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Resumen

H sistemade centrifugaciorbifasicopara laextraccion del aceite de oliygenera un
unicosubproductodenominado alperujgue,debido asuscaracteristicas fisicoquimicas
se convierte en umlesecho poco amigable para el medio ambietiitesudoeste de la
provincia de Buenos Aires (SOB) constituye una nueva area de produccion pbwvitola
importante intensificacion de la actividague impulsa la necesidad de analizar opciones
parasu reutilizacidbnEnesta Tesis se plantéareconversiordel alperujqg como sustrato
de bajo costo para la produccién de pigmentos carotenoides. tehfa, se evaluaron
levadura del génerdriodotorula (RhmucilaginosaLPS®38, Rh. graminisy52 yRh
glutinis Y54. En primer lugarse prepararon y caracterizaron diferentes medios
derivados del alperujo: Extractos acuosos (Haslferentes concentraciones (5, 10, 20
y 30 % p/V) y la fraccion liquida @dberujo(AA). Por otra parte, sgesfenolizarorios
medios con mayor concentracion de biofenoles (EA 30% Yy mddiante latécnica
particion liquideliquido. Todos estos mediosg utilizaron para evaluar el desarrollo y
la biosintesis de carotenoides é&h. mucilaginosa PSC638Asimismo,se evaludla
influencia del inhibidor Imidazol esu via carotenogénicalambién, seestudio el
metabolismode la levadura asociaddfaentesde C y NAI mismo tiempo, se realizaron
ensayos de fitotoxicidad en EAs y AA normales y desfenolizados, sobre semillas de
Lactuca sativa LEn segundo lugar, ssalizéal alperujoen conunto con el bagazo de
cebada (BSGgomo mediosde cultivosdlidos.Finalmente, se analiz6 la estrategia de
acoplar la produccion de carotenoides con la recuperaciérbidéenoles desde el
alperujo. Para ello, satilizd como medio de cultivda fraccion liquida dedlperujo

tratado hidrotermaimente (Sevilla, Espafia. Rt No. US 6,849,770 B2 , 200para



analizarel desarrollo y produccién de carotenoides Rh. mucilaginosaPS®38y dos

especies aisladas desde residuos olivicd®s raminisY52 yRh glutinisY54. Los

resultados obtenidos fueronCapitulo 1 Los EAs y AA ofrecen fuentes de C y N, ademas

de un rango de pH adecuado para el desarroll®bdemucilaginosaPSC 638a técnica

de desfenolizacion utilizada redujo el 45% y 30% de biofenoles en EAs y AA,
respectivamenteCapitulo 2 La levadura seearrolld y sintetiz6 carotenoides en todas

las concentraciones de EAs y AA. Metaboliz6 azlcares presentes y no consumio
0A2FSy2ftSad [2a OFNR(ISY2ARSa aicadSrioy 1 I R2a -
i-caroteno. Capitulo 3 La presencia de imidazeio afectd el desarrollo deRh.
mucilaginosaLPSC 638e obtuvo la mayor cantidad dearotenoen el medio con

mayor concentracion de imidazol (1000 ppnista cantidad fue muy inferioespecto

a lareportadaen bibliografia Capitulo 4 Rh. mucilaginoshPSC 638 pudo desarrollarse

en medios solidos formados por alperujo, BSG y combinacion. Los carotenoides
AAYOGSGAT I R2a ¥ dzSNER Y YcardtehdlBabi®lg= ba fitbt@xiidiat | N2 RA y |
sobre semillas delLactuca sativa ... se redue en tratamientos con medios
desfenolizados y después del desarrollo de la levadura. No hay efectos fitotéxicos

cuando las semillas son tratadas con medios més diluidos (EAs de 5 % @akifslo

6: El proceso de desfenolizacion favorece el desarrdimtesis de carotenoides éth.
mucilaginosaLPSC 638En el AA tratado hidrotermalmenteRh. glutinisY54, Rh.

graminisY52 yRh. mucilaginosht { / coy LINBP RdzOSY Y -cardtéhbzt I NB RA y
€ -caroteno.Rh. glutinisy54y Rh. graminisr52 sedesarrollaron mejor con respecto a

Rh. mucilaginosaPSC 638atécnica favorece leecuperacion del hidroxitirosol.

Palabras ClaveAlperujo, Carotenoideskhodotorula spp.Rhodotorulamucilaginosa,

Residuos agroindustriale&conomia Circular.



Abstract

The twophase centrifugation system for extracting olive oil generates a single by
product called alperujo. Due to its physicochemical characteristics, alperujo is-a non
ecological wasteThe southwest of Buenos Aires province (SOB) constitutesvearea

of olive oil production, with a significant intensification of the activity, which drives the
need to analyze options for its reuskhis thesis proposes the reconversion of alperujo
as a lowcost substrate for producing carotenoid pigmerfgr this purpose, yeasts of
the genus RhodotorulaRh. mucilaginos&aPS®38, Rh. graminisy52 andRh. glutinis
Y54) were evaluatedFirst, different alperujederived media were prepared and
characterized: agueous extracts (AE) of different concentration®(20and 30 % w/V)
and the liquid fraction of alperujo (AA). On the other hand, the media with the highest
concentration of biophenols (EA 30% and AA) were dephenolized using theliliguidd
partitioning technique. All these media were used to evalutdte development and
biosynthesis of carotenoids Rh. mucilaginosaPS®38. The influence of the inhibitor
Imidazole on the carotenogenic pathway was also evaluated. Also, yeast metabolism
associated wittdifferent C and N sources was studied. At the sdime, phytotoxicity
tests were performed on normal and dephenolized AE and AA on sekdstata sativa

L Secondly, alperujo was analyzed together wigletspent graifBSG) as solid culture
media. Finally, the strategy of coupling carotenoid produrtivith biophenol recovery
from alperujo was analyzed. For this purposige liquid fraction ofhydrothermally
treated alperujo (Sevilla, Espafia. Patent No. US 6,849,770 B2, ,20@5) used as a
culture medium to analyze the development and production afotenoids inRh.

mucilaginosaLPS®38 and two species isolated from olive residugh.(graminisy52



andRh. glutinisy54). The results obtained in each chapter weteapter 1 EAsandAA
provide sources of C and N, as well as a suitable pH for the developmdri. of
mucilaginosaLPS®38. The dephenolization technique used reduced 45% and 30% of
biophenols in EAs and AA, respectiv@lgapter 2 The yeast developed and synthesized
carotenoids at all concentrations &As andh\A. It metabolizedhe sugars present and

did not consume biophenols. The carotenoids synthesized were: torulengarhodin

i -carotene | y Rcarotene. Lycopene was found only when media contained the
inhibitor imidazole. Chapter 3 The presence of imidazole did not affect the
development ofRh. mucilaginosd.PSC 638. The highest amount of carotene was
obtained in the medium with the highest concentration of imidazole (1000 ppm). This
amount was lower than that repted in literature.Chapter 4Rh. mucilaginosaPSC638

can grow on solid media, consisting of alperujo, BSG and a combination of both. The
OFNRGiISYy2ARa aeyikKSail SR ¢ Scat¥ne. Ghapids: Sy S
Phytotoxicity onLactuca sativa Lseeds is reduced in treatments with dephenolized
media and after yeast development. There are no phytotoxic effects when seeds are
treated with more diluted media (5 % and 10 % EB&¢apter6: The dephenolization
process favors the development and syrgiseof carotenoids iRh. mucilaginosaPSC

638. In the dephenolized liquid fraction of hydrothermally treated alperRjo, glutinis
Y54,Rh. graminisy52 andRh. mucilaginosaPSC 638 produce: torularhodin, torulene,
i-OF N2 S ye&8oteng/RR. glutiis Y54 andRh. gramini&’'52 performed better than

Rh. mucilaginos&PSC 638. The techniqueiftatesthe recovery of Hydroxytyrosol.

Keywords: Alperujo, carotenoids,Rhodotorula spp olive mill waste valorization,
0 NBgSNDa GirciEdonoBWI Ay S

L,
U z
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Uno de los desafios que presenta la humanidad de cara al futuro, es producir mas
alimentos en una superficie cada vez menor para alimentar a una poblacion mundial en
constante crecimiento(Zapiola, 2022) Como consecuencia, el procesamiento de
materia prima de origen vegetal y animal, destinada a la industria de alimentos vy
bebidas, produce millones de toneladas de desechos; generdndose una gran diversidad
y cantidad de residuos agroindustria(@4inisterio de Economia de Espafia, 2015; Socaci
et al., 2A7; Panesar et al2015 dos Santos et al.2014;Rodriguezt al., 2020; Lopes
et al., 2016; Sanch&anchéz et al., 2020)Este tipo de desechos, se caracterizan por
presentar una gran cantidad de materia organica, que se refleja en valores elevados de
demanda quimica (DQO) y biologica (DBO) de oxiffectmneider et al., 201®Panesar
et al., 2015Aliyu y Bala, 2011; dos Santos et al., 2@ahchézsSanchéz et al., 202 n
consecuencia, su liberacion en el medio ambiente, sin un tratamiento presmera
graves problemas de contaminaci¢8@chneider et al., 2013; dos Santos et al., 2014;
Ouzounidou et al., 201Mellagreca et al., 200EstebanrTorrente, 2019Aliyu y Bala,

2011; Sanché8anchéz et al., 2020opes et al., 2016)

Algunos delos inconvenientes que present procesamiento dda biomasa
residual, son: que se genera en grandes volimenes, en muchos casos en forma
estacional, es de dificil trasporte y no tiene valor econémico de interés por si misma
(Trigo, 2021; Chavarrdiranda, 2020; Lynch et al., 201&)pes et al., 2016Es asi que,
el concepto debioeconomia impulsé en las ultimas décadas el interés por hallar
opciones para la transformacién en origen, reutilizacion y puesta en valor de la biomasa

residual(Panesar et al., 2015; Berbel et al., 2H8;opean Regional Development Fund,



2013;Trigoet al., 2017Patermann, 2021; Sanch&anchéz et al., 2020; Ministerio

de Economia de Espafia, 208bcaci et al., 2017; UE Proyecto BioStep, 2015).

La bioeconomia constituye una estrategia de produccion y organizacion
econdmica que es transversal a totka economia, e incluye a distintos sectores
(tradicionales y modernos) con diversas escadé@scuales utilizan procesos y recursos
bioldgicos como parte de sus actividades producti{@asnchésanchéz et al., 2020

Trigo et al.2017, Bisangy Trigo, 2Q7).

La definicibn de bioeconomia cobra renovada vigencia en estos tiempos, en
respuesta a los desafios globales que hoy enfrenta la humanidad, ebineremento
en la demanda de alimentos, agua y energia, el cambio climético y el agotamiento de los
recursos naturaleJUE Proyecto BioStep, 201Brigo et al., 2021; Anllo, 20218ste
concepto economico responde a los desafios antes mencionados, teniendo en cuenta a
las actividades agropecuarias y agroindustriales en conjunto con el medio ambiente
(Patermann, 20221 Trigo et al., 2021 von Braun, 2021 Nardone, 2020;Chavarria
Miranda, 2019Naciones Unidas (CEPALQ15;UE Proyecto BioStep, 2015)

La bioeconomia esta comenzando a desempefiar un rol significativo en las
economias de América Latina, eas tuales el incremento del valor agregado a la
produccion agropecuaria, reviste una gran importancia para la expansion de la
economia(Coremberg,2019; Rodriguezet al., 2017) En particular para Argentina,
representa una opcion estratégioam queproduce wna alta disponibilidad y variedad de
biomasa Asimismog¢uenta corgrancapacidadie desempefi@n el ambitoempresarial
y cientificotecnolo6gio (Trigo et al.2017;Nimo, 2020; Sanchez, 2022demasdispone

deinstitucionalidadpublica y un sector privadoapaz dempulsar marcos regulatorios,



innovaciones e inversiones, necesarios para su implementa@iéingp, 2020; Alvarez,
2020 Costa, 2015)

Por otra parte, desde el punto de vista de las etapas de produccién, la
bioeconomia argentina esté constituida por sectores productores de bobasados
y por sectores asociados, que contribuyen con la cadena de (&éorchez, 2022
Coremberg, 2019) Es importante subrayar que nuestro pais es uno de los principales
productores de alimentos a nivel global y uno de los pocos que aln puede erdgem
su participacién en la oferta mundiéiElizondg 2022 Coremberg,2019Trigo et al.,

2017)

Biocombustibles4{] 2,1
Cueros y Derivados{] 2,3
Complejo Aceitero{__]6.5
Complejo Textil{T__]8,3
Complejo Quimico{____]8,4
Madera, Pulpay Papel{____ 154
Alimentos y BebidasH | 57,1

0 20 40 60

% de Contribucion

Fig.l.1. Contribucién de diferentes bloques bioindustriales a la Bioeconomia y al Producto
Interno (PBI), argentino (datos del 2015 al 2017). La misma, fue medidaemtajecontribuido
al total del valor agregaddse observa que la principal actividadibdustrial, la genera el bloque
de alimentos y bebidas con el 57,1% del t¢falaptado de Coremberg, 2019)

Sin lugar a dudas, el alto desarrollo y potencial argentino de la industria
alimentaria y de bebidas, constituye una valiosa plataforma para la proyeccim de
bioeconomia (Figl.1). Estas industrias abarcan un amplio complejo de rubros de
produccion y transformacion, que se distribuyen por toda la geografia dg/Saishez,

2022 Nimo, 202Q Coremberg2019 Trigo et al., 2017).



Los fundamentos de la bioeconomia, se enfocan en el aprovechamiento de
procesos biolégicos en tiempo real, en donde la biomasa como fuente de carbono, es el
componente centra{Sanchez, 202drigo, 2021Patermann, 2021ChavarriaMiranda,

2020 Bisang yTrigo, 2017; Rodriguez et al., 201Tps bienes y servicios que se
producen a partir de esta concepcion econdémica, incluyen todos aquellos que resultan
del uso y transformacion de recursos biologicos; como asi también, del

aprovechamiento de los residuagroindustrialegSanchez, 2022LCUE Net, 2015)

De esta maneraal conversion de la biomasa residual permite aportarle valor
agregado y transformarla en productos econdmicamente via(@éschez2022 von
Braun, 2021;Patermann, 2021 SanchéfSanchézet al., 2020 Socaci et al., 2017
Naciones UnidasCEPAL, 2015; UE Proyecto BioStep, 20C6mo resultado, su
reutilizacién genera un mejor uso del recurso biologmermite la interrelacion entre
distintas cadenas de valor, ademas de la creacion dasatuevagSéanchez, 2022

Patermann, 2021Nardone, 2020ChavarriaMiranda, 2020)

A partir de la biomasa residual, se pueden extraer compuestos de interés
econdémico Ej.: pigmentos,antioxidantes, azUcares, triglicéridos, proteinas, enzimas,
fibras), quese convierten en insumos para diferentes cadenas produc(@adardi et
al., 2022;Sanchez, 202RodriguezGutierrez y Monetta, 2021Rodriguezt al., 2020
SanchéfSanchéz et al., 2028isang y Trigo, 2017; Rodriguez et al., 2017; Socaci et al.,
2017;Lopeset al., 2016; Mussio et al., 2014; Usaqusinarado, 2008

En este sentidose la puede emplear como sustrato de bajo costo para el
desarrollo de microorganismos que sintetizan biocompuestos y biomateriales de interés

econdomico(Ghilardi et &, 2022; Ghilardi et al., 202@&lvarez, 2020; Nimo, 2020;



SanchésSanchéz et al.,, 202@harma y Goshal, 202PereiraCipolatti et al., 2019
Cuestas, 201Hussein et al., 2018orroni et al., 2017Bisang y Trigo, 201Zopes et
al., 2016;Cheng y ang, 2016Panesar et al., 2015; Postemsky, 2038hneider et al.,
2013;Kotlar et al., 2013; Saparrat et al., 2008)

Del mismo modo, se puede utilizar biomasa residual para la produccion de energia
(desde biocombustibles a energia térmica y eléct(GanzalezAlvarez, 2021; Sanchéz
Sanchéz et al., 2020; European Regional Development Fund, 2013; Ministerio de
Economia de Espafia, 2015; Trigo et al., 2017; Nardone, 2020; Ravindran et al., 2018

No obstante, el aprovechamiento integral de la biomasacealquiera de las
formas mencionadas, implica en primer lugar, el conocimiento del proceso y cémo
llevarlo a caboknow how (Sanchez, 2022)

El olivo Qlea europepes una especie vegetal originaria de Asia Menor, que se
extendié desde Siria y Grecia fetoda la cuenca del Mediterraneo. Posteriormente,
con el descubrimiento de América, el cultivo del olivo trascendié sus confines
mediterraneoq10C2020) De hecho, en la actualidaéxisten 47 paises productores de
aceite de oliva que aportan en tothl millones de hectareas de olivares distribuidos en

los cinco continentefOC, 2015)

Existen dos campafias de cosecha de aceitunas, la priaiemcadesde octubre
a abril en el hemisferio norte y la segurdizsdeabril a julio, en el hemisferio stOG
2015) Espana, Italia y Grecia son los mayores productores de aceite de oliva y aceituna

de mesa, aportando en conjunto el 75% de la produccion mu(dkaDomingp2019)
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Fig. .2. Producciéon primaria Argentinde aceituna(en bruto) periodo 200&017 (miles d
toneladag. Fuente: Subsecretaria de programacion Microeconémica de la Nacién, (2018).

