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Resumen

Los exopolisacaridos (EPS) son metabolitos secundarios que secretan las
levaduras en el medio, para las industrias surgen como nuevas herramientas
bases para la elaboracion de productos cosméticos, farmacos y alimenticios. Se
desconocen que especies son prometedoras para producir EPS y a la vez que
sustratos influyen mas en la biosintesis. El objetivo del presente estudio fue aislar
levaduras silvestres en la papaya y evaluar que fuente de carbono genera mayor
produccion de EPS dentro de un Sistema in situ. Como resultado se aislé dos
morfotipos de levaduras, posteriormente fueron codificadas de la siguiente
manera Sporobolomyces sp. (YAH 001) y Lipomyces sp. (YAH 002). Para ambos
aislados se desarrollaron mejor a temperaturas de 25 °C. Se concluye que la
papaya (Carica papaya), dispone de una diversidad relativamente baja, debido
gue ciertos géneros de levaduras son productoras de compuestos polipéptidos,
restringiendo asi la proliferacion de otros grupos levaduriformes. Ademas, que
los sustratos que influyen en mayor medida a la produccion de EPS son la
fructosa (13,7 g/L) en YAH 001 y para YAH 002 la sacarosa (17,96 g/L). Se
demostrd que ambas levaduras tienen potencial para produccién de EPS a nivel

industrial.
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Lipomyces sp. EPS, biosintesis.
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Abstract

The exopolysaccharides (EPS) are secondary metabolites secreted by yeasts
into the environment, and they are emerging as new basic tools for the production
of cosmetic, pharmaceutical and food products. It is not known which species are
promising for EPS production and which substrates most influence biosynthesis.
The objective of the present study was to isolate wild yeasts from papaya and
evaluate which carbon source generates more EPS production within an in situ
system. As a result, two yeast morphotypes were isolated and subsequently
coded as follows: Sporobolomyces sp. (YAH 001) and Lipomyces sp. (YAH 002).
For both isolates they developed better at temperatures of 25 °C. It is concluded
that papaya (Carica papaya) has a relatively low diversity, due to the fact that
certain genera of yeasts are producers of polypeptide compounds, thus restricting
the proliferation of other yeast groups. Furthermore, the substrates that most
influence EPS production are fructose (13.7 g/L) in YAH 001 and sucrose (17.96
g/L) in YAH 002. It was demonstrated that both yeasts have potential for EPS

production at the industrial level.

Keywords: Isolation, production, Sporobolomyces sp. yeast, Lipomyces sp.
EPS, biosynthesis.
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1 INTRODUCCION

Entre los hongos, las levaduras son organismos unicelulares que tienen una
reproduccion vegetativa por gemacion o fision, incluso se conoce que no forman
cuerpos fructiferos en sus estadios sexuales (Walker, 2000). Por ende, al ser un
amplio grupo de microorganismo, son cosmopolitas, debido que estan presentes
en bastos ecosistemas, incluso nos acomparan en nuestro ambiente a diario, ya
sea desde la piel de los animales o en el interior de nuestro tracto digestivo;
ademas, se conoce que habitan en el suelo e incluso hasta en las plantas, donde
en estas Ultimas se recalca que en las frutas se consideran como nichos ideales,
principalmente en la parte interna del fruto, ya que alli se cumple con los
requisitos ambientales para desarrollarse, entre esos se encuentra los nutrientes

como azulcares, la humedad y el pH relativamente &cido (Chen, 2016).

El estudio de las levaduras provee una variedad de metabolitos, gracias a esto
podemos extraer compuestos de gran importancia, es decir proteinas, alcoholes,
acidos grasos, vitaminas y enzimas, que han servido como materia prima, para
la elaboracion de mdultiples productos industriales, en el &mbito farmacéutico,
cosmético y alimenticio. A nivel mundial, las levaduras convencionales son
usadas como responsables de la panificacién y productos destilares (Hyde,
2019). En el afio 2010 se registré en el mercado internacional, que las levaduras
abarcaban la suma de aproximadamente 4,5 x 10° toneladas de biomasa, de las
cuales el 60% se emple6é para diversos productos alimenticios, un 25% fue
resultado de la panificacién, un 10% en compuestos derivados en la destileria 'y
finalmente los 5% restantes se empleaban en cerveceria (Athnasios, 2012). Otra
aplicacion actual a nivel biotecnoldgico en las levaduras son productoras de

bioetanol por su simple requerimiento en sacarosa (Figura 1) (Hasunuma, 2014).
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Figura 1. Proceso de produccién de bioetanol a través de levaduras.
(Fuente: Elaboracion propia, elaborada y adaptada a partir de la publicada
por Hasunuma, 2014)

Pero mas alla, de estudiar el potencial fisiolégico sobre la panificacion y
fermentaciones alcohdlicas, se empieza a investigar nuevas estructuras que
secretan las levaduras, unas de esa son los exopolisacéridos (EPS), cuyas
propiedades tanto fisicas como quimicas, muestran una gran utilidad como
sustituto de la materia prima de otros productos, extraidos de la biomasa en
plantas y algas, reduciendo asi la mano de obra, costo y el tiempo de elaboracion
de dichos productos (Gaviria & Osorio , 2012).



