/L). Para cada
estandar, se tom6 un volumen calculado de la solucion madre y se afor6é a 10 mL con agua
destilada. Esta curva permiti6 estimar el contenido de carbohidratos en el punto 6ptimo de
produccion, expresando los resultados en g/L para mantener la coherencia en el analisis de los

datos (104,86).

1.3.5.6.4.2. Cuantificacion del EPS en tubos de ensayo en los tratamientos del disefio

experimental.

La cuantificacion de EPS se realizé en volimenes mayores, empleando tubos de ensayo, como
parte de la evaluacion de la produccion de EPS bajo las condiciones establecidas en el disefio

experimental.

Para la preparacion de reactivos, se elabor6 una solucion de fenol al 5% (p/v) disolviendo 1.25
g de fenol cristalizado en 25 mL de agua destilada, manteniendo la solucion fria. Para el ensayo,

se colocaron 0.5 mL de muestra de EPS diluida en tubos de ensayo, a los cuales se adicionaron
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0.75 mL de fenol y 3.75 mL de acido sulfurico concentrado, mezclando cuidadosamente. La
reaccion se incubo en estufa a 80 °C durante 35 minutos, permitiendo el desarrollo completo
del color caracteristico. La absorbancia de las muestras se midi6 a 490 nm utilizando como
blanco una solucion que contenia todos los reactivos excepto la muestra. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.

Para la cuantificacion, se construy6 una curva estandar utilizando glucosa como patrén, en un
rango de concentraciones de 0.02 a 1 g/L, tratadas bajo las mismas condiciones que las
muestras. La concentracion de EPS se determind a partir de la curva de calibracion empleando
la ecuacion de regresion obtenida a partir de los valores de absorbancia. Los resultados fueron

expresados en g/L (104,105).
1.3.5.7. Procesamiento y analisis de datos cinéticos
1.3.5.7.1. Calculo de biomasay EPS

Los datos experimentales fueron expresados en g/L, considerando el volumen inicial del
cultivo. Se construyeron perfiles cinéticos en funcion del tiempo para evaluar la dinamica del

crecimiento microbiano y la produccion de metabolitos.
1.3.5.7.2. Calculo del consumo de sustrato

El consumo de glucosa fue estimado mediante la diferencia entre la concentracion inicial y la
concentracion residual determinada por DNS:

Sconsumido = So — St
Donde Sy corresponde a la concentracion inicial de glucosa (100 g/L) y S;a la concentracion
residual determinada por el método DNS en el tiempo.

1.3.5.7.3. Determinacién del punto 6ptimo

El punto optimo de produccion fue determinado mediante el analisis conjunto de las variables
cinéticas, considerando la méaxima produccion de EPS y la estabilizacion del crecimiento
microbiano. Se determind el punto de maxima produccion de EPS mediante el analisis de las

variables cinéticas evaluadas.
1.3.5.7.4. Determinacion de rendimientos

Los coeficientes de rendimiento constituyen parametros fundamentales en estudios
biotecnoldgicos, ya que permiten evaluar la eficiencia de conversion del sustrato en biomasa y

productos de interés. Estos parametros se emplean para caracterizar el comportamiento
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metabolico del microorganismo y optimizar procesos de produccioén de metabolitos, como los
exopolisacaridos (90,88). Asimismo, su interpretacion se sustenta en principios
microbiologicos y fisiologicos del crecimiento de microorganismos descritos ampliamente en

la literatura (106).

En el presente estudio, los rendimientos fueron calculados a partir de los datos experimentales
obtenidos durante el seguimiento cinético del cultivo de Fusarium oxysporum, considerando la

concentracion de biomasa, producto y sustrato a lo largo del tiempo.
1.3.5.7.4.1. Rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s)

El rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s) expresa la cantidad de biomasa generada por unidad de

sustrato consumido, y se calculdo mediante la siguiente ecuacion:

. X=X
x/s SO _S

donde:

X = concentracion de biomasa en el tiempo (g/L)
Xo= biomasa inicial (g/L)

So = concentracion inicial de sustrato (g/L)

S = concentracion residual de sustrato (g/L)

Este coeficiente permite evaluar la eficiencia del crecimiento microbiano. Valores elevados de
Yx/s indican una conversion eficiente del sustrato en biomasa celular, mientras que valores
bajos pueden sugerir que una fraccion significativa del sustrato es desviada hacia la produccion

de metabolitos secundarios (107,108,16).
1.3.5.7.4.2. Rendimiento producto/sustrato (Yp/s)

El rendimiento producto/sustrato (Yp/s) representa la cantidad de exopolisacaridos producidos
por unidad de sustrato consumido, siendo uno de los pardmetros mas importantes para evaluar

la eficiencia del proceso biotecnoldgico:

L, _P-P
PIST Sy =S

donde:

P = concentracion de EPS en el tiempo (g/L)
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Py = concentracion inicial de EPS (g/L)

Este pardmetro permite cuantificar la eficiencia global del sistema en la conversion del sustrato
en producto de interés. Valores elevados de Y s indican un proceso altamente eficiente desde el
punto de vista productivo, lo cual es deseable en aplicaciones industriales orientadas a la

obtencién de biopolimeros (86,88,102).
1.3.5.7.4.3. Rendimiento producto/biomasa (Yp/x)

El rendimiento producto/biomasa (Yp/x) establece la relacion entre la produccion de
exopolisacéridos y la biomasa generada:

P_Po
Yo = X%,

Este coeficiente permite inferir la asociacion entre el crecimiento microbiano y la sintesis del
producto. Valores elevados de Yp/x sugieren que la produccion de exopolisacaridos esta
estrechamente vinculada a la actividad metabdlica del microorganismo, mientras que valores
bajos pueden indicar una produccion limitada o dependiente de condiciones especificas del

cultivo (105,90).
1.3.6. Disefio experimental Box-Behnken
1.3.6.1. Matriz experimental

En esta etapa experimental se aplicé un disefio de superficie de respuesta (RSM) basado en
Box-Behnken, en el que se analizaron tres factores (K=3) y tres niveles por cada variable (-1,
0,+1). En la Tabla 5 se analizaron 15 corridas, incluidas las de puntos centrales, que permitieron
evaluar el efecto individual y las interacciones entre los factores sobre la produccion de
exopolisacéaridos (EPS). Este disefio experimental permiti6 optimizar el sistema con un nimero

reducido de experimentos.

Los factores estudiados fueron: la concentracion de glucosa (g/L), la concentracion de extracto
de levadura (g/L) y el pH. En la tabla 6, se muestran los niveles de los factores del disefio
experimental, en donde cada factor fue evaluado en tres niveles codificados (-1, 0, +1). Las

repeticiones centrales (nivel 0) estiman el error puro y la estabilidad del sistema estudiado.

El RSM (disefios de superficie de respuesta) favorece la evaluacién eficiente de las
interacciones y sus combinaciones entre variables. Por ende, este DBB permitié analizar los
factores empleados en esta investigacion, como la concentracion de glucosa, la concentracion

de extracto de levadura y el pH, evaluando el comportamiento del sistema y su optimizacion en
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sus condiciones de cultivo, considerando principalmente los efectos principales e interacciones

de bajo orden (109).

Tabla 5

Matriz experimental del disefio Box-Behnken

Numero de corridas Factor A Factor B Factor C
experimentales Glucosa g/L Levadura g/L pH
01 10 0.69 5.5
02 100 0.69 55
03 10 6.9 5.5
04 100 6.9 5.5
05 10 3.795 4.5
06 100 3.795 4.5
07 10 3.795 6.5
08 100 3.795 6.5
09 55 0.69 4.5
10 55 6.9 4.5
11 55 0.69 6.5
12 55 6.9 6.5
13 55 3.795 55
14 55 3.795 5.5
15 55 3.795 55

Nota: Elaboracion propia.

La matriz experimental del disefio Box-Behnken fue generada mediante el software Design-

Expert version 13.
1.3.6.2. Factores y niveles

Tabla 6

Niveles de los factores del disefio experimental

Factor Variable Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
A Glucosa (g/L) 10 55 100
B Levadura (g/L) 0.69 3.795 6.9
C pH 4.5 55 6.5

Nota: Mahapatra; Banerjee, (11).
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1.3.6.3. Analisis estadistico y optimizacion

Los datos experimentales obtenidos fueron analizados mediante el software Design Expert
version 13. Se aplicd un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia
estadistica de los factores evaluados y sus interacciones sobre la produccion de
exopolisacaridos. La adecuacion del modelo se evalué mediante el coeficiente de determinacion
(R?), R? ajustado, R? predicho y la prueba de falta de ajuste (Lack of Fit). Se considerd un nivel
de significancia de p < 0.05. Posteriormente se generaron superficies de respuesta y graficos de

contorno para determinar las condiciones optimas de cultivo.
1.3.7. Caracterizacion estructural de EPS
1.3.7.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR):

Este método analitico es empleado para identificar compuestos quimicos, detectar grupos
funcionales presentes en una muestra y analizar la estructura molecular de materiales sélidos,
el cual, se realizo en el Laboratorio de Investigacion de Procesos (UCSM). Experimentalmente,
se usd una fraccion de la muestra seca del EPS y se pulverizd en particulas mas pequefias y
finas en un crisol. Previamente, se coloco a secar una pastilla de KBr (bromuro de potasio) en
la estufa a 105 °C por 1 hora, que fue usada como blanco. Después se afiadieron 50 mg de KBr
seco y se mezclaron 0.5 mg de la muestra pulverizada que contiene EPS; la muestra se
comprimi6 con la ayuda de un prensador y fue llevada a leer en el espectrofotometro FTIR en

una region espectral de 400 a 4000 cm !,

Se utiliz6 el equipo Nicolet Summit FTIR Spectrometer, equipado con detector DTGS con
ventana de KBr y divisor de haz de KBr para la caracterizacion estructural de las muestras, en
donde las mediciones se hicieron en modo de transmisioén usando el accesorio iD1, operando a

una resolucion digital de 24 bits y velocidad optica de 0.4747.
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1.3.8. Diagrama experimental

Figura 8

Diagrama del proceso experimental

Determinacion de la

Determinacion de

Nota: Elaboracion propia.
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CAPITULO 11
RESULTADOS
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1. Resultados
1.1. Recoleccién de la muestra vegetal

El campo que se visitd fue el Centro Poblado del Molino Cajanleque, se hizo un registro de las
condiciones climaticas del cultivo, las cuales eran normales con una temperatura de 25°C, cielo
despejado, poca afluencia de viento a su alrededor, luego se identificaron plantas enfermas que
mostraba signos de desecacion, pudricion, y tallos necroticos (Figura 9.A), se observo a nivel
de campo, el amarillamiento o clorosis inicial y necrosis en el borde de las hojas hacia la
nervadura central, caracteristico del hongo Fusairum oxysporum por la produccion de una
fitotoxina, llamada acido fusarico, seflalado como causa de clorosis foliar. Por otro lado, los
peciolos de las hojas estaban doblados, adheridos alrededor del pseudotallo, formando una falda
hawaiana (Figura 9.B). Luego, se corto el tallo para observar los sintomas internos de la planta.
Se pudieron observar los haces vasculares, que tenian necrosis continua de color morado
oscuro. En el pseudotallo, en corte longitudinal, se observaron estrias continuas y, en corte
transversal, como anillo (Figura 9.B). Esta sintomatologia descrita y analizada en campo

coincide con lo que se menciona (144) que describe la marchitez por Fusarium en banano (33).