Argentina es uno de los principales productores olivicotaduera de la cuenca
mediterranea, junto con Australia, Nueva Zelanda, Chile, Peru, Uruguay, Estadas Unido
y SudafricdMonetta y Ibanez, 2014%egun la International Olive Council (I0C), nuestro
pais en el ranking mundial se encuentra 8° respecto a la produccion de aceituna de mesa,
10° en la produccion de aceite de oliva y 6° como pais exportadacdie (Fig.l.2 y

1.3), (I0C 2018 Subsecretaria de programacion Microeconémica de la Nacion,)2018
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Fig.1.3. Producciéry Exportacion de Aceite de Oliva en Argentina (miles de toneladas). Pe
1991-2017).Fuente: Subsecretaria de programacion Microeconémica de la Nacién, (2018).

El 96% de los aceites de oliva exportados por Argentina son virgenes, en su

mayoria pertenecientes al grado virgen extra; 3% se mezclan y 1% se refina. De esta



manera, nuestro pais tiene una ventaja diferencial al posicionarse como un proveedor
de nivel mundial, por la buena calidad del aceite destinadexportacion(Subsecretaria

de programacion Microeconomiaie la Nacion2018.

Estados Unidos es actualmente el principal destinatario de las exportaciones
argentinas de aceite de oliva virgen ex{&0%), seguido por Brasil (40%) y el 10%
restante se exporta a mas de 35 paises, entre los que se encuentran Uruguay y Chile

(Subsecretaria de programacion Microeconomica, 2018)

En cuanto al consumo interno de aceite de oliva, en Argergmangiera
aproximadamentesolo 0,17 litros per cépita al afi{fBubsecretaria de programacion
Microeconomica, 2018 Por esta razdn, la mayor parte del aceite de oliva producido se
exporta, debido a su alto costo en comparacion con los aceites de oleaginosas; ya que
es de cinco a seis veces mas caro que el aceite de soja y (iBadmecretaria de

programacion Microeconomica, 20)L8

Segun el relevamiento realizado por el ultimo censo agropecuario (2048), e
nuestro pais la produccion anual de aceitunas destinadasigefue de 7000ton, de
las cuales213600se destinaron a exportacion 33400a consumo internginforme
Olivicola 2021INDEC 2021 Las variedades predominantes que se cultivan en nuestro
pais, son Arauco y Arbequindn embargo, se puedeidentificar otras variedades
dependiendo del area de origen del cultic@mo Frantoio, Farga, Nevadillo, Manzanilla
y Picual(Ministerio de Desarrollo Productivo, 2023ubsecretaria de programacion

Microeconomica, 2018



El sector olivicola en nuestro pais, ha experimentgdan desarrollo en los
altimos afios que continta aun en el prese(tisei, 200;/Camara Federal de Inversidn,
2020 Ministerio de Desarrollo Productivo, 2028egun el informeealizado por [d0C,
(2012)a principios de la década de 1990, indicaba 29@@bajo produccion olivicola;
mientras que, en el Ultimoenso agropecuarjosealizado en 208, se contabiliza@7171

ha(INDEC, 2031

La 9.m|;“‘
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Fig.l.4. Superficie(ha) impantada destinada a olivicultura hasta 20Fauénte:
Subsecretaria de programacion Microeconondeala Nacion2018).



Actualmente, las principales provincias productoras de aceite de oliva y aceitunas
de mesa son Catamarca, La Rioja, San Juan y Me(@aaeara Federal de Inversion,
2020 Elisei et al., 2007También, se agregaron nuevas areas de cultivo en las provincias
de Cdrdoba, Buenos Aires, Rio Negro, Neuquén y San Luigl{fRi@amara Federal de

Inversion, 2020INDEC, 2028ubsecretaria de programacion Microeconomica, 2018).
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Fig.l.5. Localizaciérde las areas destinadas a olivicultura en el Sudoeste de la Provinc
Buenos Aires (SQBredesco, 2021

La region del sudoeste de la provincia de Buenos Aires (SOB), presenta un area
ecoldgica apta para el cultivo del olivo que abarca los partidos de coronel Rosales,
coronel Dorrego, Puan, Bahia Blanca, Villarino y Patagdadescp2021; Kittler, 2017
Aquirre et al., 2010§Fig..5).Se registran en la zona 42 establecimientos, principalmente
PYyMES, que conforman un micro “cluster” productivo de desarrollo avanzado como
estrategia de diversificacion de las actividades agricolas tradicionales de la regién

(Tedescp2021;, Gonzalez et al., 2016)

Este incipiente conglomerado olivicola, esta conformado por fincas con montes de

olivos en produccion y algunas de estas, ademas, cuentan con almazaras que proveen el
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servicio de extraccién de aceite a las restar{lesdescp2021;, Gonzalez et al., 2016)
Por otro lado, los rendimientos de los productores de la regidén son dispares ya que se
observan montes grandes, compuestos en general por olivos antiguos, mientras que

la par coexisten plantaciones nue@gdescp2021, Gonzalez et al., 2016).

En la actualidad, existen mas de 2600 ha con olivos productivos, que presentan
rendimientos de 8,5 ton de aceitunas/ha y un 18% en aceite de olivétkdazalez et
al., 2016) Especialmente el partido de coronel Dorrego, posee 2000 de las 2600 ha de
olivos que se encuentran implantados en el §RiBler, 2017) siendo las variedades
predominantes: Arbequina, Farga, Nevadillo y Fran{@edesco2021; Kittler, 2017
Elisei etal., 2007) En esta zona de lprovincia, se obtiene un aceite de oliva con
propiedades organolépticas diferenciadas respecto al de otras zonas del pais, debido a
las caracteristicas agroclimaticas distintivas de la regién como los suelos, el climay en
particular la cercania del mar con las sier(@gci et al., 201 Xittler, 2017 Gatti y
Gonzalez, 20QElisei et al., 2007Pe hecho, la amplitud térmica que se registra en esta
zona entre el verano (41,5 °C) y el inviernb°C)Gatti y Gonzalez, 29) beneficia a
los olivares debido a que favorece la maduracion lenta de los f(@esi et al., 2019)
A su vez, la acumulacion de horas/frio permite obtener un aceite con alto contenido de
acido oleico y alta concentracion de compuestos fenéliCesiet al., 2019; Gonzalez et

al., 2016Elisei et al., 2007)

Teniendo en cuenta todos estos parametros de calidad, se podria generar a futuro,
la caracterizacion de los aceites del SOB que daria pie a la denominacion dékiisgen

et al., 2007) Es poreso que, el conjunto de los atributos mencionados hace de esta
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regiobn, un &rea con gran oportunidad para aprovechar las buenas condiciones

coyunturales del negocio para fortalece(§&onzalez et al., 2016)

Antiguamente, se utilizaba el método tradiciomatliiscontinuo para procesar las
olivas y obtener aceite. El mismo consistia en extraer el aceite a presion mediante la
trituracion mecanica de las aceitungMorillo et al., 2009) Sin embargo, la
intensificacion de la produccién condujo al abandono de e®todo, remplazandose
por molinos centrifugos mas eficientes y de mayor capadi@adounidou et al., 2010)

(Fig. 1.6). Estos molinos pueden tener dos formas diferentes de funcionamiento
dependiendo del tipo de sistema de centrifugacion que presenten: de dos o de tres fases

(McNamara et aJ.2008 Alburquerque et al., 2004

ACEITUNAS

ACEITUNAS

LAVADO
| MOLIENDA Y BATIDO | j | MOLIENDA Y BATIDO |
@ CENTRIFUGACION : CENTRIFUGACION ‘
(DECANTER DE 3 FASES) : (DECANTER DE 2 FASES)
RECUPERACION Y LAVADO | Etemp—
AGUA DE Eiytivid g AGUA DE\ _| LAVADO DE | RE@?SGAL
ey EN LA FRACCION LIQUIDA \LAVADO /. *{ ACEITE |
v ; v

‘ACEITE DE OLIVA| : ‘ACEITE DE 0LIVA|

Fig. 1.6. Comparacién de los sistemas de extraccion de tres y dos fases. Diagrama adapti
Alburquerque et al(2004)

En el proceso de tres fases es necesario agregar grandes cantidades de agua a la
pasta oleosa obteniéndose, ademas del aceite, dos residuos: por un lado, el alpechin,
gue consiste en el agua de vegetacion de las aceitunas mas el agua afiadida y, por otro

lado, el orujo que es la mezcla de la pasta de aceituna y los cdMebhsmara et al.,
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Introduccién General

2008 Alburquerque et al., 2004En cambio, B el sistema de dos faseg utiliza una
menorcantidad de agua, respecto al sistema trifagiaca separar el aceit®or lo cual
gqueda como remanente un solo residuo: alperujo (McNamara et al., 20Q8
Alburquerque et al., 2004Este desecho presenta una composicion similar al orujo del
proceso de tres fases, pero con mayor humedad e incorpora los constituyentes del

alpechin(Aguirre et al., 2010)

El sistema de tres fases fue introducido a nivel mundial, en la década de 1970
mientras que el sistema de centrifugacién de dos fases, se introdujo a partir de 1990
para abordar el problema que presenta el sistema trifasico, que es el de utilizar grandes
cantidades de agua durante el proceso centrifi@uzounidou et al., 201@guirre et
al., 2010) En la actualidad, ambos sistemas estan vigentes y se utilizan en los principales

paises olivicolas del mundg@uzounidou et al., 2010AcNamara et al., 2008)

Fig.l.7. A) Equipo de centrifugacién de dos fases en funcionamieBj&eneraion del alperujo al final
del proceso de obtencion del aceite de oliva (Establecimiento olivicola RumarOli).

La mayoria de las almazaras argentinas han adoptado el sistema de extraccion
bifasicocon el que se generan aproximadamente, 80 ton de alperujo por cada 100 ton

de aceitunas procesadas (Hi@), (Monetta y Ibafiez, 2014; IOC, 2012)
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El alperujo se caragtiza por ser un residuo semisolido, con alto contenido de
humedad (65% 70%), pH ligeramente acido 84,6), elevadaconcentracion de sales y
baja actividad de agu@w). El 90% de su peso seco es materia organica, compuesta
principalmente por ligning46%), hemicelulosa (38%), celulosa (21%), lipiskiesy
carbohidratos(Ntougias et al.2013 Ouzounidou et al., 2010; Aguirre et al., 2p10
Asimismg contiene cantidades significativas de compuestos fendlig@edriguez
Gutierrez y Monetta, 2021Boroni et al., 20%; Ouzounidou et al., 201@guirre et al.,

2010).

En la bibliografia se documenta, que el alperujo debido a su composicion inhibe la
germinacion de semillas y el crecimiento temprano de las plantas, alterando las
caracteristicas del suelo, ya que crea condiciones reductoras que afectan la diversidad
microbiana del mismdAguirre et al., 2014; Ntougias et al., 20C8jzounidou et al.,
2010; Alburquergue et al.,2004; Aranda et al., 2006; Linares et al., 2003; Matrtin et al.,
2002) De esta manera, se han empleado diversos métodos fisicoquimicos para remediar
este residuo como: precipitacion, floculacion, adsorcion y ozonizacion, entre otros
(Ouzounidou et al., 2010En general, estas técnicas demostraron niveles satisfactorios
en la disminucion de la carga organica y del contenido de compuestos fendlices sobr
este residuo(Ouzounidou et al., 20105in embargo, la complejidad técnica, los altos
costos de instalacion y de operacion que presentan, limitaron su aplicacion y adopcion

(Ouzounidou et al., 2010)

Actualmente, se busca reducir el impacto en el meaitbiente de estos desechos
olivicolas, a través del uso de metodologias combinadas: fisicoquimicas y biologicas, que

permitan la degradacion y detoxificacion de los residuos olivicolas en general
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(Ouzounidou et al., 201@&ndreozzi et al., 2008Yodos Is desechos provenientes de la
industria olivicola, presentan una diversa gama de componentes organicos e inorganicos
que pueden ser recuperados como, los biofeno{dougias et al., 2013)Estos
compuestos presentan interés econdmico ya que se puedeizartien la industria
alimentaria, farmacéutica y quimica como antioxidantes naturales, debido a los
beneficios que aportan a la salud humana, o también, como componentes activos en

productos desinfectante@Viussio et al., 204; Ntougias et al., 2013; Suaret al., 201Q)

Especialmente el alperujo, es wubproducto con un alto potencial para la
recuperacion de estos componentes que aun no ha sido aprovechado en toda su

magnitud, en particular a nivel nacior(@guirre et al., 2010)

HO

HIDROXITIROSC ot

HO
OH

OLEUROPEIN/ OH

OH

Fig.1.8. Principales compuestos fendlicos hallados en alperujo junto a su estructura qui
Diagrama adaptado d@ akagy Karakaya2009)

Los compuestos fendlicos que generalmente contiene el alperujo somoédso
fendlicos (hidroxitirosol y tirosol), secoiridoides (oleuropeina y verbascoésido) y

flavonoides (Fig.8). Todos ellos presentan actividad antioxidante debido a que donan
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el atomo de hidrégeno del OH fendlico a los radicales libres, deteniendoraactadn
de oxidacior(Lin et al., 2014; RubiBenent et al., 2013; Takacg y Karakaya, 2Beégadini
et al., 2007) De esta manera, el alperujo constituye una fuente natural de compuestos
fendlicos(RodriguezGutierrez y Monetta, 2021; Takag y Karakay®92®RubieSenent
et al., 2013;Fernandezolafios et al., 2008; Celik et al., 2020; De Marco et al., 2007;

Suarez et al., 2010)

Diferentes estudios llevados a caimovivoe in vitro sefialan que los compuestos
fendlicos provenientes de las aceitunas, generan beneficios importantes a la salud
humana, por sus propiedades antioxidantes y nutraceulticas, contribuyendo a la
prevencion de enfermedades cardiacas y de ciertos tipos de c@Bmedini et al., 2007;
Visioli et al., 2002; Fermoso et al.,, 20Hsignano et al., 1999)Ademas, poseen
propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas e hipoglucémicas (Beetdali, 2007,
Visioli et al., 2002)Por otra parte, favorecen la preservacide los alimentos ya que
retardan la oxidacion lipidica y disminuyen el ataque de microorganismos, demorando
su deterioro(Galanakis et al., 2018; Bendini et al., 2007; Ntougias et al., 2013; Suarez et
al., 2010; Taka¢ y Karakaya, 2008%imismo, la peafia fraccion de compuestos
fendlicos que migran a la fase oleosa durante el proceso de extraccion, contribuyen al
sabor y aroma final del aceite de oliva, ademas de protegerlo de procesos oxidativos,

confiriéndole estabilidad en el tiemg&eci et al., 202).

Por otro lado, en los principales paises productores olivicolas como Espafa, hace
tiempo que se busca reconvertir al alperujo, dandole diferentes utilidades generando,

de esta maneraynresiduo con menor impacto ambientalg¢aquerAlvarado, 2008)
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Ertre los usos mas importantes que se conocen se encuentra la extraccion del
aceite de orujo, en donde los alperujos son sometidos a una segunda extraccion
mediante solventes (generalmente hexan@JsaquerAlvarado, 2008) El producto
resultante es un acest de menor calidad, pero apto para consumo humano y el
subproducto es un alperujo que presenta apenas entrd3% de humedafdUsaquen
Alvarado, 2008) Este alperujo seco a su vez, se utiliza como combustible para la
generacion de energia eléctrica y téoa{por combustion, ya que presenta un poder
calorifico de 400 kcal/k(Aguirre et al., 2010; Morillo et al., 2008saquenrAlvarado,
2008) Este proceso genera como residuo una gran cantidad de cenizas que, segun
Aguirre, (2010xe puede reutilizar para la elaboracion de fertilizantes, dado su alto
contenido de P y K; o también, para la fabricacién de cemento portland y puzolanicos.
Recientemente se propuso la carbonizacion hidrotermaklpedrujo doteniéndose un
hidrocarbon on gran potencial como adsorbente y un liquido enriquecido en

compuestos fenolicofGimenez et al., 2020).