Los EPS son largas cadenas monosacaridos de gran peso molecular, la
composicion puede ser heterogénea y dependiendo de las condiciones del medio
en que se desarrolle puede variar el patron quimico que lo conforma; en las
levaduras sirven de adhesién hasta proteccion contra el estrés bidtico y abiotico.
Ademas, las levaduras las usan para prevenir la desecacién y depredacion, sin
embargo en la actualidad los EPS mas producidos a nivel comercial son el
pululano y el escleroglucano que se utilizan especialmente para aplicaciones en
la industria alimentaria y el sector de recuperacion de petréleo;
consecuentemente se empieza a descubrir sus propiedades bioactivas como
compuestos bases de farmacos, por ejemplo, mediante la prevencién de
mutaciones e infecciones microbianas y para el tratamiento de enfermedades

como el cancer (Melo, 2019).

En Latinoamérica, los descubrimientos sobre estos microorganismos estan
limitados, ya que generalmente al hablar sobre el aislamiento en levaduras esta
enfocado sobre el interés clinico, con el objetivo de confirmar su significado
patoldgico; mientras que en la biotecnologia, presenta una vision diferente para
estudiarlo, a través de su capacidad de fermentar sustratos, es decir,
convirtiendo dicho alimento en un producto alterno, generando de esta manera
cambios en el sabor, olor y sensacion, toda esta combinacién es llamada flavor
(Mendoza, 2005). A través de la fermentacion, se forman los EPS. Ademas,
dentro de la fermentacion se producen hasta mas de 500 compuestos, de los

cuales mas de 100 son ésteres (Loviso & Libkind, 2018).

En el Ecuador unos de los frutos que se cosechan y son de mayor importancia
en el ambito de la agricultura son las papayas (Carica papaya), que actualmente
se han convertido en una fuente econOmica, debido a sus mudltiples
presentaciones como fruto, jugos y mermeladas, por su composicion bioquimica
gue se caracteriza al tener nutrientes bioestimulantes y antioxidantes (Lamilla,
2020).



La papaya (Carica papaya) es un fruto enriguecido con abundantes polifenoles,
que participan en la prevencion de infecciones malignas ademas, poseen
propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas y antioxidantes; todos estos
metabolitos y nutrientes pasan por el tracto digestivo donde sufren cambios
estructurales, ya sea por fragmentacién o rupturas de sus enlaces (Fuijita, Tsuno,
& Nakayama, 2017). Actualmente se conoce que las levaduras llegan a habitar
el interior de las frutas mediante algun vector, es decir, a través de una
perforacion de ciertos animales, insectos, aves, entre otros (Pons et al., 2019)
(Pons, 2019). Pero se desconoce sobre la diversidad de levaduras y el impacto
gue pueden desarrollar en el interior de esta biomasa vegetal, tomando en cuenta
que los estudios micolégicos de tipo levaduriformes, presentes en las frutas son

muy reducidos en un pais megadiverso como Ecuador (Silva, 2007).

Por ende, al estudiar la produccién de polisacaridos extracelulares, garantiza la
apertura de nuevas investigaciones, como el descubrimiento de nuevas
estructuras, nuevos perfiles fisiolégicos hasta nuevas especies que compitan con

las convencionales (Gientka, 2015).

El objetivo de este estudio fue conocer de manera In vitro la capacidad de
cuantos EPS puede producir las levaduras aisladas del interior de la papaya
(Carica papaya), recalcando el impacto que puede generar la fuente de carbono.
Algunas de las preguntas de la investigacion fueron: ¢Todas las fuentes de
carbono producen igual cantidad de EPS? ¢;Ademas de azucares pueden
consumir 4cidos organicos las levaduras aisladas? ¢Qué carbono es indicado
para producir mayor EPS en un sistema controlado? ¢Cual es la temperatura

Optima?



2 OBJETIVOS GENERAL
Evaluar las fuentes de carbono organico e inorganico mas eficientes para la
produccion de exopolisacéaridos de las levaduras asociada a la papaya Carica
papaya L.
2.1 OBJETIVO ESPECIFICOS
e Aislar colonias de levaduras presentes en la papaya Carica papaya L.
e Examinar cualitativamente la capacidad oxidativa en carbonos,
nitrito, azufre y condiciones térmicas optimas de las levaduras
aisladas.
e I|dentificar las fuentes de carbono (glucosa, acido citrico, fructosa,
acetato de sodio y sacarosa) que tengan mayor eficacia para

producir exopolisacaridos en las levaduras.