Por ultimo, se extrajo una porcion pequefia del micelio correspondiente al sistema vascular de
la planta (Xilema/Floema), que fue rotulada, sellada para la identificacion de la cepa en

laboratorio.

Figura 9

Planta de banano (Musa paradisiaca)

En el que se observa: A) Lugar de muestreo en el Centro Poblado del Molino

Cajanleque, B) Planta enferma por infestacion vascular por Fusarium (enfermedad de

Panama).

Nota: Elaboracion propia.
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1.2. Aislamiento del microorganismo

Fusarium oxysporum fue aislado en medio sintético PDA con 4 pequefios fragmentos del tejido
vegetal infectado (Figura 10.A), en donde se observaron colonias con micelio de color blanco
de aspecto algodonoso, abundante y uniforme en su etapa inicial, en la zona central se torn6 de
color purpura predominante, pero blanco hacia el borde externo de la colonia conforme se

desarrollaba. (Figura 10.B).

Figura 10

El hongo se cultivo en medio de agar papa dextrosa (PDA)

A'Y B) aislamiento de Fusarium oxysporum a partir del cultivo de banano, C) colonia

purificada en su primer repique, D y E) colonias seleccionadas para la produccion de

EPS

Nota: Elaboracion propia.

A partir del cultivo aislado, se inocul6 un disco de 5 mm de didmetro hasta 8 repiques realizados
en medio PDA en las mismas condiciones para obtener la purificacion del hongo, de los cuales

2 subcultivos fueron seleccionados con caracteristicas propias de Fusarium oxysporum.
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1.3. Caracterizacion del aislamiento fangico
1.3.1. Caracterizacion macroscopica

Durante la etapa inicial del crecimiento del hongo, se identifico en la parte superior de la placa
micelio de aspecto algodonoso y denso de color blanco, su crecimiento fue uniforme que
gradualmente cubri6 la superficie de la placa, conforme pasaron los dias, en la parte inferior de
la placa, se desarroll6 una pigmentacion de color melon violaceo de forma radial desde el centro
hacia los bordes, pero predomino con mayor vigor la tonalidad en la zona central por lo que se
plantea que en el desarrollo del hongo filamentoso se produjo la formacion de pigmentos como
se aprecia en la Figura 10.C y 10.D), ambas colonias seleccionadas son del 7 y 8 repique a 9

dias de incubacidn a una temperatura de 25°C respectivamente.

Estos resultados obtenidos demostraron que el hongo causaba sintomas en las hojas del platano,
causando su pudricion, como lo informan varios estudios realizados. Ademas, en este estudio
se comprobo que las caracteristicas morfologicas de este hongo son patégenas para el banano,

causadas por Fusarium oxysporum f.sp. cubense (110).

Segiin The Fusarium Laboratory Manual afirma que las morfologias de las colonias en medio
PDA varian ampliamente (91). El micelio puede ser flocoso, escaso o abundante, y su color
varia del blanco al violeta palido. Otra investigacion descrita coincide con las caracteristicas

del mismo (111,100).

Fusarium oxysporum suele producir un pigmento de color violeta palido a oscuro o magenta
oscuro en el agar, pero algunos aislados no producen pigmentos (109). Otros autores confirman
que el fitopatégeno F. oxysporum cultivado en medio PDA, presentd diversidad de
pigmentacion (100). También en la Guia de laboratorio para la identificacion de las principales
especies se describe que la pigmentacién en el medio de cultivo en PDA puede mostrar de color

blanco, salmén, morado o violeta (Anexo 2) (99).
1.3.2. Caracterizacion microscépica

La identificacion microscépica se realizé usando la técnica de la cinta con azul de lactofenol
usando el microscopio de la marca KOSSODO con codificacion 0L01640, brindado por el
encargado del Laboratorio del H-301. Esto permiti6 observar y registrar la estructura del hongo
filamentoso, si tiene presencia o ausencia de: microconidios, macroconidios y clamidosporas,

entre otros.

58



Figura 11
Caracterizacion microscopica del hongo Fusarium oxysporum aislado de la planta del

banano.

Nota: Elaboracion propia.

Con la ayuda de un trozo de cinta adhesiva se obtuvieron muestras de una porcion de la colonia
de la placa y se colocaron en portaobjetos para ser observadas en el microscopio a 40 X lo

siguiente:

e Se observaron hifas hialinas, septadas y delgadas, esparcidas de manera ramificada en todo
el campo microscopico. También, se evidencid algo muy caracteristico, el crecimiento
filamentoso de las hifas interconectadas entre cada estructura, como se aprecia en la Figura

1.B, mostrando ¢l estado activo de crecimiento del micelio.

e En el caso de las estructuras conoidales, se observaron morfolégicamente estructuras
ovaladas a levemente elipsoidales dispersas de menor a mayor cantidad, estando el dia 9 de

incubacion.

e En el caso de los macroconidios, no se observaron de forma clara en el campo, es decir, es

€Scasa su presencia.

e En ambos campos microscopicos, se evidencidé una dispersion heterogénea en algunas
estructuras, principalmente microconidios, como, por ejemplo, algunas agrupaciones y otras

no.
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Cabe resaltar que no se observaron clamidosporas ni una concentracion alta de macroconidios
y/o microconidios. Esto coincide con The Fusarium Laboratory Manual (148), que menciona:
la mayoria de las especies de Fusarium esporulan en CLA en 6-10 dias. Los cultivos en CLA
producen macroconidios que son mas uniformes en tamafio y forma que los cultivos en medios
ricos en carbohidratos como PDA o Czapek-Dox. Las condiciones de cultivo y el tipo de medio
influyen mucho en la densidad de las microconidios o Macroconidios, en el caso de medio
CLA, las Macroconidios, son de longitud corta a media, falciformes o casi rectas, de pared
delgada y generalmente triseptadas, y las microconidias suelen ser oseptadas, pueden ser
ovaladas, elipticas o reniformes (en forma de rifidon), las clamidosporas se forman

abundantemente en las hifas sobre la superficie del agar en la mayoria de los aislados (39).
1.3.3. Identificacion molecular del microorganismo

Se selecciond una placa de PDA del aislamiento obtenido del 5.° repique para ser enviada al
Instituto de Biotecnologia del ADN Uchumayo E.I.R.L., en donde, para hongos, la region ITS
del ADNTr se utiliz6 como objetivo principal y fue amplificada con los primers ITS-1 y ITS-4.
El resultado de la secuencia obtenida se encuentra en el Anexo 3. El analisis de comparacion
de la secuencia “ITS 1“con la base de datos de GenBank, mediante el software Blast, muestra

una similitud de 100% con la especie: Fusarium oxysporum isolate Fo(O7 accession

MK571185.1 (Anexo 4).
1.4. Evaluacion del crecimiento de Fusarium oxysporum y perfil cinético de biomasa
1.4.1. Curva de crecimiento (biomasa vs tiempo)

El crecimiento de Fusarium oxysporum en cultivo batch evidencié un incremento progresivo
de la biomasa a lo largo del tiempo, mostr6 un comportamiento tipico de crecimiento
microbiano. Los datos experimentales completos utilizados para la construccion de la curva se
presentan en el Anexo 1. Se registrd un valor inicial de 2.166 g/L en el dia 1, seguido de un
aumento sostenido hasta alcanzar un maximo de 12.876 g/L en el dia 15, para posteriormente

presentar una ligera disminucion a 12.434 g/L en el dia 17 (Figura 12).

El perfil obtenido muestra una tendencia caracteristica de crecimiento microbiano, con un
incremento acelerado entre los dias 3 y 9 (de 4.39 a 12.056 g/L), lo cual indica una elevada
actividad metabolica y una eficiente asimilacion de los nutrientes disponibles en el medio. Este
comportamiento es consistente con estudios recientes en Fusarium oxysporum, donde la fase
exponencial se asocia con una alta tasa de crecimiento y rapida acumulacion de biomasa bajo

condiciones 6ptimas de cultivo (112).
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A partir del dia 11, se observa una desaceleracion en la acumulacion de biomasa, evidenciando
una transicion hacia la fase estacionaria. Este fenomeno suele estar relacionado con la
limitacioén progresiva de nutrientes y la acumulacion de metabolitos secundarios que pueden

ejercer efectos inhibitorios sobre el crecimiento celular (107).

Asimismo, el patron observado concuerda con investigaciones donde Fusarium oxysporum
alcanza su maximo crecimiento en periodos intermedios del cultivo, seguido de una

estabilizacion debido a factores ambientales y metabolicos (108).

Figura 12
Curva de crecimiento de Fusarium oxysporum en funcion del tiempo., expresada como

biomasa (g/L).
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Nota: Elaboracion propia.
1.4.2. Variacion de pH durante el cultivo

El pH del medio de cultivo presentd una tendencia descendente desde 5.53 en el dia 1 hasta un

valor minimo de 4.73 en el dia 11, seguido de una ligera recuperacion hasta 5.12 en el dia 17

(Figura 13).

La disminucion progresiva del pH coincide con el periodo de mayor incremento de biomasa, lo
cual evidencia una estrecha relacion entre el crecimiento celular y la actividad metabdlica del
microorganismo. Este comportamiento ha sido atribuido a la produccion de metabolitos 4cidos

durante el metabolismo activo del hongo (112).
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Estudios recientes han demostrado que el crecimiento de Fusarium oxysporum esta
influenciado por el pH del medio, presentando un dptimo en rangos ligeramente acidos que

favorecen la produccion de biomasa (113).

Por otro lado, la estabilizacion y ligera recuperacion del pH a partir del dia 11 puede asociarse
a una disminucién en la actividad metabolica, asi como al consumo de los 4acidos previamente
producidos o a la liberacion de compuestos de caracter béasico (114). Este comportamiento es

caracteristico de sistemas donde el crecimiento entra en fase estacionaria.

Figura 13

Variacion del pH durante el cultivo de Fusarium oxysporum en funcion del tiempo

pH vs Tiempo
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Nota: Elaboracion propia.
1.4.3. Interpretacion de fases de crecimiento

La integracion de los perfiles de biomasa y pH permitié establecer las fases caracteristicas del

crecimiento de Fusarium oxysporum en cultivo batch.