Ademas, el alperujo puede ser utilizado como suplemento nutricional en la dieta
de rumiantes, especialmente caprinos y ovinos (Aguirre et al., 2088fjuerAlvarado,
2008). Por otra parte, la fraccion organica del alperujo tiene potencial para su conversion
bioldgica, tanto para obtener metano como etanol y biodi¢sigjafi et al., 2021; Rincon

et al., 2013; Rubi®enent et al., 201FernandezBoldios et al., 2004)

Asimismg existen trabajos que proponen la utilizacion del alperujo como abono
organico. En ellos se indica que la aplicacion del alperujo mezclado adecuadamente e
incorporado al suelo podria ser efectiva para mantener la fertilidaaniho (Aguirre

et al., 2010;Altieri y Esposito, 2008; Lop€meiro et al., 2008; Lopdzineiro et al.,
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2007) De esta manera, se mejoraria la porosidad del suelo lo que conllevaria a un efecto
benéfico sobre la retencion de agua y la estabilidad estrattle los sustratofAguirre

et al., 2014; Aguirre et al., 2010)

Contrariamente, otros autores sugieren que la aplicacion directa del alperujo
como abono, no seria beneficiosa para el suelo, el agua o el crecimiento de las plantas
debido a las concentciones de compuestos fendlicos, sales y materia organica que lo
constituyen (Ouzounidou et al.2010; Morillo et al.,2009; McNamara et al2008;
Andreozzi et al.2008 Martin et al., 2002) Por ejemplo, la aplicacion directa del
alperujo, provocaria lanmovilizacion de N y P del suelo causando el déficit de estos
nutrientes en las plantas(Aguirre et al., 2010) En consecuencia, generaria
inconvenientes en la germinacién de las semillas y el posterior crecimiento de las

plantulas, ocasionando la dismizian productiva de los cultivggguirre et al., 2010)

Ademas, los cambios producidos en el suelo por los componentes del alperujo,
desequilibrarian el ecosistema microbiaff¥ivas et al.,, 2009)Sin embargo, el
tratamiento previo del alperujo con deteiimados hongos filamentosos saprobios,
como los del géner®leurotus disminuyen la fitotoxidad de este residuo debido a la
degradacion y/o polimerizacidén de los compuestos fendlicos presentes en el mismo, por
lo que representaria una alternativa, si se quiere utilizar al alperujo como fertilizante

(Cuestas et al., 2018pAirre et al., 2010; Usaquehlvarado, 2008)

Por otro lado, existen diversos trabajos que proponen utilizar desechos
agroindustriales, entre ellos el alperujo, como sustratos de bajo costo para el
crecimiento de microorganismos que pueden producir compgege alto valor

agregado como: pigmentos, biopolimeros, biosurfactantes, enzimas y pe(®isiasra
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Cipolatti et al., 2019; DiaRodrigues et al., 2019; Hussein et al., 2018; Socaci et al., 2017;
Borroni et al., 207; Marova et al., 2012; Jarboui et,&012; Aguirre et al., 2010; Morillo

et al.,2009; Usaquethlvarado, 2008Davoli et al. 2004; Buzzini y Martini,199%stos
productos son de interés para la industria alimentaria, quimica, cosmética y
farmacéutica (Buzzini y Martini, 1999). De estanara, se estaria reconvirtiendo el
alperujo como residuo, obteniendo compuestos de interés econdmico, a la vez que se

contribuiria a disminuir el impacto ambiental que genera.

Los carotenoides son pigmentos liposolubles que se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturalezéCheng y Yang, 201@&)Jasta el momento, mas de 600
carotenoides han sido descriptos y caracteriza@@asRodrigues et al., 2019; Arathi et
al., 2015;Buzzini et al., 200750n compuestos isoprenoides, generalmente formados
por 40 atomos de carbono, con una cadena de polienos que contiene un ndmero
variable de dobles enlaces conjugados. Esta caracteristica les imparte la propiedad de
absorber la luz visible en un amplio rango, brindandole su coloracién caracteristica, la
cual vard desde el amarillo al roj@PereiraCipolatti, 2019;RodriguezConcepcion,
2018) Estos pigmentos también pueden estar asociados con otras moléculas, como

acidos grasos, azucares y proteifRedriguezZConcepcion, 2018)

Se pueden clasificar de dos maneras diferer(téig.1.9). Dependiendo de la
presencia o ausencia de anillos terminales en su estructura pueden ser: carotenoides
ciclicos o aciclicofRodriguezConcepcion, 2018)Desde el punto de vista de su
composicion gimica, aquellos carotenoides que solamente estan formados por atomos
de C e H se denominamrotenos, mientras que aquellos que contienen atomos de O,

se clasifican comgantéfilas(RodriguezConcepcion, 201&rathi et al., 2015)
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En general, la estructura caracteristica de los carotenoides determina sus
propiedades y el potencial de sus funciones biolodieaseiraCipolatti et al., 2019De
esta manera, en los organismos fotosintéticos, su rol esta relacionado con ser pigmentos
auxiliares de las clorofilas para captar la luz visible. Mientras que, en los organismos no
fotosintéticos actian como compuestastioxidantes que protegen a las moléculas de
formas reactivas de oxigeno y también ejercen la funcién de ser precursores de la

vitamina A(Buzzini et al., 2007)
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Fig.1.9. Diferentesestructuras de carotenoidesiclicos y aciclicosafotenos yxantofilas).
(HernandezAlmanzaet al,, 2014)

Los carotenoides son sintetizados por plantas, algas, levaduras, hongos y bacterias
(Arathi et al., 2015; Marova et al., 2012Fig.1.10). Losanimales vertebrados y los
humanos no pueden sintetizarlogor lo cual, la Unica manera de adquirirlos es a traves
de la dieta(MeléndezMartinez, 2017) Ademas, debido a su naturaleza lipofilica, se
acumulan en el tejido adipog®odriguezConcepcion, 2018kn el caso de los animales

invertebrados, recientemente se descubrieron genes que codifican enzimas
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biosintéticas de carotenoides en algunas especies attropodos (Rodriguez

Concepcion, 2018/eléndezMartinez, 2017)

Fig.1.10. Ejemplos de diferentes organismos cgistetizan carotenoides en la naturaleza.

Los carotenoides, por sus propiedades antioxidantes y algunos por ser precursores
de la vitanina A, son biolégicamente importantes ya que previenen el dafio oxidativo
en las membranas lipidicas de las célyBstton, 1998) Es asi que, existen varios
estudios epidemioldgicos y clinicos que han relacionado positivamente una dieta rica en
carotenodes con un menor riesgo de padecer deficiencia de vitamina A, algunos tipos
de cancer, enfermedades cardiovasculares y la degeneracién macular relacionada con

la edad(Cassamo et al., 2019; Meléndetartinez, 2017Arathi et al., 2015)

Los pigmentogarotenoides mas comercializados s@ncaroteno, Astaxantina,
Zeaxantina, Luteina y Licopeno, los cuales son utilizados en diferentes industrias como:
alimentaria, farmaceéutica, cosmética, quimica y de pien&msssamo et al., 2019;
McWilliams, 2018Cherg y Yang, 2016)pPor ejemplo, en la industria alimentaria se
emplean como colorantes para poder influenciar la aceptabilidad de algunos alimentos
como: margarinas, refrescos y productos horneaffdissu y Tugb&ren, 2005)En la
industria de piensos se ligan suplementos de carotenos para dar mayor color a yemas

de huevos y a la carne de peces como el salmén, que son criados en cautiverio
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(McWilliams, 2018Rao y Rao, 2007; Mortensen,2006; Surai et al., 20Cdhbién, en

la industria cosmética, se los ptea como aditivos y ademés como antioxidantes, para
tratar el dafio celular o tisular. Asi mismo, en la industria farmacéutica se emplean
carotenos como precursores de la vitamina A y en suplementos nutrace(#ikes y

TugbaEren, 2005Surai et al., 200).

SegurMcWilliams (2018)el mercado global de carotenoides alcanzé casi $ 1,5 mil
millones en 2017 y deberia alcanzar $ 2 mil millones para 2022; esperandose una tasa
de incremento del 5,7% para este periodo. En la actualidad los carotenoides adustiz
guimicamente dominan el mercado y se obtienen a partir del precurgonona, un
proceso que representa mas del 85% del mercado mundial, especialmente de
caroteno (Cassamo et al., 201€heng y Yang, 201@s importante mencionar que,
mediante sitesis quimica se obtienen mayoritariamente los isomeros #weosR S € i
caroteno, mientras que los carotenoides naturales son una mezcla compleja de varios

isbmeros (Gong y Bassi, 2016).

La demanda de carotenoides naturales aumenta cada afio debido aguan
lado, la sintesis quimica de estos pigmentos genera contaminantes gue no son
biodegradables y, por otro lado, los precursores que se utilizan en el proceso tienen
efectos cancerigenosegun,Nigam y Luke(2016) Ademas, existe un cambio en las
preferencias de los consumidores hacia productos con aditivos naturales en vez de
sintéticos. Esto se debe a gles primeros se los considera mas seguros para el consumo
humano(Lafarga et al., 202®odriguezZConcepcion2018;Nigam y Luke, 2016hakur

y Azmi, 2013)De hecho, varios estudios enfatizaron el riesgo potencial para la salud,
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asociado al consumo de algunos carotenoides sintetizados quimicaheféega et al.,

2020; Gong y Bassi, 20Hatrick, 200Q)

Por el contrario, los compuestos naturales ofrecen ventajas como, un menor
riesgo de toxicidad y costo de produccidmafarga et al., 2020or lo cual, el conjunto
de estos factores hace que la busqueda y desarrollo del suministro natural de
carotenoides, pesente interés econdomicCheng y Yang, 2016&)e esta manera, en los
altimos afios, se han generado avances cientificos respecto al conocimiento de las rutas
biosintéticas de carotenoides, como asi también, de diferentes estrategias para
potenciar la prodacién microbiana de estos pigmentos a escala indugitefiarga et
al., 2020;Cassamo et al., 201Thakur y Azmi, 2013; Frengova y Beshkova, 2008;
Choudhari et al., 200&n et al., 1999t 6pezNieto et al., 2004Bhosale, 2004Kato y
Shinomura, 202@RodriguezConcepcion, 201&ark, 2005Y o0 et al., 2018;atha et al.,

2005;Ferrao y Gang, 2011)

Las microalgas y ciertas especies de hongos filamentosos, como también de
levaduras, son utilizadas actualmente para la producciéon comercial de distintos
biocompuestos, entre ellos los pigmentos carotenoifiigam y Luke, 2016n el caso
de las levaduras, distintas especies de los géneRiwdotorula Phaffia y
Sporobolomycese las considera importantes productoras de estos pigmefitoakur
y Azmi,2013;Frengova y Beshkova, 200a8bkind et al., 2006; Buzzini et al., 2080t
etal., 2018; Zoz et al., 2015; Moliné et al., 2012; Elfeky et al., ROh8lcea et al., 2011

Maldonade et al., 200Bhosale y Gadre, 2001)

Marcas como Aquasf®y Ecotme®,comercializan levadura seca inactivada (ej.

Phaffia rhodozympg como fuente natural de carotenoides, proteinas y otros nutrientes.
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Ambosproductos se utilizan principalmente, en la Union Europea, Canada y EE. UU.,
como suplementos nutricionales pargepsos destinados a salmonicultu(@assamo et

al., 2019;Frengova y Beshkova, 2008)simismo, se utilizan preparados d&h.
mucilaginosasp. inactivada, para suplementar piensos avicolas que promueven, por
ejemplo, la mayor pigmentacion en la yema deetos(Cassamo et al., 2019; Surai et

al., 2001; Margauth y Meydav, 1968)

Con respecto a las microalgas, producen pigmentos carotenoides, acidos grasos
poliinsaturados, vitaminas, lipidos y proteir{@ong y Bassi, 2016 Estos compuestos
se utilizan paa diversas aplicaciones nutracéuticas, alimentarias, cosméticas y también
en la industria de piensodkangaRao, 2013Rodrigues et al., 2014)Las principales
especies de microalgas que se han estudiado como productoras de carotenoides son:
Spirulina pléensis, Haematococcus pluvialis, Botryococcus bréRaigaRao, 2013)
Dunaliella salingChlorella spy Scenedesmus spgAlhattab et al., 2018; Del Campo et
al., 2007) Generalmente sintetizanb-caroteno, Luteina, Licopeno, ademas de

Astaxantina, Zeaxantina y Cantaxantj@ng y Bassi, 2016)

El cultivo de microalgas presenta ciertas ventajas como, por ejemplo, ciclos de
procesamiento y recoleccion mas rapidos que otros organigi@osg y BassR016;
Rodrigues et al., 2014%in embargo, se requieren ciclos de luz y oscuridad, ademas de
un esfuerzo considerable para extraer y recuperar los biocompuestos del interior de las
células, debido a la complejidad de la pared celular que presentan estos
microorganismosEstogenera que el costo de produccion se elexhéttab et al.,

2018) Se han utilizado diferentes métodos quimicos, fisicos, bilégicos y mecanicos para
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la disrupcion de la pared celujga que su composicion depende de la especieni@o

tanto varia notablementéAlhattab et al., 2018).

En cuanto a los hongos filamentosos, su manejo a gran escala para la produccion
de carotenoides es dificultoso, debido a la formacion de pellets y agregados asociados

con su estructura miceliaD{(Annbale et al., 2006; Surai et al., 2001)

De esta manera, las levaduras constituyen una opcién interesante, ya que su pared
celular no es tan compleja ni tan rigida, como las de las microalgas, lo que facilita la
recuperacion de productos bioactivfSabiby Roberts, 1982Damiani, 2010Scodelaro
y Bilbao, 2016)Asi mismo, las levaduras debido a su estructura unicelular, ofrecen una
importante ventaja para su manejo a gran escala, en comparacion a los hongos
filamentosogD'Annibale et al., 200Gurai etal., 2001) Ademas presentan una tasa de
crecimiento alta, son de facil incubacion y las fuentes de carbono que necesitan son
sencillas en comparacion a las de otros microorganismos, pudiendo utilizar medios de
cultivo de bajo costaMalisorn y Suntornsykk008;Cheng y Yang, 2016; DiRaedrigues

et al., 2019)

Las levaduras tienen un gran potencial como biocatalizadores, debido a la
transformacion que realizan de diferentes fuentes de carbono a metabolitos primarios
y secundariofMannazzu et al., 2015Ademas, presentan tolerancia a compuestos
inhibidores que pueden estar presentes en los sustratos que se utilizan para su
crecimientocomo por ejemplo, los compuestos fendlicos que componen al alperujo
(Mannazzu et al., 2013&lburquerque et al., 2004pe esta manera, las levaduras tienen
la posibilidad de desarrollarse bajo diferentes factores de estrés en comparacion a otros

organismogMannazzu et al., 2015)
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Durante su desarrollo bajo condiciones desfavorables, se producen diferentes
clases de susteias que incluyen triglicéridos y compuestos antioxidantes, como los
carotenoidegMarova et al., 2004 De hecho, la carotenogénesis esté involucrada en las
respuestas al estré@Vlannazzu et al., 2015; Damiani, 201Das células de levadura
expuestas estrés leve pueden desarrollar tolerancia no solo a dosis mas altas del
mismo estrés, sino también al causado por otros agentes. Este fendmeno se conoce
como proteccion cruzada y sugiere la existencia de un mecanismo integrador de

respuesta al estrés envaduras(Marova et al., 2004)

Las levaduras rojas son un conjunto diverso de organismos no relacionados entre
si filogenéticamente, aunque por lo general pertenecenfill Basidomycotas, que
incluye a los génerddhaffia, Sporidiobolug Rhodotorula(DiasRodrigues et al., 2019;

Cheng y Yang, 2016; Mannazzu et al., 20Bvpli et al., 2004 rengova et al., 1997).