3 FORMULACION DE HIPOTESIS

Las fuentes de carbono generan diferentes concentraciones de EPS (Tabla 1)

Tabla 1. Tipos de hipoétesis

Hipotesis nula Todas las fuentes de carbono
generan concentraciones de EPS
iguales

Hipotesis alterna Al menos una fuente de carbono
no genera concentraciones de
EPS iguales

Nivel de significancia a = 0,05




4 ANTECEDENTES

Actualmente a nivel mundial existen numerosos estudios, con el fin de identificar
levaduras, en el caso de la papaya (Carica papaya), demostraron, a través de
pruebas moleculares desde regiones del espaciador interno transcrito (ITS)
hasta ensayos bioquimicos, la presencia de los géneros de levaduras
Kluyveromyces y Pichia (Bhadra, 2007). Estas cepas respaldan evidencias que
solo aparecen en frutos descompuestos debido a que al momento de sembrarlo
en otro fruto pero sin estar deteriorado, no logran desarrollarse para formar
colonias, surgiendo de esta manera una posible pista sobre diferencias

fenotipicas, en esta comunidad levaduriforme (Bhadra, 2007).

Por otro lado, se ha demostrado que las levaduras al sintetizar EPS los secretan
en el medio, demostrando que estos compuestos tienen una actividad biolégica
y se han utilizado como biosurfactante y biofloculantes (Kharat, 2018). En el
estudio de Kharat (2018) se descubri6 que un espécimen levaduriforme
denominado PS1, incluia una mayor actividad antioxidante mas una alta
eliminacién de radicales libres del 95% de efectividad y floculacién del 85%,
concluyendo que son ideales para el campo industrial enfocado en el &mbito
alimenticio y farmacéutico (Kharat, 2018).

Por otro lado, se reporta la aparicion de levaduras rojas como Sporidiobolus,
aislada en salsa de Chile, que en esta especie se caracteriza por su formidable
produccion de aceite y exopolisacaridos, donde el perfil quimico fue descrito por
cromatografia liquida, y alli se pudo conocer que estas estructuras estan
conformadas mayoritariamente de glucano, fosfomanano, manano,
glucomanano y galactomanano, indicando que estos compuestos son elementos
base en industrias farmacéutica, sin embargo, en lo que mas recalca es la
importancia de la fuente de carbono que puede implicar, ya que es un factor clave

para la biosintesis de este metabolito (Han, 2018).



En una investigacion se estimo la produccién de EPS de diferentes levaduras,
en donde se determiné que muestran una capacidad de coagregacién, mucho
mas alta para ser utilizadas como probidticos al ser analizadas contra bacterias
dafinas como Staphylococcus aureus de manera in vitro, donde todas estas
cepas silvestres fueron recolectadas de diferentes frutas, verduras, productos
lacteos y hasta heces de pollo provenientes de corral (Yildiran, 2019). Ademas,
hay informes donde se menciona que los EPS son de gran peso molecular, con
una alta capacidad como biosurfactantes, gelificantes y estabilizadores, ideales
para la elaboracion de productos cosméticos (Ragavan, 2019).

En sintesis, generalmente se registran metabolitos como manano, galactomano,
fosfomano, glucano, D-glucurono y xilomananos, pueden variar la produccion de
estos polimeros, en Basidiomycota levaduriforme que habitan en el frio, son

capaces de producir acidos grasos insaturados (Hamidi, 2020).



5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Aislamiento

Para el aislamiento de las levaduras, primeramente, se escogido una papaya
(Carica papaya) en el mercado de Las Orquideas en Guayaquil, Ecuador.
Posteriormente, fue llevada al laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil, luego se lavo la fruta, una
vez limpio se cort6 en pedazos, donde se le agregé 100 mL de agua peptonada

(1.25% de peso volumen).

Para acelerar el proceso oxidativo de la fruta, se guardé dentro de una bandeja
de plastico para eludir alguna contaminacién exdgena a la fruta, durante una
semana se dejo fermentar, una vez finalizado el tiempo se procedio la toma de
la muestra, se inoculdé en medio PDA agar con antibiético de cloranfenicol, para
evitar la intervencion de algun tipo de bacterias. Una vez cultivadas las colonias
se las clasifico, segun las caracteristicas macro morfolégicas como micro
morfoldgicas, dado esto, se cultivd en medio liquido con 150 mL de PDA,
posteriormente se tomé un 1mL de este medio para ser diluido, en tubos de
ensayo de 10 mL, para ser mezclado y transferido al siguiente tubo hasta llegar
a una dilucion de 10*mL del inoculo inicial. Consecuentemente se describieron
las cepas segun sus caracteres, tales como color, rasgos macromorfoldgicos,
micromorfologicos y para cada aislado se les asigndé un cédigo (Trujillo &
Hernandez, 2015).