Durante la fase lag (dias 1-3), la biomasa mostr6 un incremento moderado, mientras que el pH
se mantuvo relativamente estable, indicando un proceso de adaptacion fisiologica del

microorganismo al medio (112).

En la fase exponencial (dias 3—11), se observd un incremento acelerado de la biomasa,

acompafiado de una disminucién significativa del pH. Esta relacion evidencia una intensa
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actividad metabdlica, caracterizada por el consumo de sustrato y la producciéon de metabolitos
acidos. Estudios recientes confirman que esta fase representa el periodo de mayor eficiencia en

la conversion de nutrientes en biomasa en Fusarium oxysporum (113).

Posteriormente, en la fase estacionaria (dias 11-15), la biomasa se mantuvo practicamente
constante (12.3—12.8 g/L), mientras que el pH mostr6 una tendencia a la estabilizacion. Este
comportamiento sugiere un equilibrio entre crecimiento y muerte celular, asociado a la
limitacién de nutrientes y acumulacion de metabolitos secundarios (138). En esta etapa, se ha
reportado que se favorece la produccion de compuestos secundarios, como exopolisacaridos

(EPS) (108).

Finalmente, en la fase de declinacion (dias 15—17), se evidencid una ligera disminucion de la
biomasa, junto con una leve recuperacion del pH. Este fenomeno puede atribuirse al

agotamiento del sustrato, la lisis celular y la reduccion de la actividad metabolica (107).

En conjunto, los resultados evidencian una cinética de crecimiento tipica de Fusarium
oxysporum, donde la biomasa y el pH estan estrechamente interrelacionados y reflejan los

cambios fisioldgicos del microorganismo durante el cultivo (112).
1.5. Produccion de exopolisacaridos (EPS)
1.5.1.  Perfil de produccién de EPS (g/L) vs tiempo

La produccion de exopolisacaridos (EPS) por Fusarium oxysporum incremento
progresivamente desde 0.242 g/L (dia 1) hasta alcanzar un maximo de 1.684 g/L en el dia 15,
seguido de una ligera disminucion a 1.588 g/L en el dia 17. Los datos cuantitativos completos
se presentan en el Anexo 5. Todo ello evidencia un perfil cinético tipico de hongos filamentosos
en cultivo sumergido, donde la biosintesis de EPS se intensifica durante la transicion de la fase
exponencial a la fase estacionaria temprana; este comportamiento es consistente con lo
reportado en sistemas fungicos donde la produccion de polisacaridos extracelulares se

maximiza bajo condiciones de limitacion de nutrientes y estrés metabolico.

La concentracion méxima obtenida en este estudio fue considerablemente superior a la
reportada para Fusarium oxysporum Y24-2 (0.12 g/L), lo que evidencia una mayor eficiencia
productiva bajo las condiciones de cultivo optimizadas empleadas. Asimismo, el valor
alcanzado fue cercano al reportado para Ganoderma lucidum CAUS5501 (1.723 g/L) e inferior
al observado para Fusarium solani SD5 (2.276 g/L). Estas diferencias pueden atribuirse a
variaciones inherentes entre especies y cepas, asi como a factores asociados al proceso

fermentativo, incluyendo la composicion nutricional del medio, la concentracion de la fuente
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de carbono, el pH, la temperatura de incubacion y las condiciones de aireacion. En este sentido,
Guo et al. sefialaron que la produccion de EPS en Fusarium oxysporum depende
significativamente de la interaccion entre dichos factores, los cuales regulan la actividad

metabolica involucrada en la biosintesis y secrecion de polisacaridos extracelulares (16).

Por otra parte, la elevada produccion observada al dia 15 sugiere que las condiciones
optimizadas de glucosa, extracto de levadura y pH favorecieron el flujo metabolico hacia la
formacion de EPS, permitiendo maximizar el aprovechamiento de los precursores carbonados
requeridos para la sintesis del biopolimero. La ligera disminucion observada en el dia 17 puede
atribuirse a procesos de degradacion parcial del polisacarido o a su reutilizacion como fuente
alternativa de carbono en fase estacionaria tardia, fendmeno reportado en bioprocesos fungicos

donde los EPS pueden presentar dindmica metabdlica en etapas avanzadas del cultivo (3).

Figura 14
Perfil de produccion de exopolisacaridos (EPS) de Fusarium oxysporum en funcion del
tiempo
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Nota: Elaboracion propia.
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1.5.2. Relacion biomasa — produccion de EPS

La biomasa de Fusarium oxysporum aument6 de 2.166 g/L a 12.876 g/L (dia 15), mostrando
inicialmente una tendencia paralela con la produccion de EPS, lo que indica una asociacion
parcial entre el crecimiento celular y la sintesis del polisacarido extracelular; sin embargo, a
partir del intervalo de dias 11 a 15 se observa un desacoplamiento progresivo, ya que la biomasa
tiende a estabilizarse mientras la produccion de EPS contintia incrementandose hasta su valor
maximo, evidenciando que la sintesis de EPS no es estrictamente crecimiento-dependiente sino
que responde a una transicion metabolica hacia la fase estacionaria. Este comportamiento ha
sido descrito en fermentaciones fungicas donde la produccion de EPS puede comportarse como
un metabolito mixto, parcialmente asociado al crecimiento y parcialmente a la fase estacionaria,
dependiendo del estado fisiologico del microorganismo y la disponibilidad de sustrato. En este
contexto, el incremento sostenido de EPS aun con biomasa estabilizada sugiere una redireccion
del flujo de carbono hacia metabolitos extracelulares como estrategia adaptativa frente a
limitaciones ambientales, lo que implica que la optimizacién del proceso no debe centrarse
unicamente en maximizar biomasa, sino en inducir condiciones que favorezcan la produccion
de EPS, siendo la fase estacionaria temprana el punto 6ptimo de produccion biotecnologica

(106,14).

Figura 15

Produccion de exopolisacaridos (EPS) en funcion de la biomasa de Fusarium oxysporum
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1.5.3. Rendimientos del proceso y su comportamiento cinético

Los coeficientes de rendimiento biomasa/sustrato (Yys), producto/sustrato (Y,s) ¥y
producto/biomasa (Y,x) fueron determinados a lo largo del cultivo con el fin de evaluar la
eficiencia del proceso de produccion de exopolisacaridos (EPS) por Fusarium oxysporum

(Tabla 7).

Tabla 7

Rendimientos

Tiempo (dias) Yxs(9/9) Yws(9/9) Yo (9/9)

3 0.206 0.015 0.075
5 0.320 0.028 0.088
7 0.184 0.014 0.081
9 0.217 0.018 0.087
11 0.208 0.023 0.117
13 0.170 0.021 0.123
15 0.166 0.022 0.135
17 0.155 0.021 0.131

Nota: Elaboracion propia.

La evolucion de estos parametros se presenta en la Figura 16, donde se evidencian cambios

asociados a las diferentes fases del crecimiento microbiano.

Figura 16
Evolucion de los rendimientos biomasa/sustrato (Yxs), producto/sustrato (¥,s) y

producto/biomasa (Y,x) durante el cultivo de Fusarium oxysporum
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Se observo que el rendimiento biomasa/sustrato (Yyxs) presentd un incremento durante los
primeros dias del cultivo, alcanzando un valor de 0.320 g/g en el dia 5. Este comportamiento
podria estar relacionado con una etapa de elevada actividad metabdlica y rapida proliferacion
celular, en la cual Fusarium oxysporum convirtié el sustrato con mayor eficiencia en nueva
biomasa. La presencia de este pico sugiere una fase de adaptacion y crecimiento exponencial
en la que el consumo de sustrato se orienta principalmente hacia procesos anabdlicos y sintesis
celular, fenomeno que ha sido descrito previamente en sistemas microbianos durante las etapas

tempranas del cultivo (88).

Posteriormente, el rendimiento Yy, disminuyo progresivamente hasta alcanzar un valor de 0.155
g/gen el dia 17. Esta disminucion no implica una reduccion de la biomasa acumulada, sino una
menor eficiencia en la conversion del sustrato consumido en nueva biomasa. En efecto, aunque
la concentracion de biomasa continud incrementdndose hasta alcanzar su valor maximo de
12.876 g/L en el dia 15, la velocidad de crecimiento comenzé a disminuir a partir del dia 11,
indicando la transicion hacia la fase estacionaria. Durante esta etapa, una mayor proporcion del
carbono consumido fue destinada al mantenimiento celular y a la sintesis de metabolitos
extracelulares, como los exopolisacaridos, en lugar de emplearse exclusivamente en la
formacion de nueva biomasa. Este comportamiento es caracteristico de los hongos filamentosos
productores de metabolitos secundarios y ha sido descrito previamente para especies del género

Fusarium (1).

En cuanto al rendimiento producto/sustrato (Y,), se evidencid un incremento progresivo a lo
largo del cultivo, alcanzando valores maximos de aproximadamente 0.022-0.023 g EPS/g
sustrato entre los dias 11 y 15. Esta tendencia sugiere una mayor utilizacion del sustrato para la
sintesis de exopolisacaridos (EPS) en etapas mas avanzadas del proceso. Dicho
comportamiento coincide con reportes previos donde la produccion de EPS se favorece bajo
condiciones de limitacion nutricional, especialmente cuando disminuyen las fuentes de carbono

disponibles para el crecimiento celular (115).

Por otro lado, el rendimiento producto/biomasa (Y,x) presentd un incremento continuo desde
0.075 g/g hasta alcanzar su valor maximo de 0.135 g/g en el dia 15, disminuyendo ligeramente
en el dia 17. Este resultado indica que, conforme disminuy¢ la velocidad de crecimiento celular,
la biomasa formada adquirié una mayor capacidad para sintetizar EPS, lo que sugiere que la
produccién de este biopolimero estuvo parcialmente asociada a la fase estacionaria del cultivo.

Este patron ha sido descrito en diversos hongos filamentosos y microorganismos productores
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de biopolimeros, donde los metabolitos extracelulares se sintetizan con mayor intensidad

cuando la velocidad de crecimiento disminuye (116).

En conjunto, los resultados muestran que el maximo rendimiento biomasa/sustrato no coincide
necesariamente con la maxima concentracion de biomasa. Mientras que el mayor valor de Yy
se registro en el dia 5, reflejando la etapa de mayor eficiencia en la conversion del sustrato en
biomasa durante la fase exponencial, la concentracion maxima de biomasa se alcanzo en el dia
15 como consecuencia de la acumulacion progresiva del crecimiento a lo largo del cultivo.
Paralelamente, los mayores valores de Y,; y Y,xtambién se observaron alrededor del dia 15,
indicando que en esta etapa el metabolismo del microorganismo se orientd preferentemente
hacia la produccion de exopolisacaridos. Por ello, el dia 15 constituye el tiempo 6ptimo de
cosecha para la obtencion de EPS, ya que combina la mayor concentracion de biomasa con la
mayor eficiencia de produccion del biopolimero. Desde el punto de vista biotecnologico, este
comportamiento permite identificar un tiempo de cultivo potencialmente adecuado para

optimizar la produccion de biopolimeros de interés industrial (1).