Las células vistas al microscopio optico, generalmente son lisas y sus colonias a
simple vista, se las identifica por su color rosadamanjado y rojo, debido a la presencia
de pigmentos carotenoide@Jngureanu et al., 2012)Por lo general, estos pigmentos
son producidos en abundancia por este grupo de levaduras, en concentraciones tipicas
que varian de 50 a 350 pg! gn peso secaunejemplo de ellgson las cepas del género
Rhodotorula(Davoli et al., 2004).as especies de este género, son levaduras aerobias
estrictas, productoras de carotenoides y lipidos durante la fase estacionaria de
crecimiento(Fig.l.11) (HernandezAIlmanza etl., 2014)

Los principales carotenoides sintetizados por las levaduras del gehedotorula
a 2 ycaroteno, toruleno-caroteno y torularodinaKig.1.12) (HernandezAlmanza et

al., 2014; Ungureanu et al., 2012; Davoli et al., 2004)
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Fig 1.11. Colonias d&khodotorula mucilaginosaPSC 63 suspension de carotenos extraido

Los tres primeros pigmentos searotenos, mientras que la torularodina es una
xantdfila (Figl.12), (Kot et al., 2018)Tantoel toruleno como la torularodina, presentan
un anillo deb-ionona conectado a la cadena gelieno (Figl.12), ademas debido a la
presencia de trece dobles enlaces, estos compuestos tienen fuertes propiedades
antioxidanteg(Avalos y Limén, 2017)

El rendimiento de la biosintesis de carotenoides y la proporcion de cada tipo de
pigmento que se producen, dependen de la composicién del medio y de parametros de
cultivo como pH, aireacion temperatura(Kot et al., 2018; Aksu y TugBaen, 2005;
Schneider etal., 2013) Estas variables afectan no solamente, a la cantidad de
carotenoides totales producidos, sino también la proporciérbaaroteno, toruleno y
torularodina sintetizadogKot et al., 2018; Zoz et al., 201hgureanu et al., 2012)

Estudios iniciees han confirmado propiedades anticancerigenas, actividad de pro
vitamina A y antimicrobiana en toruleno y torularodina y hasta el momento no se han
comprobado efectos toxicos en roedor@3u et al., 2016; Latha y Jeevaratanm, 2012)
De esta manera, debido a su estructura quimica, propiedades biologicas y la gama de
color que exhiben, probablemente el toruleno y la torularodina se puedan utilizar con

éxito como aditivos alimentarios, cosméticos y también en componentes de
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medicamenta (Kot et al., 2018Zoz et al., 2015)Sin embargo, la produccion y uso de

toruleno y torularodina aun se encuentra en etapa de desar(@bz et al., 2015)

Fig.1.12. Estructuras quimicas) A-O | N2 (i S-gagoteno C)toruleno Dorularodina(Meléndez
Martinez, 2017)

Aunque la tecnologia para la bioproducciéon de carotenoides esta desarrollada,
uno de los mayores obstaculos es el alto costo que presentan los sustratos empleados,
ya que encarecen el proceso de obtencif@heng et al.,, 2016) Una forma de
abaratafos es el uso de subproductos y excedentes agroindustriales como fuente de
carbono economica. De esta manera, no solo el costo de produccion disminuye, sino
que también reduce el impacto que generan en el ambiente este tipo de residuos,
ademas de poder recupera partir de ellos, compuestos de interés econonfiBozzini
et al.,, 2007; Aksu y Tugliaen, 2005; Cheng y Yang, 20B@rroni et al., 2017
HernandezAlmanza et al., 20145guirre et al., 2010; Peren@ipolatti et al., 2019; Dias

Rodrigues et al., 2019)
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H objetivo general deesta Tesises, analizarel uso de levaduras del género
Rhodotorulapara la produccion de carotenoides utilizando desechos de la industria

olivicola como medio de crecimiento
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1.1.Materiales

Todos los reactivoempleados fueronde la marca Anedra (Buenos Aires,
Argentina), excepto los que se listan a continuacion. El reactivo deCtotialteaufue
de Biopack (Buenos Aires, Argentina). El hexano, el acetato de etilo, la acetona, el
dimetilsulféxido, efcido sulftricoy elhidroxido de sodidueronde Cicarelli (Santa Fe,
Argentina). El tartrato deodioy potasioy el sulfato cuprosofueron de Mallinckrodt
Chemical (Dublin, Irlanda). El extracto de levadura, la peptona de soja y la glucosa
bacteriolégicdueronde Laboratorios Britania (Buenos Aires., Argentinaesgio agar
extracto de lavadura y malt@M) (extractode levadura 3)/L, extracto & malta 3g/L,
peptona de soja5 g/L, glucosa 1@/L) fue de Difco, Becton y Dickinson Company
6{ LI NJ)Saz a5z 99 !! dOod [} I y-danendlyda St A Y
seroalbumina bovinéBSAjueronde SigmaAldrich (St. Las, MO, EE. UUI nitrdgeno

(N) utilizadoen la presente tesifiie suministradopor Air Liquide.

1.2.Muestras de Alperujo

Fig.MyM.1. A) Olivar en producciérB) Aceitunas de la variedad Arbequir@Alperujo fresco generado lue
del proceso de extraccion, a la salida de la centrifugizontal. Campafidulio de 2017, Establecimiento olivic
RumarOli, Cnel. Dorrego, Prov. Bs. As.

Las muestras de alperujo utilizadas en esta Tesis, fueron provistas por el
establecimiento olivicola RumarOli, ubicado sobre la Ruta Nacional 3 Km 591, de la

localidad de Cnel. Dorrego, Provincia de Buenos AiresMi7M.1). El establecimiento
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se dedica al cultivo del olivo desde el afio 2qGttiy Gonzélez, 2009) a finca es un

referente de la productividad olivicola en la zona del 8Q@idinversiones @m, 2004)
Cuenta con una plantacién de 20000 ejemplasgando las variedades predominantes:
Arbequina, Frantoio y Nevadil{®lioinversiones Glam, 2004zatti y Gonzalez, 2009)
Ademas, cuentaon sistema de riego por goteo (RilyM.1 A),(Gatti y Gomalez, 2009)
Asimismo, dispone de una moderna almazara .1 C) que procesa las aceitunas
dentro de las 12 horas de cosecha, obteniendo aceite de oliva virgen extra, de gran

reconocimiento a nivel nacion@Dlioinversiones Glam, 2004)

Las muestra de alperujo fueron tomadas en las campafas 2017 y 2019, a
mediados del mes de junio y julio respectivamente, ya que la cosecha de olivas en el
hemisferio sur, se produce durante los meses de abril a jldiG Q015) El alperujo
utilizado proviene de agtunas de la variedad Arbequina, las cuales fueron cosechadas
con un indice de madurez de 4,56 y procesadas en el dia, a medida que se las recibia
desde la finca (FidMyM.1 B).La rapidez en el procesamientiisminuye el deterioro
hidrolitico de los frutos, un factor que influye negativamente en la calidad del aceite

(Cecietal., 2019)

Elalperujo se recoleéten la almazara, en frascos plasticos de 0,kgdlla salida
de la centrifugehorizontal en el momento en que se producia el aceite (Mig\.1).
Luegdas muestragueron almacenadaa-20 °Qoara su correcta preservacion hasta ser
procesadasUnaparte de las muestras, fueron liofilizadasta°C y bajo una presion de
0,094 mm de Hg, (FijlyM.2 A), para posteriormente ser desaceitadas en un equipo

Soxhlet utilizando como solveniehexano, de grado comercial (FigyM.2 B).
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Fig.MyM.2. A) Preparacion de muestras de alperujo para ser liofilizaBeSoxhlet utilizad
paradesaceitar muestras de alperujo previamente liofilizadas.

Para desengrasdas muestras, en primer lugar, se prepararon dos cartuchos de
papel Whatman M, cada uno con una cantidad de 15 g de alperujo liofilizado. El
proceso se llevé a cabo a temperatuiebullicion del hexano y a presion atmosférica,
durante 5 horas. Al finalizar, el hexano se evapordé mediante un evaporador rotatorio de
laboratorio (Richi R300) a una temperatura de 40 °C bajo vacio, en un matraz
previamente tarado, a fin de determinagl contenido de aceite extraido. Este
procedimiento, permite obtener por un lado la fase oleosa de las muestras y por otro,
el solvente que puede ser reutiliza@®odriguezt al., 2019) A las muestras de alperujo
desengrasadas, se las sometié a ooaiente de N para eliminar los restos de hexano
y luego fueron almacenadas €0 °C hasta su utilizacion para preparar los

correspondientes extractos acuosos (EA).

1.3.Preparacion de medios de cultivo

a. Agua de Alperujo (AA)

El alperujo presenta un alto contenido de humedad (65%%%)(Ouzounidou et
al.,2010;Dermeche et al., 201tougias et al., 2013)De esta manera, setilizé

alperujofresco,para separar el agua contenida, a fin de ser evaluada como medio de
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cultivo paa el desarrollo de levaduras productoras de carotenoides. En primer lugar, se
centrifugo el alperujo a 1372 g durante 20 min, en una centrifuga (Hermle/ Z236K) a 20
°C. La fase liquida (AA) se separ6 y se filtr6 por vacio, utilizando un makitasd® y

un embudo Buchner, con papel de filtro Whatm&®2r(FigMyM.3 A). Posteriormente,

se desaceitd el AA obtenida camhexano mediante particion liquidoliquido,
empleando una ampolla de decantacion (RityM.3 B). La extraccion se repitié dos
veces a relacion volumen de AA/solvente fue de 1:1. Por dltimo, se eliminaron los
restos de hexano de la muestra bajo flujo dedespués de lo cual, el medio se esterilizo

en autoclave (Arcano) a 12Q durante 15 minutos.

Fig MyM.3. A) Filtracion de agua de alperujo utilizando vaciB) Desaceitado de gua de alperuj
utilizandohexano.

b. Extractos Acuosos de alperujo (EAS)

Se prepararon extractos acuosos (EAS) a partir de alperujo previamente liofilizado
y desaceitado, en concentraciones de 5, 10, 20 y 30% (p/V) 8=yioni et al.(2017)
y Ghilardi et al.,(2020) La obtencion de los extractos se llevé a cabo a través de

agitaciéon continua, durante 2 h a 4 °C, con agua destilada.
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Posteriormente, los EAs obtenidos se centrifugaron a 1372 g, durante 20 minutos
en una centrifuga (Hermle/ Z236K) a°€0 Luego se filtraron, utilizando papel de filtro
Whatman r1 4 (FigMyM.4 A) y finalmente se esterilizaron en autoclave a 120 °C durante

15 minutos (FigMyM.4 B).

Fig.MyM.4. A) Etapa deiftrado de Extracto acuoso de alperujo (EB)Extractosacuosodistos par:
esteriliza en autoclave.

c. Preparacion de mediodesfenolizados

Una amplia gama de solventes se ha utilizado para la recuperacion de los
compuestos fendlicoslel alperujo, incluyendo agua, etanWussio et al., 207) y
también, acetato de etil¢Soberon, 2012Este ultimo solvente, se utiliza con fueacia
para extraer biofenoles de matrices acuosas, tales como el alpeghissip et al.,
2017). SegunSoberon et al.(2012) los EAs se comportan de manera similar a los
alpechines en cuanto a la recuperacién c@ampuestos fendlicasPor lo tanto, es
esperable que ocurra lo mismo con el péx lo cualse utilizé la técnica de extraccion

particion liquideliquido, utilizando acetato de etilo.

Un volumen determinado del medio correspondiente (AA'y EA 10% y EA30 %) se

mezcl6 con acetato de etilo en unagporcion de 3:1Mussio et al., 204 ; Soberon et
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al., 2012) Se extrajeron los compuestos fendlicos a 20 °C, ¢

agitacion magnética durante 2 Huego, todo el contenido se
transfirio a una ampolla de decantacion de 250 mL y la fa
acuosa se recolect6 en un vaso de precipitados KRiyl.5). La
extraccion se repitio tres veces y al finalizar, el acetato de et
remanente en el medio acuoso, se pead bajo una corriente
de N, a temperatura ambiente. Por ultimdps medios se

esterilizaron en autoclave a 12€ durante 15 minutosPara

Fig.MyM.5. Separacio
evaluar la eficiencia del procese determiné la concentracion del medio desfenolizac
(fase  inferior)  de
acetato de etilo (fas
superior).

de compuestos fendlicostotales antes y después de la
extraccion con acetato de etilo, mediante el método de Folin

Ciocalteau.

1.4.Procedimientos analiticos

a. Determinacion de pH:
El pH se midi6 con un electrodo Altronix TIPpreviamente calibrado con buffers
pH =4,00 + 0,02 y pH = 7,00 + 0,02.
b. Determinacién de compuestos fendlicos totales
El contenido de compuestos fendlicos totales, se determiné de acuerdo con el
método deFolinCiocalteau utilizando acido cafeico como estan@autfinger, 1981)
La cantidad correspondiente de muestra se llevd a 5 mL gbnddstilada, luego se
agregaron 50QiL dereactivo de FolirCiocalteau 2 N, agitandose cada tubo en un vortex
(Decalab)k velocidad maxima, durante 3 minutos. Posteriormente, se agregaron 1000
uL de NaCQ al 35% p/V e inmediatamente se llevé el volumen a 10 mL, e@n H

destilada. El contenido de cada tubo se agité nuevamente en el vortex a velocidad
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méaxima, por 30 segundos y finalmente, se incubaron todas las muestras durante 1 h, a
temperatura ambiente (20C) y en oscuridad. Pasado el tiempo de incubacion, se
determind la absorbancia a 725 nm con un espectrofotdmetro ShimadzL60\A. La
curva de alibrado se realiz6 entre 0,08201 mgiL a partir de una soluciéde acido
cafeico de concentracion inicial= 1 mg/mL, obteniéndose?a0,898.

c. Determinacion de proteinas:

Para determinar la concentracion de proteinas, estas se precipitaron con acido
tricloroacético (TCA) al 50% p/V esOHPara ello se colocé 1 mL de cada muestra en
tubos Eppendorf de 1,B0L y se agregaron 250 de TCA (concentracién final = 10%
p/V). Los tubos se dejaron reposar &durante 30 minutos y luego, se centrifugaron
a 1000 g durante 15 minutos, en una microcentrifuga GiumellRZ DFa 4 °C. Las
proteinas precipitadas fueron solubilizadas con 200 de NaOH 0,1 N y se
homogeneizaron mediante una agitacion breve, en un vortex. Nuevamente, se
centrifugaron las muestraa 10000 g, durante 15 minutog, 4 °C y el sobrenadante
obtenido se utilizé para determinar la concentracion de proteinas mediante el método
de Lowry(Lowry et al., 1951)Una alicuota del sobrenadante (entre-280 pL de
acuerdo a la concentracion del E9%) llevé a 40QL con NaOH 0,1 N y se agregaron 2
mL de Reactivo C (el mismo se obtiene mezclando 50 a@ON226 p/V en NaOH 0,1 N
+ 0,5 mL G$Q 0,1% p/V + 0,5 mL tartrato de Na y K 2% p/V). Se incub6 10 min a
temperatura ambiente y luego se agregarddO2IL de reactivo de Folin. Se dej6 reposar
30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y finalmente, se determiné la
absorbancia a 750 nm mediante un espectrofotomedfomadzu UM 60 A. La curva de

calibrado se realiz6 en paralejpara cada experimentautilizando como estandar
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seroalbumina bovina (BSA, concentracion inicial= 2 mg/mL en NaOH 0,1 N) entre 0,008
0,09 mgmL obteniéndose en todos los casos il 0,980.
d. Determinacion de glucosa:

La glucosa se midi6é a 505 nm utilizanatokit de glicemia enzimatico AA liquida,

proporcionado por Wiener Lab (Rosario, Argentina).
e. Determinacion de azlcares totales

H contenido de aicares totales se determind de acuerdo con el método de
Metahidroxidifenilo (MHDF) utilizando glucosa considadar (Kintner y Van Buren,
1982) Una vez obtenidas las alicuotas correspondientes a cada medio se llevaron a un
volumen de 1,95nL con HO destilada. Luego, se agregaron a cada muestra 3 mL de
H.SQ y se enfriaron inmediatamente en un bafio de hielo°@) durante 2 min. A
continuacion, se agitaron en vortex, por 30 segundos a velocidad maximay se colocaron
en agua a 100C por 5 min. Nuevamente se llevaron las muestras al bafio de hielo
durante 2 min, luego de lo cual se agregaronubQdel reactivo MBF (0,15% p/V en
NaOH 0,5% p/V). Se agitdé en vortex a velocidad maxima, durante 30 segundos y se
realizé la lectura de absorbancia a 520 nm en un espectrofoton&timadzu UNL60
A a los 5 minutos. La curva de calibrado se realiz6 en papaeocada experimento
utilizando como estandar una solucién de glucosa (concentracion inicial= 1,5 mg/mL en
agua destilada) entre 0,075,585 mgmL y obteniéndose en todos los casos i
0,970.