5.2 Pruebas de fermentacién oxidativa

Esta prueba bioguimica consiste en detectar la capacidad del hongo de
fermentar un sustrato especifico. Para ello, se us6 tubos de ensayos de tapa
rosca con tubos Durham, luego se agrego su respectiva fuente de carbono al
20% en solucién con agua peptonada (1.25%), fueron rotulados de la siguiente
manera: con glucosa (Glu); almidon (AL); fructosa (FRU); galactosa (Gal); acido
citrico (AC), lactosa (Lac), sacarosa (SAC), urea (Ur), Melasa (Mel) y acetato de
sodio (AN). Posteriormente se pasa a esterilizar en la autoclave, luego se inocul6
la muestra en cada tubo una colonia para cada aislado. Al final se examiné los
tubos, la aparicion de burbujas validd de manera cualitativa la capacidad
fermentativa. Igualmente, se hizo este procedimiento con diferentes fuentes de
Nitrégeno tales como nitrato de sodio, nitrato de amonio y ademas, se evalué la
capacidad de asimilar azufre utilizando el sulfato de amonio, todos al 20% y
finalmente, se verificé la capacidad adaptativa de las colonias a temperaturas de
25°C y 30°C (Wickerham, 1951).

5.3 Evaluacién de la produccion de exopolisacaridos

Para determinar la presencia de carbohidratos se us6 el método de Dubois et al
(Dubois, 1956). Para la evaluacion de exopoliascaridos, se realizé un arreglo
factorial de 3x3, es decir, tres réplicas y en cada matraz de la solucion de 100
mL del medio sometido se realiz6 un triplicado al momento de medir la
absorbancia con el uso del espectrofotometro. Para el control positivo se usé
glucosa del medio sin inocular mostrando un valor de 3 g/L de dicho azucar. Por

otra parte, se elabor6 un medio de sales Czapek con ciertas modificaciones:
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Medio Czapek

KoHP Q4 1gL?

KCl 0,5 gLt
MOS O +7H20 0,5¢gL?
Peptona 12 gLt
FESO4 +TH2O 0,001 gL*

Fuentes de carbono

Glucosa (Control) 30 gLt
FrUC O, 30 gLt
Acido citrico_____ 32¢gL?
Acetato de SOdi0 40,98 gLt
SACAN O 30 gLt

5.4 Determinacién de Carbohidratos en el sobrenadante por el método
de (Dubois et al., 1956)

Para los exopolisacaridos disueltos del sobrenadante se utilizé6 100 yL de cada
muestra por triplicado y se agregd 900 pyL de agua destilada (dilucion 1/10), se
afadié 25uL de fenol al 80%, este reactivo se usa como prueba cualitativa al
agregar fenol que genera un cambio de color rojizo ligero indicando reaccion
positiva de carbohidratos, posteriormente se agitd en el vortex e inmediatamente
se combiné con 2,5 mL de H2SOa4 concentrado, nuevamente se siguié agitando
en el vortex. Posteriormente, se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 30
min. En todo el procedimiento se realizé en la camara extractora de gases. Al
final se midi6 la absorbancia a 485 nm dentro de dos horas; todo este protocolo

se evalu6 a diario durante una semana.
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5.5 Analisis estadistico

Se corroboro la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro — Wilks,
y la homocedasticidad con el test de Levene. Para comparar la produccion de
EPS con los diferentes sustratos se aplic6 una ANOVA de una via y
subsiguientemente, se evalu6 con la prueba a posteriormente de Tukey. Para

este estudio se requirio la intervencion de un programa Minitab version 19.
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6 RESULTADOS

6.1 Aislamiento

A partir del interior de la papaya (Carica papaya) se aislaron 2 morfotipos
levaduriformes, de los cuales YAH 001 present0d caracteristicas del género
Sporobolomyces. Sus células presentaron una forma oval con pseudohifas, color
salmén o beich y una talla de 2-12 x 3-35 ym; colonia con un aspecto esponjoso
con arrugas; por otro lado, YAH 002 se perfila al taxon de Lipomyces sp., que
posee una forma globosa o elipsoidal en sus células, con aspecto de la colonia

liso, blando sin arrugas y alcanza una talla de 4-9 x 3.5-8 um (Tabla 2).

Tabla 2. Descripcion de levaduras aisladas

Caddigo YAH 001 YAH 002
Género Sporobolomyces Lipomyces
Forma Células ovales con Células de forma
pseudohifas globosa o elipsoidales
Talla 2-12 x 3-35 um 4-9 x 3.5-8 ym
Color Salmon o beich Blanco o cremoso

Aspecto de la colonia

Esponjoso con arrugas

Liso sin arrugas y
blanda
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6.2 Pruebas de fermentacion oxidativa, nitritos, sulfatos y condicion
térmica
En los dos morfotipos hubo oxidacion positiva en las siguientes fuentes de
carbono: glucosa, fructosa y melasa. Por otro lado, no tuvo actividad en nitratos,
sulfato ferroso, galactosa incluso en urea. De igual manera no hubo reaccion
positiva para lograr desarrollarse a temperaturas de 30°C, revelando de esta
manera que los aislados obtenidos no son patdgenas para el ser humano, no
obstante, al ser sometidas a temperaturas de 25°C se confirma la evidencia para
sobrevivir a temperatura ambiente.
Ademas, la levadura YAH 001 revel6 capacidad oxidativa en compuesto del
azufre como el sulfato de magnesio, incluso tiende para adecuarse a los acidos
organicos como el acetato de sodio y &cido citrico mientras que el otro espécimen
YAH 002 posee la ventaja de consumir sacarosa y almidén (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados de la Pruebas Bioquimicas.