1.5.4. Evaluacion preliminar de la produccion de EPS mediante el método fenol-acido

sulfurico en microplaca

En el punto optimo de produccion determinado en el dia 15 de cultivo, se realizo la
cuantificacion de exopolisacaridos (EPS) mediante el método colorimétrico de fenol-acido
sulfurico en formato de microplaca. A partir de la curva de calibracion previamente establecida,

se interpolaron las absorbancias obtenidas para las muestras analizadas por triplicado.

Tabla 8
Cuantificacion de azicares totales del exopolisacarido (EPS) obtenido al dia 15 mediante

el método fenol-acido sulfurico.

Réplica  Concentracion (g/L)

A 0.58

B 0.59

C 0.58
Media = SD 0.58 +£0.01

Nota: Elaboracion propia.

Como se muestra en la Tabla 8, las concentraciones de azucares totales del exopolisacarido
(EPS) obtenidas en las tres réplicas analiticas fueron de 0.58, 0.59 y 0.58 g/L, respectivamente,

registrandose un valor promedio + desviacion estandar de 0.58 + 0.01 g/L. La baja dispersion
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observada entre los resultados evidencia una adecuada repetibilidad del método analitico

empleado y una buena consistencia en las mediciones realizadas.

Con base en este valor promedio, la concentracion experimental de EPS fue de 0.58 g/L.
Considerando una concentracion teorica de referencia de 1.00 g/L, se obtuvo un porcentaje de
recuperacion de 58 %, lo cual refleja la proporcion de producto efectivamente recuperado
respecto al valor esperado bajo condiciones ideales. Adicionalmente, se registrd una biomasa
(pellet) de 0.069 g, correspondiente al crecimiento celular de Fusarium oxysporum obtenido
durante el proceso de cultivo. El porcentaje de recuperacion obtenido confirma la produccion
de EPS en el punto 6ptimo del cultivo. Este comportamiento es consistente con lo reportado en
la literatura, donde se describe que la sintesis de exopolisacaridos tiende a incrementarse en
fases tardias del crecimiento microbiano, particularmente en fase estacionaria. La
concentracion promedio de exopolisacdridos obtenida fue de 0.58 = 0.01 g/L. La baja
desviacion estandar observada evidencia una adecuada precision analitica y una buena
reproducibilidad entre las réplicas evaluadas, lo que respalda la confiabilidad de los resultados
obtenidos. En términos comparativos, el porcentaje de recuperacion obtenido (58 %) puede
considerarse satisfactorio para un proceso de extraccion de exopolisacaridos, debido a que la
recuperacion de estos biopolimeros suele verse afectada por pérdidas durante las etapas de
centrifugacion, filtracion, precipitacion con etanol y recuperacion del precipitado. Esto sugiere
que el sistema evaluado presenta una eficiencia moderada, con posibilidad de optimizacion en

las etapas de recuperacion (1).

Por otro lado, es importante considerar que el método fenol-4cido sulfurico cuantifica
carbohidratos totales sin diferenciar entre tipos de polisacaridos, lo cual puede influir en la

exactitud de la cuantificacion del EPS (8,104).

En conjunto, los resultados evidencian que el dia 15 constituye un punto Optimo para la
produccion de EPS, aunque se recomienda optimizar las condiciones de extraccion y

purificacion para mejorar el rendimiento del biopolimero.
1.6. Consumo de sustrato y analisis de carbohidratos
1.6.1. Cuantificacion de azucares (DNS)

Los valores de azucares reductores (DNS) disminuyen progresivamente de 99.2 g/l a31.5 g/L,

lo que confirma la utilizacion activa de carbohidratos durante la fermentacion.

La cuantificacion se realizo mediante el método DNS empleando una curva de calibracion con

glucosa estandar, cuya ecuacion de regresion lineal fue y = 2.0407x — 0.0559 y un
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coeficiente de determinacion R? = 0.999, evidenciando alta linealidad del método (ver Anexo 6
y 7). Para asegurar que las mediciones se encontraran dentro del rango lineal de la curva de

calibracion, las muestras fueron previamente diluidas cuando fue necesario.

Esta reduccion es consistente con el consumo de glucosa durante el cultivo y su conversion en
biomasa y exopolisacaridos (EPS). Asimismo, la relacién inversa observada entre la
concentracion de azucares reductores y la produccion de EPS sugiere que estos compuestos

fueron utilizados como sustratos para la biosintesis de polisacaridos extracelulares.

Diversos estudios han demostrado que los EPS flingicos estdn compuestos principalmente por
monosacaridos como glucosa, galactosa y manosa, derivados directamente del metabolismo de
azucares simples presentes en el medio (162). Por tanto, la disminucion de azucares reductores

es un indicador indirecto de la sintesis de EPS.

Asimismo, la disminucién mas marcada en etapas intermedias del cultivo coincide con la fase
de mayor produccion de EPS, lo cual ha sido reportado previamente en fermentaciones donde

los carbohidratos se canalizan hacia la formacion de metabolitos extracelulares (117).

Figura 17
Variacion de la concentracion de azucares reductores durante el cultivo de Fusarium

oxysporum.
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1.6.2. Relacioén sustrato—biomasa—EPS

Los resultados experimentales evidencian una relaciéon dindmica y estrechamente acoplada
entre el consumo de sustrato (DNS), la formacion de biomasa y la produccion de
exopolisacaridos (EPS) a lo largo del cultivo. Los datos experimentales que sustentan este
analisis se encuentran en el Anexo 1. Inicialmente, se observa una elevada concentracion de
azucares reductores (99.2 g/L en el dia 1), la cual disminuye progresivamente hasta 31.5 g/L al
dia 17, lo que indica un consumo sostenido del sustrato por el microorganismo. Este
comportamiento es consistente con procesos fermentativos donde el carbono disponible es
utilizado tanto para crecimiento celular como para la sintesis de metabolitos extracelulares

(106).

En términos de biomasa, se evidencia un incremento rapido durante los primeros dias, pasando
de 2.166 g/L a 12.702 g/L (dia 13), seguido de una fase de estabilizacion. Este patron sugiere
una cinética tipica de crecimiento microbiano con transicion de fase exponencial a estacionaria,
donde la limitacion de sustrato y la acumulacion de productos metabdlicos comienzan a

restringir la proliferacion celular (88).

De manera paralela, la produccion de EPS muestra un incremento sostenido, alcanzando un
maximo de 1.684 g/L en el dia 15. Es importante destacar que la sintesis de EPS continua
incluso cuando la biomasa entra en fase estacionaria, lo cual sugiere que estos biopolimeros
estdn asociados a un metabolismo secundario o parcialmente desacoplado del crecimiento
celular. Este comportamiento ha sido ampliamente reportado en microorganismos productores
de polisacaridos, donde la produccion de EPS se intensifica bajo condiciones de estrés o

limitacioén de nutrientes (1).

Asimismo, la relacidn inversa entre la concentracion de azucares reductores y la acumulacion
de biomasa y EPS confirma la eficiencia del microorganismo en la conversion del sustrato.
Durante la fase intermedia del cultivo (dias 7—13), se observa una disminucién mas pronunciada
del DNS coincidiendo con incrementos significativos en biomasa y EPS, lo que sugiere un

periodo de alta actividad metabolica y elevada tasa de asimilacidon de carbono.

Adicionalmente, el comportamiento del pH (ligera acidificacion inicial seguida de
estabilizacion) indica la posible produccion de metabolitos orgdnicos durante la fase de
crecimiento, lo cual puede influir en la regulacion enzimatica y en la sintesis de EPS. Este tipo
de variaciones es comun en sistemas fermentativos donde el metabolismo del carbono genera

acidos organicos como subproductos (118).
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En conjunto, los resultados demuestran que existe una clara interdependencia entre el consumo
de sustrato, el crecimiento celular y la produccion de EPS, siendo el sustrato la fuerza impulsora
principal que regula tanto la cinética de crecimiento como la biosintesis de metabolitos

extracelulares.

Figura 18

Cinética de biomasa, produccion de EPS y consumo de azucares reductores

Biomasa, EPS y azucares reductores vs Tiempo
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Nota: Elaboracion propia.
1.6.3. Eficiencia de conversién y analisis metabolico

La eficiencia de conversion del sustrato puede evaluarse a partir de la relacion entre la cantidad
de sustrato consumido y los productos generados (biomasa y EPS). En este estudio, la reduccién
significativa de los azucares reductores (~68% del valor inicial) se traduce en un incremento
notable de biomasa (~12.8 g/L) y produccion de EPS (~1.68 g/L), lo cual indica una adecuada
capacidad del microorganismo para canalizar el carbono hacia rutas anabdlicas. Desde una
perspectiva metabolica, el carbono proveniente del sustrato es dirigido principalmente hacia
dos rutas: (1) la generacion de energia y precursores celulares mediante la glucdlisis y el ciclo
de los acidos tricarboxilicos, y (ii) la biosintesis de polisacaridos extracelulares a través de rutas

especificas de activacion de azticares (UDP-glucosa, GDP-manosa, entre otros). La persistencia
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en la produccion de EPS durante la fase estacionaria sugiere que esta ruta metabolica permanece

activa aun cuando la division celular disminuye (119).

Por otro lado, la ligera disminucion de EPS después del dia 15 podria estar asociada a
fenomenos de degradacion enzimatica o a limitaciones energéticas, lo cual ha sido reportado en
sistemas donde el balance entre sintesis y consumo de polisacaridos se ve afectado por

condiciones ambientales o agotamiento de nutrientes (2).

En términos de rendimiento, la relacion sustrato-producto observada en este estudio es
comparable con reportes previos en sistemas microbianos productores de EPS, donde se ha
demostrado que la optimizacion de las condiciones de cultivo permite maximizar la conversion

de carbono hacia metabolitos de interés biotecnolédgico (120).

Finalmente, el andlisis integrado de los datos sugiere que el sistema presenta una eficiencia
metabolica adecuada, con una clara transicion de metabolismo primario (crecimiento) hacia
metabolismo secundario (produccidon de EPS), lo cual es clave para procesos de optimizacion

y escalamiento industrial.

1.7. Evaluacion del efecto de las variables de cultivo sobre la produccion de

exopolisacaridos
1.7.1. Resultados del disefio experimental

Inicialmente, para esta investigacion se eligid el diseno Box —Behnken, aplicando la
metodologia de superficie de respuesta (RSM) que permite optimizar el rendimiento (%) de los
exopolisacaridos. Este disefio permite encontrar el punto Optimo a partir de multiples
combinaciones e interacciones de las variables independientes estudiadas sobre la variable de

respuesta.