Para el caso de los medios derivados de alperujo tratdmicamente, el
contenido de azucares totales se determiné mediante el método de antrona como en
(VazquezGonzaélez et al., 2020). A 100 pL de muestra se le agregan 200 uL de antrona al

0,2% en EBQ, se agitd en un vortex durante 30 segundos y luegmeseabaron las
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muestras a 100C durante 5 min. A finalizar la incubacion, se leyé la absorbancia a 630
nm.
f. Determinacion de la composicion de azucares por HPLC:

La cantidad y tipo de azucares presentes en los medios se determinaron por
cromatografia liqula de alta performance (HPLC) en un equipo Waters Alliance e2695
(Waters Corp., Milford, MA, EE. Uldon una columna analitica de exclusion iénica
w S 1 S E rMomosaacharide Ca(Phenomenex, Torrance, CA, EE. Wiahtenidaa
60 °C vy utilizando un volumete inyeccion de 5 pL y un caudal de 0,6 mL / min. Las
muestras fueron filtradas con filtros de membrana Durapore de PVDF hidroéfilgya,45
(EMD Millipore). La fase mavil consistié en agua desionizada de grado HPLC. Los picos
se monitorearon mediante cambios en el indice de refraccion con un detector de indice
de refracciéon (RI) Waters 2414 (Waters Corp., Milford, MA, EE. UU.). Se utdizevas
de calibracion construidas con estandares de pureza mayor al 97% para determinar la
concentracion de glucosa?(~ 0,992), fructosa {r= 0,996), manitol &= 0,997),
estaquiosa @= 0,993) y sacarosa & 0,983). El limite de deteccion se cédca partir
de las curvas de calibracién de acuerdo con (Hadjikinova et al., 2017) y fue de 0,035
mg/mL para glucosa, 0,020 mg/mL para fructosa, 0,025 mg/mL para manitol, 0,015
mg/mL para sacarosa y 0,013 mg/mL para estaquiosa (Ghilardi et al., 2020).

g. Determinacion depigmentos carotenoides
g.1. carotenoides totales:

La cantidad de carotenmgdes totales extraidos en cada experimento, se

determind midiendo la absorbancia a 450 nm con un espectrofotonmelicnadzu UV

160 A. La curva de calibraciof=0,9985) se realizé midiendo la Absorbancia a 450 nm
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g.2. perfil de carotenoidesy carotenoides individuales:

La separacion de los carotenoides, se realiz6 mediante un HPLC Waters Alliance
e2695 analitico de fase reversa, con una columui® QVaters{ LIKSNA a2 Nb h5{ H [
nc YY PR upn YYO YFEYUGSYARIF | Hp ¢/ X dziAf AT
caudal de 1 mL/min. La fase movil consistié en un gradiente binario de acetona y agua.
La composicion inicial fue 75% de acetona, que fue aumeritadalmente a 95% de
acetona en 10 min. Se mantuvo en esta composicién durante 7 min, luego se elevo hasta
alcanzar una concentracion de acetona de 100% en 3 min, manteniéndose esta
concentracion durante 10 min. La composicion inicial se alcanz6 en F-emmatdez
Orozco et al., 2013). Los picos se monitorearon a 450 nm y los espectros, se registraron

entre 320 y 700 nm con un detector de matriz de fotodiodos Waters 2998. Ademas, se

o /1= 111/1l *100|  prepard una curva de calibracion

O2y dzy S adatotgneenNJ RS |

acetona (0,003750,03 mg/mL,

r’=0,9966) y la concentracion de

Absorbancia (mAU)

cada carotenoide se expresé

At

350 400 450 500 550 600 650 O2 Y 2 Sljdza @1 £ Sy Sa F
A (nm)

caroteno. La identificacion
tentativa, fue realizada comparando el tiempo de retencion y los espectrogisiMes
con datos de la literaturd{eber etal., 2007 Britton y Young, 1993EI % lll/1l se calculd

como la relacion entre las alturas maximas de la banda de absorcién a longitud de onda
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mas larga (lll) y la banda de absorcién media (II) tomando como linea de base, el minimo

entre los dos picof~ig.MyM.8) (RodriguezAmaya y Kimura , 2004)

1.5.Microorganismo empleado

La cepaRhodotorula mucilaginodaPSC 638ueseutilizo enla presenteTesisue
LINE L2 NODA2Y | Rl LI2NJ St LyaidRfemadtuvRéh agakailt y A OF
4 °Chasta su posterior utilizacion. La identificacion de la misma, fue realizada por el
Departamento de Micologia, del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas Dr.
Carlos G. Malbran, mediante pruebas fenotipicas, MAIAH MS (MatrpAssisted Laser
Desoption/ lonization-Time of Flight) y secuenciacién del dominio D1 / D2 del ADN

ribosémico 26s.

a. Preparacion del In6culo:

Para preparar el in6culo a sembrar en los medios derivados del alperujo, se utilizd
un medio con la siguiente composicién: 10 g/L estvade levadura, 20 g/L peptona de
soja y 20 g/L glucosa. Luego este medio fue esterilizado en el dia, en autoclave a 120 °C
durante 15 minutos.Posteriormentese sembrda levaduracon un ansg~ 1 x 1O UFC
/mL) y se incubd durante 2 dias a 30 °C,agitacion continua (150 rpm), en un agitador
orbital construido por el Laboratorio de ElectronicaelyLaboratorio deTorneria y
Metalurgiade laUAT,CONICEBahia Blanca. Luego, el medio fue centrifugado en
condiciones de esterilidad a 1372 g duranterhutos, recuperandose el pellet de
levaduras. El mismo, fue resuspendido en 5 mL de agua peptonada y esta suspension
se utilizé para inocular los medios derivados del alperujo. Con este procedimiento se

obtuvieron aproximadamente, entre-3 X 10células/mL.
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b. Determinacionde biomasa

Fig.MyM.6. A) Camara NeubaueB) Imagenes tomadas mediante microscofiwertido Zeiss Primo Sta€
Termobalanza con muestra para determinar peso seco.

b.1. Recuento de levaduras:

H ndmero de levaduras se contabiliz6 mediante cAmara NeubaueMiFd. 6
A), utilizando un microscopio Optico invertido Zeiss Primo Star Carl Zeiss, Alemania, (Fig.
MyM.6 B).

b.2. Determinacion de la biomasa:

H peso secae determinda 85°C utilizandaina termobalanza Kern DLB 18@&\
Kern, Alemania, (FilylyM.6 C).
b.3.Recuento de viables:

En los experimentos utilizando medios derivados del alperujo tratado
térmicamente, se realiz6 el recuento de levaduras viables, empleando la técnica de
recuento en placa (FiylyM.7). Para ello, se sembraron
muestras adecuadamente diluidas en placas comr aga
YGC (Extracto de levadura, Glucosa, Cloranfenicol).

Luego, se incubaron aerébicamente en oscuridad a 30

°C durante 48 h para posteriormente, contabilizar las

Fig.MyM.7. Recuento de viables . _
utilizando la técnica de recuentc colonias de levadura. Se calcularon las unidades
enplaca
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formadoras de colonias por mL (UF@iL) en furcion del tiempo y las constantes de
inactivacion (k, ), en cada medid=stadiltimas € obtuvieroncon el complemento de
Excell GinaFit, utilizando el modelo de regresioHilogal descrito pofGeeraerd et al.,

2000; Geeraerd et al., 2005)

1.6. Prueh de asimilaciéon de nutrientes en Rh. mucilaginosa LPSC 638

La prueba de asimilacion de nitrégeno se llevo a cabo, utilizando un medio minimo
con glucosa, suplementado con NagN(NH,).SQ, peptona de soja, urea o0 BSA, como
Unica fuente de nitrdgeno a una concentracion de 1 g/L s€@dinkerham,1946) Las
soluciones correspondientes de las cuatro fuented\dse distribuyeron cada una en
tubos de ensayo. Ademas, se realiz6 un control negativo consistente en 3 tubos con un
medio minimo de glucosa, sin el agregado de ninguna fuente de nitrégeego, todos
los tubos se inocularon con unasadade levadura y posteriormente, se incubaron a 30

°C en estufa de cultivo con agitacion

De manera similar, la prueba de asimilacién de carbohidratos se realiz6 utilizando

Fig.MyM 9. Desarrollo deRhodotorulamucilaginosd PSC 638btenida de los tubos del ensayo
asimilacionA) de fuentes de NitrégenoB) de azlcares que fueron hallados mediante HPLC ¢
EAsy AA.
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MgSQ 0,75 g/L, KCI 2.3 g/L y 0,25 g/L @aGuplementado con estaquiosa, rafinosa,
sacarosa, glucosa, fructosa o manitol como Unica fuente de carbono a una concentracion
de 20 g/L, segufWickerham y Buon, 1948) El control negativo consistié en 3 tubos

con medio minimo sin el agregado de ninguna fuente de carbono. Se realizé el mismo
procedimiento descripto que para el ensayo de metabolismo de nitrégeno. Es
importante destacar que se escogieron los azUcares anggionados, porque fueron

los encontrados mediante HPLC tanto en EAs como en AA.

El crecimiento de la levadura en ambos tipos de ensayos, se determino
espectrofotométricamente (espectrofotdmetro Shimadzu UM60 A midiendo la
densidad Optica a 600 nm, wa el correspondiente control negativo. Luego de la
lectura de densidad Optica, se realizaron placas con medio de cultivo peptonado y agar,
donde se sembro¢ la levadura desarrollada en cada tubo, para verificar que el desarrollo

observado fuera unicamentde Rh. mucilaginosaPSC 638 (FiglyM.9 A-B).

Asimismo, en todos los experimentos se incluy6 un tubo con medio completo para
verificar la viabilidad de la levadurgue se tomé como referencia (100 % de

crecimiento)

1.7.Produccién y extraccion de pemos carotenoides
a. Medios AAy EAs (5, 10, 20 y 30%)

Para evaluar la produccion de carotenos en los distintos medios de cultivo, se
procediécomo se describe a continuacion. Se prepararon cinco matesleEsneyer de
250 mL por experimento, en donde cada uno de ellos contenia 50 mL de medio de

cultivo. Tres de losrlenmeyers se inocularon con ~ 6 ¥ lévaduras/mL, mientras que
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los dos restantes, no se inocularon y actuaron como control. Los mediatados se

incubaron durante 5 dias, a 30 °C con agitacion orbital (150 rpm).

De cadeerlenmeyer, se tomaron muestras de 2 mL en esterilidad los dias 0, 1, 2,
3, 4 y 5. Las muestras fueron centrifugadas a 1372 g durante 20 min, separandose el
pellet de Ileadura del sobrenadante, para realizar las determinaciones

correspondientesCada condicion de cultivo se realiz6 como minimo por triplicado.

Para la extraccion de carotenoides, las células se incubaron con dimetilsulfoxido a
50 °C durante 30 min y posterinente fueron extraidas con 3 mL de acetona,
repitiéndose esta operacion hasta que los sedimentos celulares fueran incoloros. El
sobrenadante se separd por centrifugacién a 1372 g durante 15 min y los extractos de
acetona fueron combinados segun el medie donde se extrajeron. El solvente se
evaporo bajo flujo continuo de2ly luego, los carotenoides se resuspendieron enL3 m
de acetona segufColet et al., 2015)para su determinacion espectrofotométrica. Una
alicuota de esta solucién fue centrifugada @0Q0 g en microcentrifuga durante 15
minutos y utilizada para la determinacion de los caroides individuales mediante

HPLC.

b. Medios desfenolizados vs. sin desfenolizar: AAy EAs (10% Y. 30%)

Se prepararon cinco matracedenmeyer de 125 mL por experinmin en dénde
tres de ellos contenian 20 mL de medio de cultivo desfenolizado mientras que los dos
restantes, contenian 20 ode medio de cultivo con la cantidad normal de compuestos
fendlicos. El pH de los medios se ajustd,5acbiando fue necesario. Losedios fueron
inoculados con ~ 6 x 1@vaduras/mL. Los cultivos se incubaron durante 4 dias, a 30 °C,

con agitacion orbital (150 rpm). Asimismo, se tomaron muestras de 1 mL los dias 0, 1, 2,
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3y 4, las cuales se centrifugaron a 1372 g durante 20 miar&egose la biomasa del
sobrenadante. Este se filtr6 y almacené 20 °C hasta su posterior utilizacidbada

condicion de cultivo se realiz6 como minimo por triplicado.

El sedimento de levaduras fue liofilizade48°C durante 48 horas para realizar la
extraccion de caroterides. Estos pigmentos, se extrajeron mediante un molino de bolas
de laboratorio, fabricadpor elLaboratorio de Electrénica y Torneaddetalurgia UAT,
Conicet Bahia Blanca. En primer lugar, se pesaron muestras de biomasa presiament
liofilizadas (~ 20 mg) en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se afiadieron tres bolas de acero
inoxidable de 5 mm ddidmetro. Se realizaron tres ciclos de molienda consecutivos, a
25 Hz y 60 segundos de duracién cada uno. Finalmente, se agregaron 500 ploie acet
y se llevo a cabo un ciclo de molienda final. Luego, los tubos se dejaron reposar durante
30 minutos en oscuridad y se centrifugaron a 10000 g durante 5 minutos, a 4 °C. El
sobrenadante que contenia los carotenoides, se separ6 y colocé en Epesdaf
limpios. Nuevamente se centrifug6 a 10000 g y finalmente una alicuota de la suspension
de carotenos, se transfirié a un vial de HPLC para su analisis inmediato. Otra alicuota fue
llevada a 3 mL de acetona y traspasada a una cubeta de cuarzo, parasmedir
absorbancia a 450 nen un espectrofotometro. Todas las muestras se extrajeron por

duplicado.

Es necesario sefialar que, en todos los casos, tanto la extraccion como la lectura
espectrofotométrica se realizé bajo luz tenue para evitar la isomerizacion y

fotodegradacién de los carotenoid@sernandezOrozco et al., 2013)
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1.8.Efecto del Imidazol bee la produccién de carotenoides

Para evaluar el efecto del imidazol sobre la produccién de carotenoides, se trabajo
con el EA 30%. Se escogid esta concentracion ya que con ella se obtiene una relacion g
de carotenos/g de levadura mayor que con las demdncentracione§Ghilardi et al.,

2020)

Se disef un ensayo en el que vari@ concentracion de imidazol de manera
creciente: 250 ppm, 500 ppm y 1000 ppimppezNieto et al., 2004Hernandez Almanza
et al., 2014)Cada experimento se realizo por tigaldo, colocando 50 mL de EA 30% en
cinco erlenmeyers de 250 mL e inoculando con ~ 6°{elM@aduras/mL. Tres de los
erlenmeyers de cada tratamiento contenian imidazol en las concentraciones indicadas,
mientras que los otros dos representaron las muestrastrol. Cadaensayo tuvo una
duracion de tres dias y se tomaron muestras en dénde se midié pH y glucosa. Asimismo,
se realiz6 el recuento celular mediante cAmara Neubauer, se determiné el peso seco a
85 °C y se liofiliz6 la biomasa. La extraccion, cuantificacion grasgpn de los
carotenoides producidos, se realizd siguiendo los mismos métodos y con el mismo
equipamiento descripto anteriormente (ver seesl.7 b y 1.4, g2 Cada condicion de

cultivo se realizé por triplicado.

1.9. Fitotoxicidad

La fitotoxicidad ddos EAs y AA, fue evaluada mediante el céalculo de diferentes

indices de germinacién comgerminacion total GT %Hoekstra 2002)Velocidad de
germinacion (n° semillas/dia)GénzaleZertuche y Orozc&egovia,1996) y de
crecimiento relativo de radiculd%), (Hoekstra 2002) Los cuales, se definen a

continuacion, con sus respectivas formulas:
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Para los ensayos de germinacion, se emplearon placas de Petri de vidrio de 100
mm de diametro, con papel de filtro Whatmar? M (Fig.MyM.10 A-O. El papel fue
humedecido con 5 mL del medio correspondiente (AA o EAs;Daléstilada como
control. Previo al ensayo, las placas con el medio se esterilizaron mediante autoclave a

120°C durante 15 min.

Fig. MyM.10. A) Semillas dd_actuca sativgprelavadasB) Semillas ubicadas en la caja de Pél)
Semillas germinadas luego @edias de incubacién. A la izq., semillas germinadas en medio de
de alperujo y a la der., semillas germinadas de la placa control.

Los medios fueron evaluados antes y después del desarroRhdmucilaginosa
LPS®38. Se sembraron en cada placa 20 semillakat#uca sativa ly. se mantuvieron

durante 72 h bajo condiciones de oscuridad a 20_&Ctuca sativa Les ampliamente
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utilizada para este tipo de ensayos, debido a su alta sensibilidad a compuestos
fitotoxicos (SanchezSanchez, 2015Ademas, presenta una rapida germinacion y un
tamafio de semilla que facilita su manipulac{®fartin et al., 2002)En todos los casos,

los ensays se realizaron pdriplicado, incluyendoen cada uno de elfel contol con

H,O destiada

Y ’<><,<

Fig.MyM.11. Medicién de radicula en embri¢
luego de 6 dias de germinacion.

Cada dia se contabilizé el nimero de semillas germinadas y se determind su
germinacion por observacion con lupa, considerando que una semilla germina cuando
la raiz emerge de la cubierta seminal y presenta una longitud mayor a(Dn8alvatore
et al., 2@8; Ranal y GarcideSantana, 2006; Francakova et al., 20B2)emas, en el
altimo dia del ensay(i=6 dias), se midierdas longitudes de las radiculas de las semillas

germinadas (FigMyM.11).

Para el andlisis de fitotoxicidad de AA y EAs con la ctac&n normal de
compuestos fenalicos, utilizamos el disefio experimental mostrado en la Fig.1yM
Los medios derivados del alperujo fueron utilizados antasidl) y despuésKinal) del

desarrollo deRh. mucilaginos&PSC 638. El unico procedimiento realizado sobre los
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medios fue una centrifugacion para remover la levadura. Por otra parte, el pH del medio

no fue ajustado

Inicial Final

Desarrollo Rh. .
|' | mucilaginosa LPSC 638 | "

| |
U
Centrifugacion

3
3

(..'-

v S

Fig. MyM12. Disefio experimental utilizadpara evaluar la fitotoxicidad de medic
derivados del Alperujo coroacentracion normal de compuestos fendlicos.