SUSTRATO YAH 001 YAH 002
Glucosa + +
Fructosa + +
Sacarosa - +
Acido citrico + -
Acetato de Sodio + -
Sulfato de Magnesio + -

Sulfato Ferroso - -

Galactosa - -
Urea - -
Almidén - +
Nitrato - -
Melasa + +
Crecen a 25°C + +

Crecen a 30°C - -

+ si logra fermentar; - incapaz de fermentar



6.3 Determinacion de EPS

La produccién de EPS procedentes de los morfotipos se describe a continuacion:
En el morfotipo YAH 001 genero 12,4 g/L como punto de mayor biosintesis que
se observo en el segundo dia del ensayo; en el caso de YAH 002 registro un total
de 14,1 g/L durante el dia tres; posteriormente ambos aislados mermaron su
produccién conforme aumenta el tiempo, es probable que se agotara la fuente de
carbono en aquel instante.

Se observo la influencia de la glucosa, revelando una similitud en los primeros
dias para los aislados, sin embargo, para la produccion de ambos mostro
diferencias significativas en los picos, esto indico una efimera formacion de EPS,
manifestando asi, que en YAH 001 logr6 obtener menor biosintesis,
posteriormente, tras alcanzar a su punto maximo decae de manera exponencial,
mientras que en YAH 002 muestra un crecimiento mayor al del otro espécimen,

a pesar de que ambos disminuyeron la produccion, durante el ensayo (Figura 2).

EPS producido por

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo

—&— YAH YAHOO0

Figura 2. Produccion de EPS por las cepas YEAH 001 y YEAH 002 en glucosa
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6.3.1 EPS influenciado por fructosa

El morfotipo YAH 001 al inicio gener6 4,4 g/L de EPS y conforme avanzé el
tiempo alcanzé su maxima produccion de 13,7 g/L, consecutivamente, la
concentracion descendié subitamente. Por otro lado, en YAH 002 de igual
manera, parte con un valor de 11,2 g/L en el dia 1 y aument6 a 14,1 g/L al
segundo dia hasta llegara a su climax de 14,6 g/L del dia tres, de alli en adelante
comenz6 a disminuir constantemente la concentracion de dicha macromolécula
(Figura 3).

EPS producido por

16.00

14.00
12.00

0
Q. 10.00
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0 1 2 3 4 5 6
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—&— FRUCTOSE YAH FRUCTOSE

Figura 3. Produccién de EPS por las cepas YEAH 001 y YEAH 002 en fructosa
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6.3.2 EPS influenciado por &cidos orgénicos

En YAH 001 sintetiz6 7,6 g/L de EPS el quinto dia de exposicidén a acido citrico,
por otro lado, con el acetato de sodio se generé 3,6 g/L al final del ensayo;
peculiarmente estos datos obtenidos, mostraron un aumento de manera lineal,
dejando sin evidencias la formacién de picos como otros sustratos, esta
manifestacion revela que la participacion de los acidos organicos genera
cambios menos efimeros en la concentracion de los EPS; sin embargo, se
recalca que el morfotipo YAH 002 desde un principio fue incapaz de asimilar

estas fuentes de carbono (Figura 4).

EPS producidos por Acidos organicos en
YHA 001
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Figura 4. Produccion de EPS por el morfotipo YEAH 001 y YEAH 002 en
acidos organicos; AN: Acetato de sodio; AC: Acido citrico.
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6.3.3 EPS influenciado por sacarosa

El morfotipo YAH 002 al comienzo del experimento generd 11,6 g/L de EPS,
posteriormente, el concentrado aumento a 12,7 g/L, al dia siguiente con 18,4 g/L
como carga maxima al dia 3, desde alli la produccion empez6 de reducir
paulatinamente, es decir a 15,8 g/L y finaliza en 13 g/L, indicando de esta manera
la formacién de dicho metabolito que consecuentemente se despolimeriza ante

una respuesta biologica (Figura 5).

EPS producido por Sacarosa en
20.00

38.00 /\‘
16.00 / \

Q0 /d/ e
o 14.00 —
0
12.00
0
0 1 2 3 4 5 6

TIEMPO

Figura 5. Produccién de EPS por las cepas YAH 002 en sacarosa.
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6.4 Analisis estadistico

6.4.1 Varianza estadistica en YAH 001

Con la finalidad de comparar la concentracion de EPS utilizando los diferentes
sustratos se aplicé una prueba de analisis de varianza de una via y se determiné
gue los tratamientos generaron diferentes concentraciones de EPS, con un valor
de F de 1418,05 y un valor de P de 0,001 como indica en la siguiente tabla (Tabla
4).