Se us6 el software Design Expert Version 13.0, en donde se obtuvieron 15 tratamientos
experimentales (Tabla 9) con tres replicas centrales, para evaluar el efecto de 3 factores:
concentracion de glucosa (g/L), concentracion de levadura (g/L); y pH sobre la variable de
respuesta; rendimiento, expresado en porcentaje (R%), que indica la relacioén entre la masa de
EPS producida y la masa inicial de glucosa presente en el medio de cultivo como se muestra en

la siguiente ecuacion.

Producto formado __ EPS

Variable de respuesta (Y): Yp /e = R(%) =

Sustrato inicial glucosa inicial
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Tabla 9

Pruebas obtenidas empleando el disefio Box Behnken basado en metodologia de

respuesta (RSM)
Identificacion Glucosa Levadura
de la muestra (o) (o) pH R (%)
NO1 10 0.69 55 1.4900
NO02 100 0.69 55 0.1960
NO3 10 6.9 55 3.6000
NO04 100 6.9 55 1.9240
NO5 10 3.795 45 4,1000
NO06 100 3.795 45 0.8700
NO7 10 3.795 6.5 0.4000
NO08 100 3.795 6.5 1.1840
NO09 55 0.69 4.5 0.9745
N10 55 6.9 45 3.6400
N11 55 0.69 6.5 0.4982
N12 55 6.9 6.5 1.6400
N13 55 3.795 55 1.2255
N14 55 3.795 55 1.7745
N15 55 3.795 55 1.8982

Nota: Elaboracion propia.

Estos resultados obtenidos se compararon con diferentes modelos lineales, modelos cuadraticos
y modelos de 2Fi en el software, en el cual, el modelo 2FI mostré mejor ajuste, debido a su alta
significancia estadistica (valor p < 0.0001), demostrando que el modelo es confiable. También
se muestra en la Tabla 10 que el Lack of fit (falta de ajuste) fue de 0.9097, indicando un anélisis
no significativo. Asi como los coeficientes de determinacion ajustado (R? ajustado) y predicho

(R? predicho) de 0.9601 y 0.9334, respectivamente, mostrando su adecuada capacidad

predictiva.
Tabla 10
Modelos propuestos por el software Design-Expert® version 13.0
Modelo Valorp Faltade R2 R2
Ajuste ajustado predicho
Lineal 0.0012 0.2068 0.6809 0.4760
2FI 0.0002 0.9097 0.9601 0.9334 Sugerido
Cuadratico 0.8252 0.7932 0.9458 0.8634
Cubico 0.7932 0.9119

Nota: Elaboracion propia.

Por ende, en esta etapa experimental, se selecciono el modelo de interaccion de dos factores

(2F1i), teniendo un R? de 0.9772 (Tabla 11), mostrando que los datos se ajustan a un modelo
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lineal y no cuadratico, evidenciando que el 97,72 % puede ser interpretado sobre la variable de

respuesta, es decir, en el rendimiento de los exopolisacaridos (%, g/g).

Tabla 11

Estadistica del modelo seleccionado 2FI1

DESVIACION ESTANDAR 0.2411 R2 0.9772
MEDIA 1.69 Rz ajustado 0.9601

CV.% 14.23 R2 predicho 0.9334

Precision adecuada 23.9837

Nota: Elaboracion propia.

En el andlisis de ANOVA, se muestra que el modelo es significativo con un valor F de 57.09,
indicando que existe la relacion entre las variables independientes y la variable de respuesta, es
decir, que existe solo un 0,01 % de probabilidad de que un valor F tan elevado se deba al ruido.

Teniendo en cuenta lo que se mostrd en el software lo siguiente:

e Los valores p inferiores a 0,0500 indican que los términos del modelo son significativos.
En este caso, las variables independientes como A (concentracion de glucosa), B
(concentracion de levadura), C (pH) y las interacciones AC (concentracion de glucosa —
pH) tienen un valor p < 0.0001 y la interaccion entre BC (concentracion de levadura y pH)
un valor de p < 0.0134, mostrando que estos resultados son términos significativos. No
obstante, la interaccion entre AB (concentracion de glucosa — levadura) no muestra valores

significativos, es decir, que cada variable actiia de forma independiente.

e FEl valor F de falta de ajuste de 0,27 implica que la falta de ajuste no es significativa en
relacion con el error puro. Existe un 90,97 % de probabilidad de que un valor F de falta de
ajuste tan elevado se deba al ruido. Una falta de ajuste no significativa es positiva, ya que

buscamos que el modelo se ajuste correctamente.
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Tabla 12
Analisis de varianza ANOVA empleando el modelo de 2FI

Fuente Sumade  df Promediode Valor  Valorp
cuadrados Cuadrados F
Modelo 19.91 6 3.32 57.09 <0.0001 Significativo
A-glucosa 3.67 1 3.67 63.07 <0.0001
B-levadura 7.31 1 7.31 125.67 <0.0001
C-pH 4.30 1 4.30 73.89  <0.0001
AB  0.0365 1 0.0365 0.6275  0.4511
AC 4.03 1 4.03 69.29 <0.0001
BC 0.5804 1 0.5804 9.98 0.0134
Residual ~ 0.4651 8 0.0581
Faltade  0.2087 6 0.0348 0.2713 0.9097  No significativo
Ajuste
Error Puro  0.2564 2 0.1282

Total 20.38 14

Nota: Elaboracion propia.

Cabe resaltar que el disefio experimental tuvo como objetivo evaluar la produccion de
exopolisacaridos como variable de respuesta principal, es por ello que los datos de la biomasa
no se incluyeron dentro del analisis estadistico. Esto se basa en el objetivo de la investigacion
de poder evaluar la produccion de EPS de manera independiente del desarrollo del

microorganismo.

1.7.1.1. Cuantificacién de azucares totales presentes en el EPS de los tratamientos

experimentales mediante el método fenol-acido sulfurico en tubos de ensayo

La cuantificacion de carbohidratos totales, asociados a la produccion de exopolisacaridos
(EPS), se realiz6 mediante el método colorimétrico de fenol-acido sulftrico, empleando
lecturas espectrofotométricas en tubos de ensayo. Este método permitido determinar la
concentracion de carbohidratos presentes en las muestras obtenidas bajo las diferentes
condiciones experimentales evaluadas. Los resultados mostraron una variabilidad en la
concentracion de EPS entre los tratamientos, con valores comprendidos entre 0.143 y 0.993 g/L
(Tabla 13). Cada tratamiento fue analizado por triplicado y los resultados se expresan como el

promedio de las determinaciones.
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Tabla 13
Concentracion de exopolisacaridos determinada mediante el método fenol-acido

sulfurico y porcentaje respecto a la concentracion tedrica de referencia.

Tratamiento Concentracion (g/L) Porcentaje respecto a la
concentracion teorica (%)
NO1 0.464 46
NO2 0.411 41
NO3 0.175 18
NO04 0.993 99
NO05 0.453 45
NO06 0.652 65
NO7 0.143 14
NO8 0.632 63
NO09 0.606 61
N10 0.828 83
N11 0.477 48
N12 0.634 63
N13 0.534 53
N14 0.967 97
N15 0.520 52

Nota: Elaboracion propia.

Se observa que los tratamientos N04 y N14 presentaron las mayores concentraciones de EPS,
con 0.993 y 0.967 g/L, respectivamente, mientras que los tratamientos NO7 y NO3 registraron
las menores concentraciones, con 0.143 y 0.175 g/L, respectivamente. Estos resultados
evidencian que las diferentes combinaciones de concentracion de glucosa, extracto de levadura

y pH influyeron en la produccion de exopolisacaridos por Fusarium oxysporum.

Con fines comparativos, los resultados también se expresaron como porcentaje respecto a una
concentracion tedrica de referencia de 1 g/L, obteniéndose valores comprendidos entre 14 % y
99 %. Este porcentaje permitié6 comparar de manera relativa la concentracion alcanzada por
cada tratamiento respecto al valor de referencia establecido, sin representar una medida de

recuperacion o pureza del producto.

En general, los tratamientos que presentaron mayores concentraciones de EPS también
mostraron los porcentajes relativos mas elevados, destacando N04 (99 %) y N14 (97 %). En
contraste, los tratamientos NO7 (14 %) y NO3 (18 %) presentaron los valores mas bajos,

indicando una menor produccion de carbohidratos asociados a los exopolisacéaridos bajo dichas

77



condiciones de cultivo. Las diferencias observadas entre tratamientos sugieren que las variables
evaluadas influyeron en la produccion de EPS, tanto por sus efectos individuales como por sus
posibles interacciones, lo que respalda la aplicacion de un modelo estadistico para identificar

las condiciones 6ptimas de produccion.

En comparacién con la evaluacion preliminar en microplaca bajo condiciones dptimas, donde
se obtuvo una concentracion promedio de 0.58 g/L, los valores del disefio experimental
incluyen dicho resultado dentro de su rango, evidenciando coherencia entre ambos enfoques a
pesar de las diferencias metodologicas. Asimismo, al comparar los resultados obtenidos
mediante el método gravimétrico y el método fenol-acido sulfurico, se observd que ambas
metodologias permitieron evidenciar diferencias en la produccion de exopolisacaridos bajo las
distintas condiciones de cultivo evaluadas. Sin embargo, los valores obtenidos no fueron
equivalentes debido a la naturaleza de cada técnica analitica. El método gravimétrico cuantifica
la masa total del material recuperado tras la precipitacion con etanol, mientras que el método
fenol-é4cido sulfurico determina especificamente la fraccion de carbohidratos presente en la
muestra. Por ello, los resultados obtenidos mediante ambos métodos deben considerarse
complementarios para la evaluacion integral de los exopolisacéaridos producidos por Fusarium

oxysporum.

Finalmente, la cuantificacion de los exopolisacaridos se realizd a partir de una curva de
calibracion con glucosa estdndar, la cual presenté adecuada linealidad (R? = 0.9966),
garantizando la confiabilidad del método analitico. La relacién entre absorbancia (y) y
concentracion (x) se describi6 mediante la ecuacion: y = 3.2835x + 0.2299, la cual
permitié expresar los resultados como equivalentes de glucosa. La curva de calibracion se

presenta en el Anexo 8.
1.7.2. Modelo cuadratico y analisis estadistico

A continuacidn, se presenta la ecuacion del modelo en valores reales, la cual permite calcular y

predecir el rendimiento (%, g/g) dentro del rango estudiado.