1.10.Desarrollo y produccién de carotenoides por tres especies del género
Rhodotorula, empleando como sustrato la fraccién liquida del alperujo (L)
tratada hidrotermalmente.

a. Especies del génerRhodotorula:

Las especies empleadas fuer&h. mucilaginosaPSC 63&h. glutinisy52 yRh.
graminis Y54.Rh. glutinisY52 yRh. graminisY54, se aislaron de fermentaciones de
aceitunas de mes@ArroyoLépez et al., 2008) pertenecen a la Coleccion Microbiana
de Oliva de Mesa, del Instituto de la Grasa (CSIC, Sevilla, Espafia). Las 3 especies fueron

mantenidas en medio YM, hasta su posterior utilizacion.

b. Muestras de alperujo:
Se utiliz6 una mezcla de alperujo compuesta pes variedades de aceituna
diferentes: picual, hojiblanca y arbequina, proporcionado por Oleicola El Tejar Nuestra

Sefiora de Araceli S.C en 2018 (Cérdoba, Espafia).
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c. Medios de cultivo:

El alperujo obtenido de la empresa Oleicola El Tejar Nuestra Sefidrackli S.C,
fue tratado hidrotermalmente en un prototipo de reactor de 100 L de capacidad,
disefiado por investigadores del Instituto de la Grasa (CSI), ubicado en Sevilla, Espafia
(LamaMunioz et al., 2011) El tratamiento consiste en el calentamientcedto (vapor)
e indirecto, a 180C durante 60 min y a una presion de-Q,MPa. El material obtenido
se centrifugd a 4.700 x g (Comteifa, SL, Barcelsafia) para separar las fases soélidas
(S) y liquidas resultantes (La fase liquida (L) se utlizomo medio de cultivo, antes y
después de someterla a una (L1) o dos pasadas (L2) a través de un sistema
cromatografico patentado, disefiado para extraer compuestos fendlEesnandez
Bolafos et al., 2002J odos los medios se esterilizaron en autocka20°C durante 15

min antes de su uso.

d. Produccién de carotenos:

Para evaluar la produccion de carotenos en L, L1 y L2, se utilizaron matraces
Erlenmeyer de 250 mL, conteniendo cada uno, 50 mL del medio correspondiente. Los
matraces se inocularon conl~x 16 UFC / ml ddRh. glutinisy54,Rh. gramini’'52 oRh.
mucilaginosaLPSC 638. Se emplearon 3 Erlenmeyer por cepa, por experimento. Los
cultivos se incubaron durante 3 dias a 30 °C con agitacién orbital (150 rpm). Cada
condicion de cultivo se realizo por triplicado. La biomasa final fue liofilizada y una masa
de ~20 mg, tie extraida con un molino a bolas (Retsch MM 220% separar y analizar
los carotenoidesitilizando un procedimiento similar al descripto es &ecciones 1.7 b

y 14,92
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1.11.Desarrollo de Rh. mucilaginosa LPSC 638 sobre alperujo y bagazo de
cebada

Elbagazo de cebada se obtuvo a partir de la elaboracion de cervezas realizadas
por la catedra del Laboratorio de Procesamiento de Alimentos, (Dpto. de Ingenieria
Quimica UNS), donde se emplearon maltas de la variedad Pilsen y Viena. La humedad
de este subpducto fue de 60,#%0,35%. Posteriormente, fue almacenaal&0 °Cpara
Su correcta preservacion. El alperujo utilizado fue de la variedad Arbequina (campafia
2019). Como sustrato de cultivo se evaluaron bagazo de cebada, alperujo y una mezcla

de alperujo+ bagazo (50/50 p/p). Cada condicion se realizd por duplicado.

Se emplearon 9 bandejas de aluminio descartables de 750 mL, conteniendo
aproximadamente 60 g de cada sustrato (balanzatlerePC 180) homogeneizado
manualmente. Sobre el sustrato sélido, se dispusieron lienzos de 12 x 9,6 cm en cada

una de las bandejas (FigyM.13 A-C). Previamente, estagneros fueron lavados con

detergente y enjuagados ca@bundanteagua corriente

Fig. MyM.13. A) Bandeja de aluminio comezcla: alperujo + bagazB) Bandeja corbagazo de cebada
Sustratocon lienzo en su superficie donde se inocul6 la levaddyBstufa de cultivo con bandejas ya inocula
E)Bandeja con desarrollo notable &h. mucilaginosaPSC 638obre su superficie.
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Enun ensayo preliminar se probaron tres tipos de género, con la finalidad de
evaluarcudl de ellos era el mas adecuado para permitir el crecimiento y recuperacion
de las levadurad.as telas que se utilizaron fueron: friselina de 80 g, friselina de 40 gy
modal. La friselina es una tela no tejida, de polipropileno. Es fina, maleable y
biodegradable, pero a la veesistente. Ladiferencia entre los dos tipos de friselina
usadas, es su densidad. A su vez, el modal es unaafiifieial de celulosa regenerada

gue es muy resistente y absorbente.

Las bandejas preparadas con sustrato y tela, se cubrieron en su parte superior con
papel de aluminio y se llevaron a esterilizar en autoclave a 120 °C, durante 15 minutos.
El irbculo se prepar6é como se describié peewviente, pero en este caso el pellst
resuspendié en 50 mL de agua peptonada estédi. esta suspension se sembraron 5
mL ¢ 3 x 16 levaduras/mL) en cada bandeja y se incubaron en estufa de cultivé@ 30

durante 7 dias (FijdyM.13 D-E).

Al finaliar la incubacion, se retir6 la tela con una pinza y se colocé el género en un
vaso de precipitados de 250 mL, con 100 mL de agua destilada, sobre una placa con
agitacion magnética (FBR Decalab) a 1500 rpm, durante 15 minMgl14 A).
Posteriormente, eliquido de lavado conteniendo las levaduras, se retird de a 50 mL y
se trasvaso a un tubo Falcon, el cual se centrifug6 a 1372 g durante 15 min (Presvac DSC
16 RV). Luego, se aparto el sobrenadante libre de levaduras, el cual se utilizé para hacer
un nue\ lavado de la tela. Finalmente, después de la ultima centrifugacion se descart6
el sobrenadante, y el pellet de levaduras se utilizé para realizar el recuento y la

extraccion de carotenos (FiglyM.14 B).
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Fig. MyM.14. A) Lavado de tela con levaduraB) Pellet obtenido luego de
centrifugacién del liquidde los lavados

Para realizar el recuento celular se resuspendié cada pellet en 8endgua
peptonaday se tomd una anzada desta suspensiofb uL) que se colocd en un tubo
Eppendorf y sdiluyé convenientemente. El recuento se realiz6 en camara Neubauer,
como se indic6 con anterioridad. Con respecto a la extraccion, cuantificacion y
separacidon de carotenoides producidos, se utilizaron los mismos métodos y

eguipamiento descriptos con anferidad {er secciérl.7 by 1.4, g@

1.12.Analisis Estadistico

Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de comparaciones

multiplespost hoae Tukey. Para ello, se utiliz6 el software GraphPad Prism version 7.00
para Windows (GraphPad Software, La Jolla, California, EE.UU., www.graphpad.com). Se

establecié un umbral de p = 0,05 como nivel de significancia para comparar medias.

Finalmente, a mdo de conclusién, en la TalyM.1, se resumen los medios de
cultivo derivados del alperujo y las cepas de levaduras del gérleodotorula que

fueron utilizados en los diferentes ensayos que componen esta Tesis.
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Cepa deRhodotorula Capitulo

Medio Descripcién
spp.
' L 1,2
Agua de fFrz:ioagzOZ?ag? a(l)p:erulo Rh. mucilaginosaPSC Cap 4’ y
Alperujo (AA) 0 sepafada p 638
centrifugacion.
Alperuijo liofilizado, Cap.l,2y
Extracto rehidratado a distintas ~ Rh. mucilaginosaPSC 4
Acuoso de . .
. concentraciones, filtrado 638
Alperujo (EA) .
y centrifugado.
AA Agua de.alperUJo Rh. mucilaginosaPSC Capl, 4y
. desfenolizada con acetat 5
Desfenolizado . 638
de etilo.
EA Extracto acuoso Rh. mucilaginosaPSC Capl, 4y
. desfenolizado con acetat 5
Desfenolizado . 638
de etilo.
Fase I!qwda obtenida del Rh. mucilaginosaPSC Cap5
alperujo tratado 638
L :;dr;’:zggalgeme Rh. glutinis Y54
P . p.' Rh. graminis Y52
centrifugacion.
Fase liquida desfenolizac Rh. mucilaginosaPSC Cap5
L1 mediante un paso a 638
través de una columna  Rh. glutinis Y54
cromatografica Rh. graminis Y52
Fase liquida desfenolizac Rh. mucilaginosaPSC Cap5
Lo mediante dos pasosa 638
través de columna Rh. glutinis Y54
cromatografica. Rh. graminis Y52
Mezcla deAlperujo fresco Cap. 3

Rh. mucilaginosaPSC

Alp + BSG solidoy grano de cerveza 638

agotado

Tabla MyM.1. Medios de cultivo y cepas de levaduras del génRimdotorula
utilizadas en los ensayos que componen esta Tesis.
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Capitulo 1: Caracterizacion de medios
de cultivo derivados del Alperujo
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1.1. Introduccién

Se entiende por aceite de oliva, al obtenido de los frutoOdlea europaed..
Asimismo, se denominan aceites de oliva virgenes, a aquellos extraidos exclusivamente
por procedimientos mecanicos y técnicos adecuados; que sean purificados Unicamente
por lavado, sedimentacion, filtracion o centrifugaci@odigo Alimentario Argentin
1969) Actualmente, la extraccion del aceite de oliva, se realiza mediante procesos
continuos de centrifugaciéiermeche et al., 20)3que pueden sededos o tres fases,
obteniéndose, ademas del aceite, diferentes residuos de acuerdo al sistema de

produccion utilizadqRoca et al., 2017; Lesalyeeessen et al., 2001Jig.1.1).

. fan
Agua caliente ‘ ¢ N P ¢
r Centrifugacion en tres fases —l l— Centrifugacion en dos fases —l
Fas;- s?::lda Fase acuosa Fase solida
i Alpechin Fase oleosa Alperujo

Aceite de oliva virgen

Fig.1.1. Esquema del proceso de obtencion del aceite de ofistemasle tres fases y dos fasgfRocaet al.
2017)

El sistema de centrifugacién de dos fases, genera un unico residuo semisélido
KgYSR23> RSy 2 YA yLhnRiuidy @tl-af, RIA NEr@eriee @t al., 2013)
Este residuo, esta constituido por el agua de vegetacion, la pulpa y carozos de las
aceitunagRodriguezt al., 2018; Aguirre et al., 201@spafa fue el primer pais donde
se utilizé el sistema de dos fases y desde alli esta tecnologia se instalé en todo el mundo

(Borja et al., 2006)

La industria olivicola argentina ha adoptado el sistema tla@&ion de dos fases,
el cual genera aproximadamente 80 toneladas de alperujo por cada 100 toneladas de

aceitunas procesadg$oberon et al., 20)9lo que equivale a 213000 ton de alperujo
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por afio (Monetta e Ibafiez, 2014)Particularmente en la region del sudoeste de la
provincia de Buenos Aires (SOB), se producen aproximadar@@@@ton de alperujo

por afio(Moisés et al., 2018)

El alperujo como residuo, posee una composicion variable que depende de
factores tales como, la region de agig la variedad del olivar, las condiciones climaticas,
el tiempo de cosecha y el procesamiento de las oljddlsuche et al., 2004; Artajo et
al., 2007; UsaqueAlvarado,20080Quzounidou et al., 201&oberon et al., 20190C

2021)

Este residuo es s&isélido, presenta un alto contenido de agua (655 %), un
pH ligeramente acido (4;%6), una baja actividad de ag(aw)y elevada concentracién
de minerales como K, Ca y [laurent y Sufier, 2015; Ntougias et al., 2013; Dermeche
et al., 2013; Ouzoudou et al., 2010tJsaquerAlvarado, 2008 El 90 % de su peso seco
es materia organica, compuesta principalmente por lignina (46 %), hemicelulosa (38 %)
y celulosa (21 %), ademas de acidos grasos y carbohidpatpsrre et al., 2010;
Ntougias et al.2013) Dentro de los carbohidratos identificados se encuentran: glucosa,
manitol, fructosa, manosa y sacardsdécNamara et al., 2008)saquerAlvarado, 2008)
Por otro lado, el alperujo presenta alta capacidad buffer, un sistema redox complejo
(conductivicad: 6006016000 puS)YOuzounidou et al., 201@) una concentracién alta de
compuestos fendlicogLamaMufioz et al.,, 2019UsaquerAlvarado,2008; Borja et
al.,2006) siendo los mas abundantes los acidos fendlicos, secoiridoides y flavonoides,
(Celik et al., @20; Mussio et al., 204 Dermeche et al., 2013uarez et al., 2010; Borja

et al., 2006 0bied et al., 2005; Romero et al., 2002; Ledsdigessen et al., 2001
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Ciertos compuestos fendlicoxomo: flavonoides, lignanos, acidos fendlicos y
estilbenos,a los que se le suman Ipsesentes en el alperuj¢hidroxitirosol, tirosol y
oleuropeina)presentan unamportante actividadantioxidante(Fernandez rior et al.,

2020; Dauber et al., 2022; Colla@Gwmnzalez, 20%1FernandezBolafios et al., 2004,
Bendiniet al., 2007 Visioli et al., 2002 Estos compuesto®n la naturaleza protegen a
las plantas y semillas de enfermedades y del dafio generado por la luz ultravioleta

(Suarez et al., 201QolladeGonzalez, 2011; Takac y Karacaya, 2009)

Por otra parte, su incorporacion en la dieta protege al organismo contra agentes
oxidantes (especies reactivas del oxigeno y radicales libres), que estan involucrados en
la etiologia de enfermedades como ciertos tipos de cancer y la aterosclerosis
(Bucciatini et al., 2021]0G 2021; Petrella et al., 2021; Mehmood et al., 20205u
vez, previenen la disfuncion endotelial al disminuir la expresion de moléculas de
adhesién celular, aumentando la produccion de 6xido nitrico y removiendo radicales
libres intacelulares del endotelio vascul@Bendini et al., 2007)rambién inhiben la
agregacion plaquetarigBendini et al., 2007 ; Visioli et al.,2002)el crecimiento
bacteriano y la oxidacion de LDL (lipoproteinas de baja densidésipli et al., 2002)
Presentan accion hipotensora y permiten el aumento de la capacidad antioxidante del

plasma sanguineVisioli et al., 2002)

Ademas se estan utilizando en la industria alimentaria compuestos fendlicos
provenientes de desechos de la industria olivicolmapprolongar la vida util de
productos de panaderiéGalanakis et al., 2018En efecto, estos compuestos pueden
tolerar mejor las temperaturas de horneado, en comparacion a otros antioxidantes

naturales y, por otra parte, son buenos agentes antimicrafisazontraStaphylococcus
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aureus, Bacillus subtilis, Escherichia g&tseudomonas aureagino$&alanakis et al.,
2018) Asimismo, protegen a los nutrientele los alimentosiel deterioro oxidativo y
son capaces de formar quelatos e inhibir la accion de metalesxdantes eouifoudi

et al., 2014)

Debido a todas las propiedades mencionadas, es que se sugiere el uso potencial
de los compuestos fendlicos del alperujo y alpechines, como aditivos para las industrias
alimentaria, cosmética y farmacéuti¢8uarez et al., 2010; Usaquéivarado, 2008;
Agurre et al.,, 2010) En la actualidad, se estan desarrollando nuevos métodos de
extraccion de estos compuestos aromaticos desde alperujo y alpedaeber et al.,

2022; FernandePrior et al., 2020; Rodriguez et al., 2018; Fernatdafos et al.,

2008;LamaMuriioz et al., 201p

Dado que los compuestos fendlicos presentes en las aceitunas poseen coeficientes
de particién aceite/agua bajd®©bied et al., 2005)k0lo una pequefia fraccién entra en
la fase oleosa penaneciendo en su mayoria (>%3en los reiduos olivicolaéSoberon
et al., 2019Celik et al., 2020; Mussio et al., 20T4kac y Karacaya, 2009tajo et al.,
2007; McNamara et al., 2008)En consecuencia, el alperujo y el alpechin son
considerados fuentes de antioxidantes naturales con gi@enzial y creciente interés
bioeconomico(Celik et al., 2020; Soberon et al., 2019; Leouifoudi et al., 2014; Lesage

Meessen et al., 200T;aka¢ y Karacaya 2009).