Tabla 4. Analisis de Varianza de una via en YAH 001

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor FValorP
Factor 3 173,684 57,8945 1418,05 0,001
Error 8 0,327 0,0408

Total 11 174,01
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Comparaciones de los sustratos en YAH 001 mediante Tukey

En general, se comprob6 que la fructosa fue el sustrato que influyé en mayor
medida en la biosintesis de los EPS, con una media de 13,7 + 0,006 g/L;
posteriormente la dextrosa con 12 + 0,4 g/L; seguido por el &cido citrico con
7,6 £0,01 g/L y al final el aceto de sodio 3,6 + 0,004 g/L (Figura 6).

b AN
12 AN
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\\\
\\\ d
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2
DEXTROSA FRUCTOSA ACIDO CITRICO ACETATO DE SODIO

Figura 6. Concentraciones de EPS en los diferentes sustratos. Letras
diferentes indican variaciones significativas segin anova de una via y test de
Tukey.
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6.4.2 Varianza estadistica en YAH 002

Al igual que el anterior aislado, se comprobé que la concentracion de EPS varian

dependiendo del sustrato segun el andlisis de varianza de una via, con un valor

F de 30,81 y P 0,001 como indica en la siguiente tabla (Tabla 6).

Tabla 5. Anélisis de Varianza de una via en YAH 002

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F valor P
0,001

Factor 2 25,716 12,8582 30,81

Error 6 2,504 0,4174

Total 8 28,221
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6.4.3 Comparaciones de los sustratos en YAH 002 mediante Tukey

De los tres sustratos bases para producir EPS, la sacarosa fue la més eficiente
con una producciéon de 17,96 + 0,45 g/L, esta ventaja se debe por la sacarosa
gue esta compuesta de glucosa y fructuosa, es por ello que la actividad
metabdlica del microorganismo es mejor; en segundo lugar, la fructosa con un
rendimiento de 14,96 + 1,01 g/L y al final la glucosa promediando un valor de
13,99 £ 0,16 g/L.
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7 DISCUSION

Se aislaron dos cepas de levaduras en la papaya en Ecuador: Lipomyces sp. y
Sporobolomyces sp. Al igual en el presente estudio, Bhadra (2007) encontr6 en
la papaya dos levaduras Kluyveromyces sp. y Pichia sp., sin embargo, las
especies son diferentes probablemente debido a que la investigacion se realizd

en la ciudad de Hyderabad, India.

Con respecto al género Lipomyces sp. es de amplia distribucién, capaz de
desarrollarse en frutas, en hojas y entre otros sustratos. Varia en la disponibilidad
de recursos y es unos de los pocos ejemplares de levaduras que consume
almidon, pero de preferencia prosperan en frutos descompuestos. Por otro lado,
Sporobolomyces se caracteriza por su llamativa coloracion naranja parecida
Rhodotorula, y se ha descrito su desarrollo en granos. Se concluye que la papaya
(Carica papaya), dispone de una diversidad baja de levaduras, y podria deberse
a que ciertos géneros de levaduras productoras de compuestos polipéptidos, que
restringen la proliferacion de otros grupos levaduriformes, o a la capacidad de la
papaya de sintetizar metabolitos antifingicos (Hamidi, 2020).

Al igual que en el presente estudio se aislaron dos morfotipos de levaduras, en
el trabajo de Kharat (2018) quien aisl6 en otras frutas dos morfotipos de
levaduras, cuyos especimenes fueron codificados como SP1y SP2, no obstante,
al evaluar las condiciones térmicas, se descubrioé que los aislados presentaban
adaptabilidad a temperaturas de 25°C, 30°C y 35°C, mientras que Lipomyces y
Sporobolomyces crecieron hasta 25°C indicando de esta manera, una

divergencia entre las levaduras aisladas por Kharat y las del presente trabajo.
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En cuanto a la capacidad oxidativa de los sustratos, el estudio que realizé
Bhadra (2007), converge con la investigacion presente en dos puntos de vista,
la primera es que las levaduras eran capaces de oxidar glucosa y fructosa; en
el segundo punto revel6 que los aislados coinciden en la falta de capacidad
para utilizar lactosa y nitratos; esta incapacidad podria deberse a que el fruto

de la papaya (Carica papaya) no contiene estos sustratos.

Por otro lado, la sintesis de EPS levaduriforme, esté relacionado con un ambiente
de cultivo especifico, en donde se tomo en cuenta la maxima produccién de este
metabolito y sus variables, en esta prueba se comparé la fuente de carbono, ya
gue es el factor principal para la elaboracion de los EPS. Por ende, en este
estudio se indago que carbono fue mas apropiado para producir mayor cantidad
de exopolisacéaridos. El sustrato que generé mayor concentracion de EPS en el
aislado YAH 001 fue la fructosa con 13,7 g/L y en YAH 002 sobresali6 la sacarosa
con 17,96 g/L.