R = 9.42650 — 0.135101 * glucosa + 1.02012 * levadura — 1.49371 * pH
— 0.000683 (glucosa * levadura) + 0.022300 (glucosa * pH)
— 0.122681 (levadura * pH)

1.7.2.1. Prueba de normalidad
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Figura 19

Grafico de normalidad de residuos
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Nota: Elaboracion propia.

Analizando la grafica de probabilidad normal de los residuos mostrada, se denota una
distribucion aproximadamente lineal de los residuos cercanos a la recta de referencia, aunque
en sus extremos presenta variaciones ligeras, lo que indica que estan dentro de una distribucioén
aceptable. Esto confirma que la suposiciéon de normalidad de los residuos garantiza que se
cumple adecuadamente, lo cual valida el uso de herramientas en el modelo estadistico realizado.
Cabe resaltar, que la ausencia de desviaciones o valores atipicos marcados sugieren que no hay

outliers significativos que afecten la tendencia esperada.
1.7.2.2. Residuos vs valores predichos

Figura 20

Representacion grafica de residuos vs valores predichos
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Nota: Elaboracion propia.

En el andlisis de la grafica de residuos vs valores predichos se muestran los puntos disperados

aleatoriamente cerca de la linea central. Esto indica que la varianza de los residuos tiene una
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dispersion constante aproximadamente a lo largo de los valores predichos. Estos resultados
cumplen con la suposicion de la homocedasticidad, también se evidencia que no hay presencia
de curvaturas o patrones definidos. La falta de estructuras en los residuos evidencia que el
modelo describe adecuadamente la relacion que existe entre las variables independientes
(concentracion de glucosa, concentracion de levadura y pH) y la variable de respuesta
(rendimiento %). En conjunto, el modelo no presenta problemas de no linealidad o falta de

ajuste.
1.7.2.3. Residuos vs orden de corrida

Figura 21

Representacion grafica de Residuos vs Orden de corrida
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Nota: Elaboracion propia.

En torno a la grafica 3, se observa que los residuos varian aleatoriamente en funcion del orden
en que se desarrollaron los experimentos, es decir, se distribuyen alrededor de la linea central
en cero. También se denota que el modelo no presenta tendencias sistematicas o patrones
definidos, evidenciandose que los errores experimentales son independientes. Sin embargo,
DW — estadistico (estadistico de Durbin-Watson) muestra un valor de 1.29 que indica una
autocorrelacion positiva y un valor de autocorrelacion estimado de (~0.086) que esta dentro de
un rango aceptable. Estos resultados en conjunto indican la independencia de los residuos,

validando el modelo.

En conjunto, los graficos analizados demuestran que el modelo presenta un ajuste adecuado.

Estos resultados confirman:
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e [os residuos estan distribuidos adecuadamente mostrando su varianza de los residuos

constante dentro de los valores predichos.

e Aunque se observa una ligera desviacion en los extremos y una autocorrelacion débil, es

decir, DW = 1.29, se puede interpretar que el modelo es confiable y valido.

1.7.3. Interaccidn de variables

Se emplearon graficos de contorno para evaluar el efecto de las interacciones de las variables
sobre la produccion de los exopolisacaridos generados a partir del modelo de interaccion dos

factores (2FI).

Figura 22

Grafico de contorno de las interacciones respecto a la produccion de exopolisacaridos,

A) Interaccién de la concentracion de glucosa en funcion al pH, B) Interaccion de la

concentracion de glucosa y levadura, C) Interaccion de la concentracion de levadura en funcion

del pH.
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Nota: Elaboracion propia.
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1.7.3.1. Interaccién entre Glucosa -pH

El grafico de contorno de la interaccion de la concentracion de glucosa en funcion del pH
muestra que las maximas respuestas se concentran a bajas concentraciones de glucosa entre ~10
— 20y pH &cido de ~ 4.5 — 5.0, mientras que la produccion de EPS disminuye al incrementar
estas variables (glucosa y pH). El sistema describe que la concentracion de glucosa esta
condicionada por el pH del medio, es decir, que la fuente de carbono no actia de forma
independiente, sino que depende del pH. En sistemas biologicos muchas veces influye las
condiciones del medio de cultivo, como la disponibilidad de la fuente de carbono y pH que

influye en la sintesis de polisacaridos extracelulares (121).
1.7.3.2. Interaccion entre Glucosa - Levadura

La interaccion entre el factor AB (glucosa — levadura) no es significativa, es decir, actiian de
manera independiente cada factor sobre la variable de respuesta. En el grafico de contorno de
interaccion entre la concentracion de glucosa y el extracto de levadura se observa un gradiente
uniforme en la respuesta, en donde la region optima en la produccién de exopolisacaridos
claramente aumenta al incrementar la concentracion de levadura entre (~6—7) y cuando la
glucosa disminuye entre (~10-30). Pero disminuye en elevadas concentraciones de glucosa.
También se muestra que las lineas son casi lineales; la interaccion entre el factor AB (glucosa
— levadura) no es significativa; es decir, actian de manera independiente, cada factor sobre la

variable de respuesta, siendo la levadura un factor dominante positivo (122).
1.7.3.3. Interaccion entre Levadura - pH

En el sistema de la concentracion de levadura y del pH, se observa que incrementar la
concentracion de levadura entre ~6—7 y mantener un pH acido entre ~4.5-5.0 favorece la
produccion de exopolisacaridos. También se observan en el grafico lineas de contorno curvas e
inclinadas; no son paralelas. Esto indica que el efecto de la levadura depende del pH. La
interaccion BC demuestra que es significativa, coincidiendo con el ANOVA, evidenciando que
la fuente de nitrégeno favorece el crecimiento y metabolismo estimulando la produccion de

EPS y el pH 4cido favorece la actividad enzimatica (122).

En sintesis, estos resultados muestran que la fuente de nitrégeno, la levadura, tiene una
influencia positiva sobre la respuesta, despejando a los demas factores como la glucosa y pH,
que presentaron un efecto negativo. Asimismo, se determiné que en condiciones de pH éacido —
alta concentracion de levadura y baja concentracion de glucosa favorecen la produccion de

exopolisacéridos, expresado en rendimiento (%). Estos resultados son consistentes con los
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fundamentos del andlisis de superficies de respuesta, donde la interaccion entre factores es

determinante en la descripcion del sistema (109).

En la Figura 23. se visualiz6 un efecto combinado entre las interacciones de los factores sobre

la variable de respuesta gracias a las superficies de respuesta tridimensionales.

Figura 23
Representacion de las superficies de respuesta tridimensional, A) Interaccion del efecto
de la concentracion de la glucosa sobre pH, B) Interaccion del efecto de la concentracion

de levadura sobre pH

R1

B: levadura

Nota: Elaboracion propia.

1.7.3.3.1. Interaccion glucosa — pH:

Se observo en la Grafica 5.A que la variable de respuesta (R1) disminuyd cuando la glucosa 'y
el pH aumentaron; sin embargo, el R1 (rendimiento %) alcanza valores maximos al tener
condiciones bajas de glucosa y pH 4acido. La inclinacion de la superficie denota que existe un

efecto positivo entre ambos factores.
1.7.3.3.2. Interaccién levadura — pH

En la gréafica 5.B, el R1 incrementa conforme la levadura se encuentra en valores altos y el pH

en valores bajos, identificando la regién 6ptima del sistema.
1.7.4. Validacién del punto 6ptimo

Para la optimizacion, el software Design Expert evalud simultaneamente el efecto de las
variables independientes sobre la respuesta, en donde generd 100 soluciones, y se selecciono la

soluciéon nimero 94 por tener un valor de deseabilidad igual a 1.000, el cual permitié describir
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adecuadamente el comportamiento del sistema y el modelo 6ptimo ajustado. En la Tabla 14 se
muestran las condiciones 6ptimas que corresponden a una concentracion de glucosa de 10.25
g/L, extracto de levadura de 6.64 g/l a un pH de 4.68, dando una produccion aproximada de

5.12 % de exopolisacaridos.

Tabla 14
Condiciones optimas determinadas para la produccion de EPS mostrado del software

con el modelo ajustado 2FI

Glucosa Levadura pH EPS % Deseabilidad

10.250 6.640 4.675 5.045 1.000

Nota: Elaboracion propia.

Se realizaron 3 repeticiones experimentales bajo esas condiciones 6ptimas con el fin de validar
el modelo propuesto. En la Tabla 15 se muestran los valores obtenidos en la produccion de
exopolisacaridos de 5.16, 4.98, 5.21 %, con un promedio de 5.12 %, respectivamente. Estos
resultados experimentales se encuentran en buen acuerdo con el valor predicho por el modelo
y dentro del intervalo de prediccion al 95%, asi como con la desviacion estandar (0.24), lo que

confirma la validez y capacidad predictiva del modelo desarrollado.

Tabla 15

Validez experimental de las tres repeticiones experimentales

Promedio Valor (ntewvalo
Glucosa Levadura EPSR . . Desviacion de
pH Experime  Predicho , Sy
(ol (9/L) % ntal R% o Estandar  prediccion
° 0 (1C=95%)
5.16 452
10.25 6.64 4.68 4,98 5.12 5.05 0.24 il
T 521 >3

Nota: Elaboracion propia.
1.8. Caracterizacion de los exopolisacaridos
1.8.1. Purificacion del EPS

La muestra obtenida del EPS se purificé mediante precipitacion con etanol con el fin de eliminar
interferencias o impurezas como sales y restos del medio de cultivo que podrian interferir en el

espectro en el andlisis por FTIR. De esta manera, se pueden obtener sefiales mas definidas de
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los grupos funcionales propios de los exopolisacéridos, para asi interpretar buenos resultados.
Estos analisis fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Investigacion de Procesos en el cuarto

piso del edificio F de la Universidad Catélica de Santa Maria.
1.8.2. Analisis FTIR (grupos funcionales)

El andlisis mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se realiz6 en
un rango espectral de 3884—-594 cm™', empleando 32 barridos tanto para la muestra como para
el fondo. En la figura 24 se muestra el espectro obtenido en la investigacion, mientras que en la

Tabla 16 se presenta un resumen de las bandas identificadas.

Figura 24
Resultados en el espectro del EPS (P1)
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Tabla 16

Grupos funcionales identificados en la region espectral infrarrojo en FTIR

Posicion (cm™) Asignacion de la banda Grupo Funcional

Vibracién de estiramiento de
3417.386 ) ) -OH
los polisacéridos
Vibraciones de grupo CH /
2916.872 tipicas de carbohidratos -C-H
microbianos
Vibracién de estiramiento C=0
1609.597 — 1730.602 del grupo N-acetilo/ acido C=0
carboxilico protonado
Estiramiento simétrico del
1410.933 COoO
grupo COO-
Enlaces glucosidicos/presencia
1055.006 ) ) C-O-C/C-0O-H
de anillo piranosa
Carbon de estructura anomérica

892.899 - B-glucano
de la glucosa / B-glucosidico

Nota: Elaboracion propia.