Con el fin de recuperar estos compuestos, se han propuesto diferentes métodos
tanto individuales como combinadog¢Taka¢ y Karacaya, 200§ue comprenden
procedimientos de extraccion (fluidos supercriticos y solventes), separacion por

membranas, centrifugacion o técnicas cromatografi€sied et al., 20055ayadi et al.,
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2000; Alloucheet al., 2004; Soberon et al., 2019; Takac y Karacaya, 2&0;et al.,
2020; De Marco et al., 200zeouifoudi et al., 2014;esageMeessen et al., 200Mussio

et al., 20%; Andreozzi et al., 2008; Romero et al., 200&nandeBolafios et al., 2002)

Con respecto a los procedimientos de extraccion, se han utilizado una amplia gama
de solventesincluyendo acetato de etilo y mezclas de agua/metanol o agua/etanol
(Obied et al., 2005; Soberon et al., 208Aussio et al., 2014Allouche et al., 2004; Cll
et al., 2020; De Marco et al., 2008l acetato de etilo se utiliza con frecuencia para
extraer compuestos fenélicos de matrices acuosas tales como el alpechin y extractos de
alperujo(Obied et al., 2009)e Marco et al., 200Borja et al., 2006Takagy Karakaya,

2009; Soberon et al.,, 201%ussio et al., 2014) Asimismo, el uso de solventes
organicos, como el acetato de etilo y etanol, representan una opcion mas econdémica
con respecto a las demas técnicas de extraccion menciong@esaMufioz et al.,

2019)

En nuestro pais, la generacién del alperujo es significativa, debido a que Argentina
es el principal productor y exportador de aceite de oliva de América del sur y ocupa el
décimo puesto, a nivel mundi@Rodriguezt al., 2018;Monetta Y |bafiez2014;10G
2012) Los compuestos fendlicos pueden permanecer en el ambiente durante un tiempo
prolongado, debido a su estabilidad y capacidad de bioacumuladarbdui et al.,
2012) Junto con las sales, se los relaciona a los efectos fitotoxicos y antimicrobianos que
genera el alperujo aplicado sin tratamiento previo, en grandes cantidades y durante
tiempos prolongados sobre el sudlalburquerque et al., 2004ltougias et al., 2013
Federici et al., 2011; Fangueiro et al., 2014; Sanflagrhéz et al., 20203demas, a los

compuestos fendlicos de alto peso molecular, se los considera responsables del color
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marron oscuro caracteristico del alperujo y del agua que se extrae del r{ikmassi et
al., 2014; Sayadi et al., 2000)odo esto obliga a repensar mecanismos que permitan
optimizar el manejo de este residuo, de manera de valorar su aptitud de uso (Aguirre et

al., 2010).

Entre los tratamientos para remediar el alperujo, seusmtra su utilizacion como
sustrato de bajo costo para el crecimiento de microorganis(Basroni et al., 207,
Morillo et al., 2009; Aguirre et al., 2010saquerAlvarado, 200BMcNamara et al.,
2008) Esta estrategia, por un lado, brinda la posibilidadgenerar productos de alto
valor agregaddpigmentos carotenoides, biopolimeros, surfactantes, enzmaspor
otro lado, permite reducir el impacto negativo que genera en el ambiente la aplicaciéon
directa y en grandes cantidades de este tipo de dese@@Rrazari, 2020; Hussein et al.,
2018; Aguirre et al., 2010; Marova et al., 20D&voli et al., 2004Buzzini y Martini,
1999) En el caso de la obtencién de pigmentos carotenoides utilizando levaduras, una
de las ventajas que brindan estos microorgamsmes que pueden utilizar fuentes
simples de C y N, siendo aptos para desarrollarse sobre sustratos econémicos, como el
alperujo(PereiraCipolatti et al., 2019)Como primer paso para evaluar posibles usos de
medios derivados de alperujes necesaria una caracterizacion apuntando a los factores

gue determinan el crecimiento de estos microorganismos.
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Objetivo General

Preparar y caracterizar extractos acuosos de alperujo (EAs) y agua de alpergon(AA)
distintas concentraciones de lf@noles, para utilizarlos como medios de cultivo de la

levadura productora de carotenoideRhodotorula mucilaginodaPSC 638

Obijetivos especificos

1 Determinar en los extractos acuosos (EAS) y el agua de alperujo (AA) parametros
fisicoquimicos importantes para el crecimiento Ba. mucilaginos& PSC 638
como: pH, compuestos fendlicos totales, glucosa, azucares totales y proteinas.

1 Identificar y cuantitar mediante HPLC los azlcares presentes en los EAs y AA.

1 Evaluar la capacidad d&h. mucilaginos&PSC 63para utilizar los nutrientes

presentes en los medios derivados del alperujo.
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1.2 Resultados y Discusion
1.2.1 Medios sin desfenolizgEAs y AA)

El alperujo previamente liofilizado fue desaceitado mediante extraccion soélido

liquido (ver Materiales y Métodos, seccidn?2 Muestras de alperujo), para luego
preparar los Extractos acuosos §EAn el caso del agua de alperujo (AA), el adad
separadocon hexano mediante extraccion liquitlquido (ver Materiales y Métodos,
seccionl.3 Preparacion de medios de cultivo). La cantidad de aceite residual que se
obtuvo a partir del alperujo, fue de 14,7 g /100 g de alperujo (b.s) coincidien@|
trabajo deMussio et al., (2014)3onde reporta un contenido de aceite de 14,3 g /100 g

de alperujo (b.s.) en alperujos de la variedad arbequina, la misma que se utilizo en este

trabajo.

El valor de aceite obtenido, también se encuentra dentrordejo reportado en
la bibliografia, para alperujos obtenidos en Espafiaq2,8,5 g/100 g de alperujo b.s.)

(Alburquerque et al., 2004).

En paises con gran tradicion olivicola, como Espafiapssvecha k& aceite
remanente del alperujgMoli de la Vall 2000) Por lo tanto, este subproducto es
sometido a una segunda extraccién mediante la aplicacién de calor y solventes como el
hexano(UsaqueprAlvarado, 2008; Moli de la Vall , 200B¥ta operacion se realiza en las
extractoras u orujeras, que usualmengstan ubicadas en un lugar distinto al de la
almazargUsaquepAlvarado, 2008)No obstante, este aceite para ser comestible debe
refinarse(Moli de la Vall, 20Q0Los productos resultantes deste proceso son, por un
lado, un aceite de menor calidad, peapto para consumo humano y, por otro lado, un
alperujo mas seco (1013% de humedad) y extractado, denominado oruijillo (Usaguen

Alvarado, 2008)Este ultimo subproducto, se lo reutilizarmo biomasa en las almazaras
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para la generacion de energia elécary térmica, mediante combustigMoli de la Vall,
2000; Usaqueilvarado, 2008) debido a que presenta un poder calorifico de,

aproximadamente, 400 kcal/K§yysaquerAlvarado, 2008)

Como se observa en la Fig2, tanto el AA como los EAs analizados, son
ligeramente acidos (pH entre 5,15,39), coincidiendo con la bibliograti@burquerque
et al., 2004; Ouzounidouet al., 2010; Ntougias et al., 2013; B8assi et al., 2006
Soberon et al., 2019No se hallaron diferencias significativas entre los valores de pH de

los diferentes EAs estudiados.

pH

5 10 20 30

Concentracion EA (g/100 mL)

Fig. 1.2 Valores de pH hallados en Extractos acuosos (EAs) deujalpen sus diferente
concentraciones gn Agua de alperujo (AA)etras minasculaigualesindicanque no hay diferenci:
significativagentre lasmedias(Test Tukey, ¥0,05).

Los valores bajos de pH junto con el estrés osmaético causado por la presencia de
sales, pueden influir en la toxicidad que exhiben los desechos olsjicefsercutiendo
sobre la germinacion de semillas y el crecimiento inicial de las plaiNtiasgias et al.,

2013;BenSassi et al., 2006)

Por otro lado, un rango de pH entre 5 a 6, es 6ptimo para el crecimiento y la
produccion de carotenoides, en leuads del génerdrhodotorula(Aksu y Eren, 2007,
Schneider et al., 2013por el contrario, un aumento por encima de 7 (pH9B8como

asi también, una disminucion por debajo de 5 (pH4)3da como resultado un descenso
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marcado en la tasa de produccide carotenoides y en el crecimiento de la levadura
(Cheng y Yang, 2018ksu y Eren, 2007Por consiguiente, los pH hallados en los EAs y
AA, estan dentro del rango Optimo tanto para el crecimiento, como para la produccién
de pigmentos carotenoides de estgénero de levaduras, y por lo tanto, no seria

necesario ajustarlo.

En cuanto a los compuestos fendlicos totales hallados, como se muestra en la Fig.
1.2, la concentracion mas elevada se reporté en AA 'y en el EA 30 %. Los valores para
ambos medios fuenw: 2,73 £ 0,09 g/L y 2,93 £ 0,16 g/L, respectivamente. Dado que el
alperujo tiene un contenido de agua de aproximadamente 65% se espera que el AA, que

es su fraccion liquida, sea similar en composicion quimica al EA 30 %.

Con respecto a los demas EAs, la concentracion de compuestos fendlicos se
incrementa conforme aumenta la de los EAs (Eig). De esta manera, el EA 5 %
presenta la menor concentracion de estos compuestos aromaticos, mientras que el EA
de 30 %, presentalmayor concentracion. Los valores hallados para EA 30 % y AA, se
encuentran por debajo de lo reportado para alpechines obtenidos mediante el sistema

trifasico BenSassi et al., 2008)

I'E

d
T
L

Compuestos fenodlicos

20 30

=[]

Concentracion EA (g/100 mL)

AA

Fig.1.3. Concentracion de copuestos fendlicos (g/L) en AA y Bles étras minUsculadistintas
indicanque existendiferencias significativaantre mediagTest Tukey, 30,05).
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En el alperujo de la variedad Arbequina cultivada en el SOB, la oleuropeina y el
ligustrésido son los secoiridoides preponderan@sissio et al., 202). Ademas, etas
corrientes sélidas de este varietal se halla un mayor contenido de hidroxitirosol,
luteolina, luteolina7-glucosido y rutina, en comparacién a las corrientes solidas de la
variedad Frantoio(Mussioet al, 2014) Es importante recordar que las variedades
Arbequina y Frantoio, son dos de los varietales que se cultivan con mayor frecuencia en

el SORCeci et al., 2019; IOC, 2011)

Como se menciond anteriormente, las clases mas importantes de compuestos
fendlicos enEAs dealperujo de la variedad Arbequinancluyen acidos y alcoholes
fendlicos, secoiridoides y flavonoid@dussio et al., 204). El hidroxitirosol y el tirosol
son los alcoholes fendlicos mas abundantes, mientras que la oleuropeina y el
ligustrésido son los secoiridoides predominan{®4ussio et al., 204; Mussio et al.,
2017). Otro grupo presente, lo constituyen los flavonoideseQlina, rutina y apigenina)

y sus glucosidos (luteolingO-glucosido y apigenin@dO-glucosido)(Mussio et al,

2014).

Por otro lado, el contenido de compuestos fendlicos en el alperujo puede ser
afectado también por las condiciones de extracciénaimite como, por ejemplo: el
sistema de procesamiento, la temperatura y la duracion de la etapa de batido, asi como
por la variedad de aceituna que se procesa y el afio de cosgoharpn et al., 2019;

Artajo et al., 2007)

Varios autores aislaron dde @ alperujo diversos microorganismosomo
levaduras, hongos y bacteri@delo et al., 2021; Borroni et al., 2017; Castro et al., 2015;

Daéssi et al., 2014; McNamara et al., 2008)
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En cuanto a las levaduras, algunos autores cbitongias et al., (20)3 Santos
y Linardj (2001)documentan su capacidad de reducir compuestos fendlicos en especial,
de especies de los géner@andidaPichiay Rhodotorula Algunas de estas levaduras
A&t RFA RS&RS SadS 4&dzo LilBoRdzy pekdkasdia Sy G | NP
podrian contribuir a la degdacion de compuestos fendlicRomaSanchez et al.,

2010 Ntougias et al., 2013)

Por otra parte,Goncalves et al.(2009) demuestran que algunas cepas de
levaduras lipoliticas comBandida rugos@PYCC 3238 y CBS 22Tanhdida cylindracea
(CBS 7869) Yarrowia lipolytica(W29) pueden crecer en un medio adicionado con
compuestos fendlicos comunmente encontrados en residuos olivicolas (catecol,
hidroxitirosol, acido cafeico, tirosol y oleuropeinai), concentraciones de hasta 1 g/L.

En todos estos casos, se obtuvo una menor cantidad de biomasa final (comparada con
el medio control) y en particulacon &cido cafeico y catecol, se produjo una significativa

disminucioén del crecimiento.

Sin embargo, &udios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio, no
encontraron acido cafeico ni catecol entre los biofenoles extraidos del alp@ugsio
et al, 2014; Mussiet al, 2017). En el caso del 4cido cafeico, solo se lo hall6 en el aceite
analizado ylas concentraciones encontradas de hidroxitirosol, tirosol y oleuropeina
fueron: 2,222 + 26, 163 + 16 y 404 + 88 mg/Kg de alperujo (b.s.), respectivamente
(Mussio et al.,, 2014)Estimando la preparacion de un EA al 30 % esto daria
concentraciones de 0,79),04 y 0,12 g/L. Estos valores se hallan por debajo de lo

reportado como inhibitorio par&andida sppy Yarrowia spp(Gongalves et al., 20Q9)
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Por otro lado,Santos, (20019locumenta que levaduras del geneRihodotorula
spp., presentan la capacidad deegradar fenol hasta 0,7 g/L. Sin embargo, este
compuesto presenta un efecto inhibidor en levaduras de este género, cuando en el
medio de cultivo existen concentraciones superiores a 1 g/L, lo que resulta en una
reduccion de las tasas de crecimierf®ante y Linardi, 2001De esta manera, la tasa
de degradacion de lasompuestos fenolicog su efecto inhibidor, depende de la especie
de levadura, el tiempo de incubacién y de las concentraciones iniciales de estos

compuestos que contenga el medio de cultf@antos y Linardi, 20Q1)

El alperujo presenta, ademas, una gran concentracion tanto de azlcares simples,
como complejogDaassi et al., 201#ernandezBolafios et al., 20Quzounidou et al.,
2010 ;BenSassi et al., 200®'Annibale et al., 2006Estos carbohidratos, se hallan en
diferentes concentraciones, segun la variedad de las aceitunas y las condiciones

climaticas durante su desarrol{Borja,et al., 20®).

304 _?_ [ Azucares totales
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Fig. 1.4. Concentracion de azucares totales y glucosa (g/L) en Agua de Alperujo (AA) y |
Acuosos (EAs). Las Letras mayusculas diferentes expresan diferencias significativas entre
Azucares totales y ldstras minlsculas respecto a la concentracién de Glucosa (Test TdEe95)

En particular, los azlcares simples, al ser solubles en agremsgeren a los EAs

y quedan en el AADe esta manera, como se puede observar en lalldgen AA se
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hallaron 12,43 + 1,06 g de glucosa y 25,05 + 2,67 g de azUcares totalespmpsentan
cantidades significativamente superiores, en comparacion a las halladas en todos los

EAs

Es importante destacar que, al igual que sucede con los compuestos fendlicos,
conforme aumenta la concentracion de los EAs, se incrementa la concentradids de
carbohidratos presentes (Fig.4). Esasi que, se encontraron diferencias entre las
distintas concentraciones de azUcares totales y glucestie los EAs. Asimismo, los
resultados cualitativos y cuantitativos obtenidos a partir de los analisis por HPLC

realizados en AA y EAs, (Talla y Fig.1.5), demuestran la variedad de azucares

solubilizados.
Azucar EA 5 % EA 10 % EA 20 % EA 30 % Agua de
(g/L) Alperujo
Estaquiosa 0,162+0,002*  0,258+0,006*  0,523+0,05* 1,23+0,05* 3,45%1,25*
Sacarosa =~ - 0,056+0,002* 0,19+0,03* 0,816+0,002* 1,64%0,90*
Glucosa 0,952+0,07* 1,59+0,05* 1,84+0,14* 4,38+0,10* 12,4+1,07*
Fructosa 0,217+0,08* 0,31%0,03* 0,44+0,01* 1,07+0,01* 2,26+0,22*
Manitol 0,146+0,001* 0,33+0,06* 0,97+0,08* 1,99+0,01* 5,28+1,11*

Tabla 1.1Azlcares hallados en Agua de Alperujo (AA) y en Extractos Acuosos (EAs) mediante HPLC. Lo
se expresaron como la medis5.D., n=3. La concentracion de cadzcar fue comparada entre muestras * ind
diferencias estadisticamente significativasQ®5.

En el andlisis por HPLC del @abla 11, Fig.1.5 A), se encontr6 que el aztcar de
mayor concentraciéon fue glucosa, seguida de manera descendente por manitol,
estaquiosa, fructosa y sa@ma, concordando coBenSassi et al.,( 2006) y Fernandez

Bolafos et al., (2004or otro ladogen los EAs (Tablall Fig.1.5 B), los carbohidratos
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encontrados fueron: glucosa, seguida de manera descendente por manitol, estaquiosa

y fructosa, detectdndose en menor concentracion, sacarosa.
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Fig.1.5. Cromatogramas mostrando los azlcares hallado&)ekgua de Alperujo B) Extracto Acuoso 30 9

Es de destacar, que en algunas muestras se hallaron trazas de otros azUcares

como:rafinosa, xilosa, galactosa, ribitol e inositol. Estos carbohidratos se encontraron

en concentraciones muy bajas y no se detectaron en todas las muestras, por lo cual, no

se tomaron en cuenta para el andlisis de datos. A pesar de que cualitativamente los

cromatogramas no mostraron grandetiscrepanciassi se encontraron diferencias

cuantitativas en los azucares hallados entre EAs \EAASI que,otno se muestra en

Tabla 11, el AA posee una mayor concentracion de todos los azucares halslos.
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necesarioaclarar que, el pico que se observa aproximadamente a los 16 minutos en
ambos cromatogramas de la Fiy5 (indicado con una flecha), corresponde a un
remanente de alcohol etilico, que se utilizé para el lavado de la jeringa, durante la

filtracion de lasnuestras, antes de ser introducidas en los viales del HPLC.