Con respecto a las fuentes de carbono, otros investigadores han utilizado otras
fuentes como macerado de maiz y extracto de levadura que podrian probarse a
futuro con las especies Lipomyces sp. y Sporobolomyces sp. Han (2018), probé
estos sustratos con la levadura S. pararoseus generando 7,4 g/L de EPS con
macerado de maiz y con extracto de levadura 7,4 g/L, mayores a las conseguidas

con el control positivo glucosa (6,8 g/L).

Al hablar del concentrado de carbono con la presente investigacion, todos los
sustratos se establecieron al 3%, incluyendo la fructosa y sacarosa. Por el
contrario, para Kharat (2018) sus aislados SP1 & SP2 demostraron mayor
influencia de biosintesis usando glucosa (6%), para ambos especimenes
produjeron 2 g/L de EPS, no obstante, al mencionar sobre la condicion térmica
optimizada fue del 30°C; lo peculiar de estos resultados relativamente bajos,
fueron las variables que determind dicho autor, debido que las fuentes de
carbono que dispuso a experimentar (glucosa, fructosa y sacarosa), cada una

con sus respectivas concentrados (2%, 6%, 8%).
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En el caso de Ragavan (2019) obtuvo menores valores al suplementar con
sacarosa obteniendo 4,86 g/L de EPS, esta eventualidad es debida por la
insuficiente concentracion de sustrato que aplicé durante su evaluacion (2%), los
demas factores convergen en temperatura (25 °C) y la fuente de nitrdgeno
(peptona). Por otro lado, al incrementar la disponibilidad de carbono orgénico en
el medio, mayor serd la biosintesis de EPS, eso concuerda con la investigacion
realizada por Hamidi (2020), quién validé que al usar sacarosa se obtiene 28,5
g/L de EPS, sin embargo, se evidencio claramente que la mayor ventaja fue al
aislar una especie del género Rhodotorula, adicionalmente se estima que a
mayor temperatura, dentro del limite fisioldgico de su aislado podria ser mayor
la biosintesis de EPS en su ensayo, para esta anomalia la condicion térmica que

realizo fue a bajas temperaturas (6° C).

Comparativamente, la levadura que ha generado menor concentracion de EPS
fue Saccharomyces cerevisiae. Los resultados que obtuvo Yildiran (2019),
difieren de manera atipica del presente estudio, ya que aislaron la especie S.
cerevisiae que solo genero6 ante la exposicion a glucosa y temperaturas de 30°C

0,27 g/L de EPS, inferior a los estudios anteriores mencionados y al presente.

Con respecto a la temperatura éptima de crecimiento para ambas levaduras fue
25°C. La condicion térmica es un factor a considerar, en el cual se evidencio una
limitacion fisioldgica para el desarrollo de los hongos a temperaturas mayores a
25°C. De la misma manera la fuente de nitrégeno para este estudio fue la

peptona.

Dentro de las limitaciones del presente estudio, se distingue una ausencia de los
datos obtenidos durante la sintesis de EPS y la optimizacion del porcentaje de
los diferentes sustratos. También se propone para futuras investigaciones probar
otros sustratos como macerado de maiz y extracto de levadura para incrementar

la sintesis de EPS.
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Finalmente queda demostrado el potencial de las cepas de Lipomyces sp. y
Sporobolomyces sp para generar EPS a nivel industrial a una temperatura no
mayor a 25°C, donde se puede probar su accibn como gomas, espesantes,

aislantes e incluso como medicamentos.
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8 CONCLUSIONES

Se aislaron dos cepas de levaduras en la papaya Sporobolomyces sp. (YAH 001)
y Lipomyces sp. (YAH 002). Los dos morfotipos aislados, lograron su mayor

sintesis de EPS en los dias 3y 2, respectivamente.

Los mejores sustratos para producir EPS, fueron la fructosa y la sacarosa en el
presente estudio. La temperatura éptima fue de 25 °C tomando en cuenta que

las mejores condiciones para obtener la mayor sintesis de este metabolito.

Se finaliza que las levaduras capturadas tienen una produccion de EPS
prometedora para ser requerida en las industrias, no obstante, no son viable para
ser empleadas en un sistema mayor de 25 °C al igual en el caso para uso de

probidticos.
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9 RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar mayores estudios de EPS al momento de evaluar sobre la
implicacion que puede generar la fuente de nitrégeno, mostrando cierta similitud

con los datos obtenidos o temas adyacentes.

Ademas, se propone evaluar otros acidos organicos como fuentes de carbono
en la produccion EPS y sus posibles impactos que podria cambiar el perfil

guimico de estos metabolitos.

Se propone indagar la diversidad de levaduras en frutas en descomposicion con
otras que estén en buen estado, debido que ciertas levaduras sintetizan
polipéptidos toxicos que inhiben el crecimiento de otras representantes del

mismo geénero.

29



10 REFERENCIAS

Athnasios. (2012). Yeasts. Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry.
doi:doi:10.1002/14356007.a28 _461.pub2

Bhadra. (2007). Pichia cecembensis sp. nov. isolated from a papaya fruit
(Carica papaya L., Caricaceae). FEMS yeast research, 7(4), 579-584. .