En el espectro FTIR se observa una banda ancha e intensa alrededor de 3417 cm™, caracteristica
de vibraciones de estiramiento del grupo hidroxilo (~OH), asociadas a enlaces de hidrégeno
presentes en polisacaridos (175, 179, 180). Asimismo, se identifica una banda en 2916 cm™
atribuida al estiramiento de enlaces C—H de grupos aliféticos, lo cual sugiere a componentes

lipidicos de membrana fingica (123).

En la region de 1200-1000 cm™ se observa una banda intensa centrada en 1055 cm™, atribuida
a vibraciones de estiramiento de enlaces C—-O—C y C-O, caracteristicas de carbohidratos. Esta
zona se asocia a enlaces glucosidicos y a la region anomérica. Diversos estudios reportan
sefales similares entre 1028 y 1100 cm™, relacionadas con vibraciones de estos compuestos y

la posible presencia de unidades en forma de anillo piranosa (124,125).

Sin embargo, la banda mas resaltante se encontré en 892 cm™, asociada a vibraciones del
carbono anomérico, caracteristica de enlaces -glucosidicos. Diversos estudios reportan sefales
en el rango de 880-900 cm™ como indicativas de este tipo de enlace, lo que respalda la

presencia de configuraciones 3 en la estructura del EPS analizado (126,125).
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Complementariamente, en la region intermedia se identificaron bandas en 1730, 1609 y 1410
cm™', asociadas a grupos carbonilicos y carboxilatos. La senal en 1730 cm™ se atribuye a
vibraciones de C=0, mientras que la banda en 1609 cm™ se relaciona con estiramientos de C=0
0 de COO, vinculados a acidos carboxilicos o a grupos N-acetilo. Por su parte, la sefial en 1410
cm™' corresponde al estiramiento simétrico de los grupos carboxilato (COO~). Estas
asignaciones han sido reportadas en rangos similares para compuestos con grupos acidos y

posibles residuos proteicos asociados (124,123,126).

En conjunto, el andlisis FTIR evidencia un patrén espectral caracteristico, al comparar el
espectro obtenido con los reportados en la literatura (Figura 25), se observo una alta similitud
en las bandas principales, destacando las vibraciones de O—H (~3400 cm™), C=0 (~1600—-1400
cm ') y enlaces glucosidicos (~1000-900 cm™), asi como sefiales en la region anomérica
(~880-900 cm™) asociadas a posibles configuraciones estructurales. Estas pueden presentar
variaciones en el tipo de enlace, grado de ramificacion y masa molecular (176), lo que evidencia
la complejidad estructural del exopolisacarido analizado. Esta concordancia respalda la

naturaleza del EPS producido por Fusarium oxysporum, siendo consistente con lo descrito para

exopolisacaridos de origen fungico.

Figura 25
Espectro de FTIR obtenido de investigaciones de Fusarium merismoides A6 (178) y

Fusarium equiseti ANP2 (175), respectivamente.

100 — —
" Y ol - ! 512 fj“,
\ I | i,
II x..-' II |r| |H '.I
80 L ,-'"r | N | L] '\V_,
| | |I| I 'II J T
| |I || 1
- | Y, | \ H o z
- II| I'II 17
F; ﬁu L Il ._.' 1] | :l (k4 |'|I
= | f T | \ |
E | I| v I.-,,I 1308 1]
g a0t | 1 I
E | | | 1063
| |
E II.HH / ||
= / v
20 - \1/ ’
LI |
W e FM-EPS]
FM-EPS2
ﬂ. I [ I

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
Wave numbericm )

87



11,79+
“T

%
3
%

40'00 35‘00 30IOD 25100 20100 15'00 llJ‘I)ﬂ cat S!lm
Nota: Elaboracion propia.
1.9. Implicaciones biotecnoldgicas y potencial aplicacion de EPS

Los exopolisacaridos (EPS) producidos por microorganismos como Fusarium oxysporum
presentan un alto interés biotecnologico debido a sus propiedades fisicoquimicas y funcionales,
tales como la capacidad de retencion de agua, viscosidad, formacion de geles, actividad
emulsificante y estabilidad en diferentes condiciones ambientales. Estas caracteristicas les

confieren un amplio potencial de aplicacion en diversas industrias.

En el campo de la biotecnologia ambiental, los EPS pueden ser utilizados en procesos de
biorremediacion, debido a su capacidad de adsorber metales pesados y otros contaminantes
presentes en agua y suelos, contribuyendo a la reduccion de la toxicidad ambiental. Asimismo,
su estructura polimérica permite la formacion de matrices protectoras que favorecen la
supervivencia microbiana en ambientes adversos, lo cual es de interés en tecnologias de

bioaumentacion.

En la industria alimentaria, los EPS microbianos pueden emplearse como agentes espesantes,
estabilizantes y mejoradores de textura, sustituyendo aditivos sintéticos. En el sector
farmacéutico y biomédico, destacan por su potencial inmunomodulador, antioxidante y su
posible uso en sistemas de liberacion controlada de fArmacos, debido a su biocompatibilidad y

baja toxicidad.

Por otro lado, los EPS derivados de hongos filamentosos como Fusarium oxysporum
representan una alternativa sostenible frente a polimeros sintéticos, debido a que su produccién

puede optimizarse mediante procesos fermentativos controlados, utilizando sustratos de bajo
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costo y residuos agroindustriales, lo que reduce el impacto ambiental y los costos de

produccion.

En el contexto de esta investigacion, la produccion de EPS a partir de Fusarium oxysporum
adquiere relevancia no solo por su rendimiento biotecnologico, sino también por su potencial
aplicacion en el desarrollo de bioproductos con valor agregado, orientados a sectores como el

ambiental, alimentario y farmacéutico.
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PRIMERA:

SEGUNDA:

TERCERA:

CUARTA:

QUINTA:

CONCLUSIONES

Se evaluaron las condiciones de cultivo para la produccion de exopolisacaridos
por una cepa nativa de Fusarium oxysporum mediante la metodologia de
superficie de respuesta basada en un disefio Box—Behnken, logrando optimizar
el proceso y alcanzar un rendimiento maximo de 5.12 % bajo condiciones

optimas de glucosa (10.25 g/L), extracto de levadura (6.64 g/L) y pH 4.68.

Se logro el aislamiento, caracterizacion e identificacion molecular de una cepa
nativa de Fusarium oxysporum proveniente de Musa paradisiaca, confirmada

mediante analisis morfologico y secuenciacion ITS con un 100 % de similitud.

El analisis cinético evidencio que la sintesis de EPS presenta un comportamiento
parcialmente desacoplado del crecimiento celular, alcanzando su maxima
produccion en fase estacionaria (dia 15). Asimismo, la disminucién de azicares
reductores mediante DNS y de carbohidratos totales por el método fenol-acido
sulfurico demostrd6 que el sustrato consumido por el hongo fue utilizado

parcialmente para la sintesis de exopolisacaridos.

La produccion de exopolisacaridos estuvo fuertemente influenciada por las
condiciones de cultivo, destacando el extracto de levadura como el factor con
mayor efecto positivo, mientras que altas concentraciones de glucosa y valores
elevados de pH ejercieron efectos inhibitorios. Asimismo, el modelo estadistico
2FI present? alta significancia (p < 0.0001) y elevada capacidad predictiva (R?
=0.9772), permitiendo describir adecuadamente el comportamiento del sistema

y predecir la produccion de EPS dentro del rango experimental evaluado.

La caracterizacion mediante espectroscopia FTIR confirm6 la naturaleza
polisacaridica del EPS obtenido, evidenciando grupos funcionales
caracteristicos como hidroxilos, enlaces glucosidicos y estructuras tipo piranosa.
En conjunto, los resultados demuestran el potencial biotecnologico de Fusarium
oxysporum y la aplicabilidad de estrategias de optimizacion estadistica para el

desarrollo de procesos fermentativos eficientes y escalables.
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PRIMERA:

SEGUNDO:

TERCERO:

RECOMENDACIONES

Para futuros estudios usando Fusarium oxysporum, aislado de cultivos de
banano en estado de pudricion, siendo este microorganismo con alta actividad
metabolica en este tipo de ambientes, se propone usar el aprovechamiento de
residuos organicos derivados de estos sistemas como sustratos alternativos para
la producciéon de exopolisacaridos, ya que esto promoveria la valorizacion de
algunos materiales que se encuentran en descomposicion para poder ser
utilizados o transformados en productos de interés. De esta manera, estos
procesos contribuiran a la integracion de procesos en biotecnologia relacionados

a la sostenibilidad y economia circular.

Se recomienda evaluar la influencia de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno
en la produccioén de exopolisacaridos por Fusarium oxysporum, que permitird
conocer qué condiciones son favorables no solo en su maximo rendimiento, con
el fin de identificar las variaciones del polimero obtenido. Asimismo, este
proceso de fermentacion permitira comprender mejor la relacion entre el medio

de fermentacion y las caracteristicas de los exopolisacaridos.

En cuanto a su caracterizacion del polimero obtenido, se propone profundizar en
investigaciones relacionadas con este hongo, para poder ver sus propiedades no
solo a nivel estructural, sino también su capacidad interactiva con contaminantes
presentes en el agua, y evaluar los cambios de pH y temperatura en cuanto a su
estabilidad y el comportamiento en medios acuosos. Esto permitiria comprender
el potencial de aplicacion de biopolimero con mayor precision, con el fin de
complementar esta investigacion, teniendo en cuenta la limitada disponibilidad

de equipos especializados.
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Anexo 1

Informe de identificacion molecular del hongo aislado

ADN -

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
DEL ADN UCHUMAYO E.I.R.L.

Uchumayo
IDENTIFICACION MOLECULAR DE ESPECIES
Nombre del Solicitante: Nicol Abarca Apaza DNI: 71491953
Direccion:
Email: nicolekabarca@gmail.com Teléfono: 994597722.
Pais: Peru, Provincia: Arequipa Distrito: Arequipa

Muestra: 1 Cultivo puro de hongos en cuarto repique. Codigo: Hongo Miluska (HM)
Indicaciones: Identificacion Molecular de Hongos por secuenciacion del gen ITS1

Introduccion.

En general, para hongos, la region ITS del ADNr se utiliza como objetivo principal y es
amplificado con los primers ITS-1y ITS-4. En algunos casos, estos cebadores pueden no
proporcionar suficiente identificacion y es posible que se requiera una region codificante
de proteina.

Metodologia:

La identificacion consiste en la extraccion de ADN de la muestra usando el Kit “The
MasterPure™ DNA Purification Kit” que provee todos los reactivos necesarios para la
recuperacion de ADN utilizado para amplificacion de la region ITS1, mediante PCR.