Chen. (2016). Isolation of exopolysaccharide-producing bacteria and yeasts
from Tibetan kefir and characterisation of the exopolysaccharides.
International Journal of Dairy Technology, 410-417.

Dubois. (1956). Colorimetric method for determination of sugars and related
substances. Anal. Chem, 28 pp 350-356.

Fujita, Tsuno, & Nakayama. (2017). Fermented papaya preparation restores
age-related reductions in peripheral blood mononuclear cell cytolytic
activity in tube-fed patients. . PloS one, 12(1), e0169240.

Gaviria, & Osorio . (2012). Diversidad de levaduras asociadas a inflorescencias
de mango y flores de “lulo arbéreo”. Biotecnologia en el Sector
Agropecuario y Agroindustrial, 10(2), 160-169.

Gientka. (2015). Exopolysaccharides from yeast: insight into optimal conditions
for biosynthesis, chemical composition and functional properties? Acta
Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria, 14(4), 2.

Hamidi. (2020). Production, characterization and biological activities of
exopolysaccharides from a new cold-adapted yeast: Rhodotorula
mucilaginosa sp. GUMS16. International journal of biological
macromolecules, 151. pp 268-277.

Han. (2018). Co-production of microbial oil and exopolysaccharide by the
oleaginous yeast Sporidiobolus pararoseus grown in fed-batch culture.
RSC advances, CAP:8(6). pp 3348-3356.

Hasunuma. (2014). Ethanol production from yeasts. En Bioprocessing of
Renewable Resources to Commodity Bioproducts (pags. 201-226.).

Hyde, K. X. (2019). The amazing potential of fungi: 50 ways we can exploit
fungi industrially. Fungal Diversity, 97(1), 1-136.

30



Kharat. (2018). Isolation and Characterization of Exopolysaccharides From
Yeast Isolates. . Research Journal of Pharmacy and Technology, 11(2),
537-542.

Lamilla. (2020). Importancia de los bioestimulantes en el cultivo de papaya
(Carica papaya). UTB: Bachelor's thesis, BABAHOYO.

Loviso, & Libkind. (2018). Sintesis y regulacion de compuestos del aromay el
sabor derivados de la levadura en la cerveza: ésteres. Revista argentina
de microbiologia, 50(4). pp 436-446.

Melo. (2019). Bioactive Polysaccharides Produced by Microorganisms:
Production and Applications. High Value Fermentation
Products,(Scrivener Publishing, Wiley, eds.), 231-251.

Mendoza. (2005). Importancia de la identificacion de levaduras. Revista de la
Sociedad Venezolana de Microbiologia, 25(1), 15-23.

Pons. (2019). Determinacion de la tasa de consumo de oxigeno por parte de
una levadura seca inactivada (LSI) seleccionada para proteger al vino de
la oxidacion. Enologia del siglo XXI, pp3-8.

Ragavan. (2019). Optimization of exopolysaccharide production by probiotic
yeast Lipomyces starkeyi VIT-MNO3 using response surface
methodology and its applications. . Annals of Microbiology, 69(5) pp 515-
530.

Silva. (2007). Papaya (Carica papaya L.) biology and biotechnology. Tree and
Forestry Science and Biotechnology, 1(1), 47-73.

Trujillo, & Hernandez. (2015). Aislamiento y caracterizacion de levaduras
presentes en el fruto del Syzygium malaccense (I.) Merr. &L. M Perry
(pomorroso) en la comuna 1 de la ciudad de Neiva-Huila. Ingenieria y
Region, 13, pp 37-45.

Walker. (2000). Yeast Physiology and Biotechnology. West Sussex.England:
John Wiley & Sons Ltd.

Wickerham. (1951). Taxonomy of yeasts (No. 1029). US Department of

Agriculture.

31



Yildiran. (2019). Characterization and comparison of yeasts from different
sources for some probiotic properties and exopolysaccharide production.

Food Science and Technology, 39. pp 646-653.

32



11 ANEXO

Anexo 1. Aislamiento de levaduras. A) espécimen YAH 001 en 10X. B)
espécimen YAH 002 en 10X. C) YAHOO1 en medio YPD. D) YAH002 en medio
YPD.
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Anexo 2. Formulacion de las pruebas de oxidacion.
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Tabla 6. Produccion méaxima de EPS en g/L de levaduras.

YHA 001 YHA 002
ACIDO ACETATO DE
DEXTROSA | FRUCTOSA CITRICO SODIO DEXTROSA | FRUCTOSA SACAROSA

Tratamiento
1

11,801

11,780

12,490

Tratamiento
2

13,211

13,201

13,212

Tratamiento 3

7,594

7,612

7,595

Tratamiento 4

3,607

3,602

3,599

Tratamiento
1

14,079

14,101

13,798

Tratamiento 2

13,898

15,098

15,911

Tratamiento 3

17,923

18,431

17,543
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