La amplificacidon correspondiente a la region ITS1 se llevd a cabo usando los primer
universales ITS-1, Estos primers amplifican aproximadamente 600 pares de bases de la
region ITS1 -5.85-ITS2 del cistron ribosémico.

Forward: ITS-1 5’-TCCGTAGGTAACCTGCGG
Reverse: ITS-4 5’ -TCCTCCGCTTATTGATATGC
Temperatura de hibridacion: 52°C

Los productos de PCR fueron purificados usando el kit Qiagen PCR purification, y se
siguid las instrucciones de la companiia, los productos purificados fueron secuenciados
usando la técnica de Sanger que utiliza colorantes Big Dye V3.1 y leidos en un equipo
ABI 3730xI.

La secuencias revisadas se compara con la base de datos de NCBI usando el software
BLAST © » blastn suite.

Prolongacion San Martin Q-3 Uchumayo - Arequipa - Peru
Sucursal: La Merced N° 125 Int. 125 Cercado - Arequipa
Telefono: +51-54-493007 www.adnuchumayo.com
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ADN

‘ INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

DEL ADN UCHUMAYO E.I.R.L.
Uchumayo

Cuando se hace un analisis filogenetico escogiendo 10 especies con mayor similitud, el
modelo de arbol “Fast Minimun Evolution” la secuencia evaluada presenta un mayor
acercamiento a la especie Fusarium oxysporum MK571185.1

? Fusarium oxysporum isolate Fo07 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; in/
gFusan‘um oxysporum clone SF_261 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; i
{)Fusarium oxysporum f. sp. momordicae strain FuJ22 small subunit ribosomal RNA gene, p
) Fusarium oxysporum strain PSD-2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; in
D Fusarium sp. isolate s15 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tran
B Fusarium sp. strain CS09-8 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal t
D Fusarium oxysporum clone SF_245 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; i
O Fusarium sp. strain H43-3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tre
O Fusarium oxysporum strain BMT1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; in
OFusarium oxysporum strain EF01 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; ints

QHM_ITSI-F TRIM QUALITY: 20
CONCLUSIONES

1. ElCultivo puro de hongo, con rotulo “HM”, corresponde a Fusarium oxysporum

COMENTARIO

El objetivo de un estudio fue seleccionar estreptomicetos antagonistas contra F.
oxysporum y evaluar in vitro e in vivo la actividad inhibitoria del extracto bioactivo de
aislados de Streptomyces sp., para controlar el desarrollo de pudricién en cormos de
gladiolo.

Rios-Hernandez, Tania Ameyally, Uc-Varguez, Alberto, & Evangelista-Martinez, Zahaed.
(2021). Control bioldgico de Fusarium oxysporum, agente causal de la pudricion del
cormo en gladiolo, mediante estreptomicetos. Revista mexicana de fitopatologia, 39(3),
391-413. Epub 13 de diciembre de 2021.https://doi.org/10.18781/r.mex.fit.2105-3

Arequipa, 22 de Abril del 2025

Dra. Jani Pacheco Araniba;
GERENTE

Prolongacion San Martin Q-3 Uchumayo - Arequipa - Peru
Sucursal: La Merced N° 125 Int. 125 Cercado - Arequipa
Telefono: +51-54-493007 www.adnuchumayo.com
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Anexo 2

Fotografia de las réplicas del hongo filamentoso, evidenciando las diferentes

pigmentaciones en condiciones iguales: 25 °C durante 9 dias de incubacion.
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Anexo 3

Secuencia “ITS 1 con la base de datos de genbank

CEPA HM

>HM_ITS1-F TRIM QUALITY: 20
TACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTC
GGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCC
TAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCA
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT

TGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCG
CGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGT
AAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACT
TCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGC

Anexo 4

Base de Datos de GenBank

Sequences producing significant alignments:
Select Al Mone Selected:10

i: Alignments [EIDownlogd ~ GenBank Graphics Distance tree of results 4]
o Max  Total Query E Per.

DRzt Soore Score Cov?r value  Ident ecsiestall
Fucarium axysporum isalate FolT smal subunit fbesomal RNAgene, partial saquence; intemal transeribad spacer 1, 5 85 ribozamal RNA geno and infornal transeribed cpacer. 920 920 100% 0.0 100.00% MKSFI1851
Eiisarilin ooysponam clane SE_251 sinall siibiad rihasnmsl RMA gene_gaital saqience infemal ianscibied spansi 1 5 48 ihosomal BMA gane and intzinal lianscibed spare 920 920 100% 00 100.00% WKITS20537.1
Fusarium cxysporum [ sp. momordcae siain Pul?? smal subunit nibosamal RMAens, pariial s nietnal resseribed spacss 15 05 rbosomal RUA gene_and internal 1 320 920 100% 00 100.00% MGI49906 §
Eusarium oxysporum slEin 920 100% 0.0 100.00% OQNO50383.1
Fuzafiim & 920 100% 0.0 100.00% EPOZ4GO01
Eussiium sp_slsin C503.2 smell subunit o bosomal RNA gene, parial sequence; infemal barscibied spacer 1,588 ibosomal BNA gene._and inleral tsnscibed spacer? com 820 920 100% 00 100.00% WHG30174 1
Fusanum axysparum clane SF 245 small subunt ibosomszl BMA gene, partal sequande: intemal ranscnbed spacer 1 5 45 nbesomal BMA gene, and intemal transerbed space 920 920 100% 00 100.00% MIS205911
Eusanum sp slmn H43-3 small subuni résomal BHA gene,_pardial sequence intemal iranscribed spacer 1 5 83 nhosomal BNA gene_ard mlemal ianscrbed spacer 2 comg 9200 9200 100% 00 100.00% MHT349191
Eusanium oxysponom slan BMT1 smal subunt ribosomal BNAgens parlal ssgusnce intamal lensenbed sparer 15 83 ihosomal RMA gene_and internal anscnbed speesr . 9200 920 100% 00 100.00% OMBEIGSI1
Euearium cxysporum cirain EF01 small subunit ibesomal BNA gane, parial sonuenca; mternal franceried spacor 1, 58S ribocemal BMA gono, andintomal tranecrbed epacord 820 920 100% 0.0 100.00% OKO03£011
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Anexo 5

Datos experimentales de la cinética del cultivo de Fusarium oxysporum

Tiempo Azlcares
Biomasa (g/L) EPS (g/L) pH
(dias) reductores (g/L)
1 99.2 2.166 0.242 5.53
3 88.4 4.39 0.408 5.29
5 80.9 8.024 0.756 5.08
7 50.8 9.872 0.862 4.98
9 48.5 12.056 1.104 4,79
11 46.3 12.368 1.432 4,73
13 36.5 12.702 1.538 4.83
15 34.7 12.876 1.684 491
17 315 12.434 1.588 5.12
Anexo 6

Curva de calibracion de glucosa para la determinacion de azicares reductores mediante

el método DNS
2.5
y = 2.0407x - 0.0559
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Anexo 7
Preparacion de la curva de calibracion de glucosa mediante el método DNS en tubos de

ensayo.

Los tubos contienen diferentes concentraciones de glucosa tratadas con el reactivo DNS,
evidenciando un cambio progresivo de color en funcién de la concentracion de azucares

reductores.

Anexo 8
Curva de calibracion para la determinacion de azicares totales mediante el método de

fenol-acido sulfurico.

y = 3.2835x + 0.2299

35 R2 = 0.9966

Absorvancia a 490 nm

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentracion de glucosa (g/L)
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PRUEBAS DEL MODELO ESTADISTICO

Anexo 9
Grifico de valores DFFITS vs niimero de corrida para la respuesta R1.
Este gréafico permite identificar observaciones influyentes en el modelo. Se observa que los

valores se encuentran dentro de los limites criticos (£2.049), indicando que no existen datos
con influencia excesiva sobre el ajuste del modelo.

Response: R1 DFFITS vs. Run
R1: .
0.196 [ 41
2.04939
>
O m
1
[ | ™1 =
va . n = a |
£ ° =
=] " " n
a4
5| -204939 n
5
1 T T T " 1 ' 1 T
1 3 5 7 9 11 13 15
Run Number
Anexo 10

Grafico de DFBETAS para el intercepto vs numero de corrida.

Los valores de DFBETAS se mantienen dentro de los limites establecidos (x0.775), lo que
sugiere que ninguna observacion afecta significativamente la estimacion del intercepto.

Response: R1 DFBETAS for Intercept vs. Run
R1: 1

0.196 I 41

0.774597

0.5 —

DFBETAS for Intercept
=

-0.5 —

-0.774597

Run Number
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Anexo 11
Gréfico de interaccion entre glucosa (A) y levadura (B) sobre la respuesta R1.
Se observa una tendencia descendente en la respuesta al incrementar la concentracion de

glucosa, siendo mas pronunciada en niveles altos de levadura, lo que indica interaccion entre
ambos factores.

Factor Coding: Actual

Interaction

B: levadura

R1
~
|

A: glucosa

Anexo 12
Grafico de interaccion entre glucosa (A) y pH (C).

Se evidencia un comportamiento diferencial de la respuesta dependiendo del pH, mostrando
una interaccién significativa entre ambas variables.

Factor Coding: Actual

Interaction

C: ph

R1

I I I T I I I I T I
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

A: glucosa
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Anexo 13

Grafico de interaccion entre levadura (B) y pH (C).

La respuesta R1 aumenta con el incremento de levadura, siendo més notable a pH bajo, lo que

sugiere un efecto combinado entre estos factores.

Factor Coding: Actual

Response: R1 Interaction
@ Design Points.
— — 95%ClBands C ph
Actual Factor: 5
A=55
Wcss
Aces
B 4

R1
~
|

I T I I I T I I I I
069 138 207 276 345 414 483 552 621 69

B: levadura

Anexo 14
Cuantificacion de carbohidratos totales y porcentaje de recuperacion de EPS mediante

el método fenol-acido sulfarico

112



Anexo 15

Evidencia fotografica de la precipitacion alcohdlica de exopolisacaridos.

Las imagenes presentan la formacion y acumulacion del precipitado de exopolisacaridos tras la
adicion de etanol al sobrenadante del cultivo. La aparicion de estructuras blanquecinas y
agregados mucilaginosos corresponde a la precipitacion del polimero extracelular, debido a la
reduccion de su solubilidad en presencia de etanol. Este procedimiento permitio la recuperacion

de los EPS para su posterior purificacion y caracterizacion.
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Anexo 16

Exopolisacaridos obtenidos del cultivo de Fusarium oxysporum de la optimizacion.

Anexo 17

Confirmacion del modelo estadistico

Solucion . 0 Media 0
94 de Media Mediana Observada Dg:éﬁg;?n n SE Pred 95;):30P| de gf;l/zom
100 J Datos
R1 5.04554 5.04554 0.241117 3 0.267651 4.42834 5.11667 5.66274
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