Sacarosa y glucosa son dos de los carbohidratos, que se encuentran de manera
universal en todo el reino vegetélee et al., 1970)La glucosa esta por lo general,
asociada estrechamente a la xilosa, mediante uniones glicosidieaset al., 1970 ;
McKee y McKee, 2008por el contrario, la manosa a diferencia de glucosa, es menos
abundante en las plantas, hallandose solo en trdkage et al., 1970)Sin embargo, la
reduccion del monosacarido manosa, produce manitol y este polialcohol se encuentra
presente tanto en frutos como en semili@dcKee y McKee, 20Q8)unto con la glucosa,
es el principal azlcar soluble presente en Igppue la aceitunéFernandeBolafnos et
al., 2004) Como ya se indic0, los azlcares son solubles en agua, es esperable que se
encuentren en el alperujo y se extraigan de la fase acuosa al preparar los EAs o separar
el AA, asi como en los desechos generapos el sistema de extraccion trifasico
(alpechin)(Mechri et al., 2011)De esta manera, es posible la utilizacién del alperujo
como fuente de manitol y de azucares fermentablEsrnandezBolafios et al., 2004;

FernandezBolafios et al., 2008)

La fructsa también es un aztUcar ampliamente distribuido en el reino vefatal
et al., 1970) Si bien puede encontrarse como azUcar lifiuee et al., 1970Yambién se
lo puede hallar asociado a través de enlaces glicosidicos, formando el disacéarido

sacarosdlee et al., 1970)De esta manera, la hidrolisis de la sacarosa, favorecida por el
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medio acido de los EAs o el AA, contribuiria a la concentracion tanto de fructosa como

de glucosa en solucidhhee et al., 1970 ; McKee y McKee, 2008)

En cuanto a la estaépsa, es un tetrasacarido que se halla presente en las plantas.
Esta formado por dos unidades de galactosa y una de sacgdreseet al., 1970y su
hidrolisis, puede escindir unidades de fructosa y gludbse et al., 1970; McKee y
McKee, 2008)aumentamlo de esta manera, la concentracion de estas hexosas en los

EAsy en el AA.

Con respecto a los carbohidratos minoritarios como la xilosa, que se hall6 en
algunas muestras de AA y EAs, se puede justificar su presencia ya que se encuentra de
manera universien las plantas vasculares superiofese et al., 1970kEn este grupo
de plantas, es el componente mas importante que constituye el material lignocelulésico
de las paredes celularékee et al., 1970)Se lo halla de manera libre como traza, pero

también se lo puede encontrar unido a la glucgkee et al., 1970)

La presencia de rafinosa, es el trisacarido mas abundante encontrado en la
naturaleza y ampliamente hallado en el reino vegélade et al.,, 1970)Ademas, se
puede hidrolizar aportando hexas como glucosa y galactosa, también presentes en
este medio. Ademasylechri, et al. (2011)documenta la presencia de galactosa y del
polialcohol inositol, en residuos olivicolas provenientes de los sistemas continuos de
centrifugacion. Con respecto al itil es un polialcohol formado por la reduccion de la
ribosa y se lo puede encontrar en forma natural en pequefas trazas en el reino vegetal

(McKee y McKee, 2008)

Como se ha mostrade] AA contiene una concentracibn mayor de azlUcares que

los EAsEsto pdriadeberse a que el AA es un medio fresco obtenido por centrifugacion,
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mientras que los EA se obtienen haciendo una extraccion con agua del alperujo
liofilizado. De esta manera, la liofilizacion, podria provocar cambios sobre la estructura
del alperujo @e dificultarian la solubilizacion de los azlcares. La liofilizacion es un
proceso de deshidratacion basado en la sublimacion del hielo contenido en el material
(Marques y Freire, 2005A pesar de que, los productos liofilizados mantienen sus
caracteristtas estructurales de forma superior a los que son secados mediante técnicas
convencionales, pueden sufrir ciertos dafios estructurales y quimicos, debido a que el
proceso se lleva a cabo a temperaturas muy b@yéerques y Freire, 2005En efecto,

la liofilizacion puede reducir la disponibilidad de sdlidos solulf¥esmashita et al.,

2017) lo que explicaria la menor cantidad de azUcares en los EAs con respecto al AA.

Con el objetivo de establecer posibles fuentes de nitrogeno empleadaRpor
mucilaginosaLPSC 638n los medios analizados, se determiné la concentracion de
proteinas. La capacidad de las levaduras de este género para producir pigmentos
carotenoides, se ve afectada por distintos parametros ambient@lesaides y Dima,
2012) SgunVoaides y Dima, (2012pn composicion del medio de cultivo, demuestra
tener una influencia significativa respecto a la acumulacién de biomasa y produccion de
carotenoides en el géner®hodotorula,especialmente el efecto de la fuente de
nitrégeno. Deesta manera,Voaides y Dima, (2012)btienen un incremento en el
crecimiento y la produccion de carotenoides en levaduras del géRéadotorula,
cuando se desarrollan en medios de cultivos adicionados con fuentes nitrogenadas
como: nitrato de amonigNHiNGs), cloruro de amonio (NAI) y sulfato de amonio
Obljuoi{hj® ' RSYtax RS fIF I RAOAsy RS OASNI

(GHoNQy) y treonina CGHNG:).
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Se hallaron concentraciones significativas de proteinas tanto en AA como en los
EAs, coincidiedo conAlburquerque et al., (2004); Dermeche et al., (2013); Morillo et
al., (2009 Maass et al.,( 2016Estos autores reportan cantidades de proteinas en

alperujo de entre & 9 %(p/p) de la materia organica total.

En este trabajo, se hallo 2430,3g/L para el AAy 3,0 £ 0,2 g/L, para el EA 30 %
(Fig.1.6). Estos valores son ligeramente mas altos a los reportados para alpechin, en

donde se encontré una cantidad de proteina entre-Q,8 g/L(Goncalves et al., 2009
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Fig 1.6. Concentracién deroteinagg/LBSAhalladaen Aguale Alperujo (AA) y en Extractos Acuc
(EAs) en sus diferentes concentracionéstras minusculas diferentes significan diferencie
significativagentre mediaqTest Tukey, ¥0,05).

Comparando la cantidad hallada de proteina entre los EAs, podemos observar, que
conforme aumenta su concentracion, se incrementa la cantidad de proteina.@fig.
Por otro lado, es importante sefialar que, el EA 20 % presenta la misma concentracion

de proteinas que el AA. A su vez, la concentracion de proteinas del EA 30% fue mayor

gue la del AA.

La matriz lignocelulésica consiste principalmente en tres tipos diferentes de
polimeros vegetales: celulosa, hemicelulosas y lignina. Estos componentes, se halla
estrechamente asociados entre(biendriks y Zeeman, 200@ediante diferentes tipos

de enlaces covalentdtawther et al., 1996)
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De esta manera, la fibra alimentaria constituye una de las fracciones mas
importantes de los residuos de origen vegetalno el alperujoValiente et al., 1995)
En el caso de este subproducto olivicola, presenta una mayor proporcion de lignina
(Molina Alcaide et al., 2003). Por otra parte, una caracteristica que presenta el alperujo
es que contiene proteina asociada a tmsnponentes de la fibrda cual representa
aproximadamente el 80% del total de las proteinas prese(¥ediente et al., 1995;
Molina Alcaide et al., 2003Mientras que, las proteinas de la pared celular, solo
representan una pequefia proporcién de lasteinas totales del alperujfvaliente et
al., 1995) Sin embargo, dado que la fraccion lignocelulésica no es soluble en agua, las
proteinas asociadas a ella, no se solubilizarian facilmente en soluciones acuosas, por lo
cual no contribuirian a las protedn totales halladas en los EA o (Molina-Alcaide et
al., 2008; Alburquerque et al., 2004; Valiente et al., 19958 decir, que las proteinas
halladas tanto en AA como en los EAs, corresponderian a proteinas solubles que

provendrian del citoplasma deda&élulas vegetales.

SegunValiente et al., (1995)los desechos olivicolas presentan una apreciable
cantidad de proteina (8,6 % respecto a materia seca) con elevado contenido de
glutamina y asparagina. Ademas, las proteinas presentes en los orujos tenacei
contienen todos los amino&cidos esenciales. Sin embargo, la mayoria de las proteinas
presentes estan asociadas a la fibra insoluble, por lo cual no son extraibles con agua
(Valiente, 1995) De esta forma luego de preparar los medios, quedaria unosolid
lignoceluldsico, con proteinas asociadas y menor contenido de compuestos fendlicos
(RodriguezGutierrez et al., 2007; LarMufioz, et al. 2011; Fernand®olafios et al.,

2002; RubieSenent, 2011)



90

En cuanto a fuentes de N inorganicas, algunos trabajose menciona la
presencia de nitratos y amonio en alperujo en pequgiraporciones O;< 1 g N kg;
NH4 0,005 g N kg, N total = 14.1 g kb (SanchésSanchéz, 2020; Fangueiro et al.,
2014) A su vez, es importante recordar que este subproducto olivicotee una
composicion quimica variable, que depende de numerosos fac{Mebna-Alcaide et
al., 2003Artajo et al., 2007tJsaquerAlvarado, 2008Quzounidou et al., 201&oberdn
et al,, 2019) Por lo que la presencia de estos compuestos nitrogenados también podria

fluctuar.

Los componentes organicos e inorganicos del alperujo ya se hallan presentes en
las aceitunas, como resultado de los procesos bioldgicos de la planta y de la emtraccid
de minerales que realiza desde el su@guirre et al., 2014En relacion a los suelos del
SOB, éstos se caracterizan por su reducida fertilidad, como consecuencia de los bajos
niveles de materia organica que presen{@martinez et al., 2017; Aguirre al., 2014;

Gatti y Gonzalez, 2009)e esta manera, por su dinamica, susceptibilidad a las pérdidas
y altos requerimientos de las plantas, el nitrdgeno suele ser uno de los nutrientes mas

deficientes en el SOB/artinez, 2015)

En particularGatti y Goralez, (20093aracterizaron los suelos de los olivares del
Establecimiento RumarOli, hallando los siguientes valores de nutrientes: C (organico):
31-18 g C kg, N: 2,41,8 g N K@, P (disponible): 21;91,7 mg P Kby K (disponible):

685,7 mg K K Es importante sefialar que, todos los valores informados se encuentran
dentro de los parametros normales para los suelos de la ¢@ati y Gonzélez, 20Q9)
No obstante, respecto al contenido de N y compuestos nitrogenados del SOB, son bajos

en comparaciérm otras regione¢Martinez, 2015)
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1.2.2 Medios desfenolizados (EAs y AA). Reduccién del contenido inicial de compuestos
fendlicos.

SegurSoberon et al., (20190)os extractos acuosos de alperujo (EAs) se comportan
de manera similar a los alpechines en cuanto a la recuperacion de compuestos fendlicos.
De esta manera, con la finalidad de recuperarlos y al mismo tiempo, reducir su posible
efecto inhibidor en el demrollo deRh. mucilaginosaPSC 638, se utilizé la técnica de
extraccion liquiddiquido, empleando acetato de etildlussio et al., 204), (Capitulo

Materiales y Métodosseccion 1.3 ¢ Preparacion de medios desfenolizados

Entre los diferentes procedimientos que se emplean para extraer antioxidantes
naturales como los compuestos fendlicos, la extraccion ligligpedo representa una
alternativa simple, siendo ampliamente utilizada a escala p{latlmuche et al., 2004;
Obied et al., 2005)El tipo de solvente utilizado puede afectar el rendimiento y el perfil
de compuestos fendlicos que se extrae, debido a las diferentes afinidades entre los
compuestos fendlicos y el solvente; ademas de su capacidad de romper las paredes
cdulares para permitir la liberacion de los biofenoles (Mussio et al., 7201
Habitualmente, para extraer compuestos fendlicos desde los residuos olivicolas, se
utilizan soluciones hidroalcohdlicas (constituidas por metanol o etanol) en diferentes
concentraiones o acetato de etil§Soberon et al. 2019; GonzélBenjumea, 2017,

Obied et al., 2005; De Marco et al., 2007)

Los alcoholes son capaces de romper las paredes celulares e inhibir la accion de
enzimas enddgenas. Ademas, las mezclas con agua los ha@ens disolventes para
gran parte de los compuestos fendlic(@elik et al., 2020; Mussio et al., 201Sin

embargo, estas mezclas también extraen azlcares, reduciendo la disponibilidad de la
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fuente de carbono, lo que constituye una gran desventaja desea luego realizar un

bioproceso.

Es por ello que, se eligi6 como solvente el acetato de etilo, el cual no solubiliza
azucares y también esta aprobado por el cédigo alimentario argentino, como solvente
para la preparacion de extractos natural@odigp Alimentario Argentino, 1969En
particular, este solvente, es adecuado para recuperar compuestos fendlicos simples
como hidroxitirosol, tirosol y flavonoides presentes en los residuos olivifQklk et
al., 2020; Leouifoudi et al., 2014; Alloucheaét 2004; Lesagkleessen et al., 2001)

Esto se debe a que, al ser mas polar que otros solventes utilizados (metil isobutil cetona,
metil etil cetona, dietil eter), es muy selectivo para moléculas fendlicas de peso
molecular medio y bajgAllouche et al.2004; Obied et al., 2005¢elik et al., 2020;
LesageMeessen et al., 2001; Leouifoudi et al., 20189 embargola extraccion con
acetato de etilo, puede resultar en la pérdida de biofenoles de alto peso molecular y

ciertos glicésidos de biofenol¢Rornero et al., 2002; Obied et al., 2005)

Como ya se menciond, algunos compuestos fendlicos presentes en residuos
olivicolas tienen actividad antimicrobiafMorillo et al., 2009 UsaqueprAlvarado, 2008;
Sayadi et al., 2000; Allouche et al., 2004; Fanguetiad., 2014) La disminucion en su
concentracion, podria permitir que los EAs y el AA desfenolizados sean sustratos mas
adecuados para ser empleados en bioprocesos, por ejemplo, la produccion de
pigmentos carotenoides por levaduraBor esta razon, se deldd desfenolizar los
medios de mayor concentracion de compuestos fenolicos (EA 30 % y AA), junto con el
EA 10%, que se utilizé como modelo de un medio con menor concentracion de alperujo

y mayor proporcién de carbohidratos y proteinas, respecto al EA 5%.
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Como se muestra en la Fiy7, la desfenolizacion con acetato de etilo redujo el
contenido de compuestos fendlicos aproximadamente, en un 45 % en ambos EAs y un
30 % en AADe esta forma, se obtiene un extracto de biofenoles como otro subproducto
en la cadena de valorizacion propuesta. Estos resultados son similares d_lesade
Meessen et al., (2001&n donde extrajeron aproximadamente un 42 % de compuestos

fendlicos @sde el alperujo.
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Fig.1.7. Concentraciéon de compuestdenolicos (g/L ac. cafeico) hallaga los extracta
acuosos de alperujo (EAs 10 % y 30 %) y en el agua de alperujo (AA), tanto en la condici
(sin desfenolizar), como en la condicion desfenolizddidica diferencias estadisticamel
diferentesp <0,01.

De forma semejante, los resultados se aproximan a los obtenidoSqimeron et
al., (2019) en donde mediante la misma cantidad de extracciones con acetato de etilo
gue se realizaron en este trabajo, pebn recuperar entre un 380 % @& compuestos

fendlicos presentes en EAs de alperujo, de la variedad Arbequina.

Sin embargoaunque el acetato de etilo disminuy6 la concentracion inicial de
biofenoles en los medios analizados, todavia deja una cantidad significativa de
compuestos fendlims. AsimismoSoberon et al., (2019penciona que realizando tres
extracciones sucesivas utilizando acetato de etilo, se maximiza la obtencion de
compuestos fenolicos desde el alperujo. No obstante, si se llevara a cabo una mayor

cantidad de extraccioneson este solvente, no aumentaria de manera significativa el
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rendimiento del proceso. El procedimiento se volveria costoso y menos amigable para

el medio ambiente por el excesivo uso de solvgeberon et al., 2019)

La desfenolizacion de los medios produjo una reduccion en el pH @igesto
probablemente se deba, a cierta hidrélisis del acetato de etilo y la consecuente
liberacion en el medio de acido acético, que es soluble en @Qang, 1999)Por lo
tanto, para realizar los cultivos se corrigio el pH de estos medios llevandolos a valores

similares a los de los medios no desfenolizados 1Fy.
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Fig.1.8. Valores de pH obtenidan los extractos acuosos de alperujo (EA) de 10 %y 30 % y ¢
de alperujo (AA), bajo condicién Normal (sin desfenolizar) y Desfermlizabhdica diferencie
estadisticamente diferentes {0,01.

De esta manerdps pH obtenidose ajustaron a los rangos apropiados taptra el
desarrollo, como para la s&sis de carotenoidesn levaduras deggéneroRhodotorula
segunCelik ¢ al., (2020), DiaRodrigues et al., (2019), Frengova y Beshkova, (2008),
Aksu y Eren, (2007de Marco et al., (2007%) Obied et al., (2005)Por otra parte, el
contenido de glucosamse vio afectado por la extraccion de compuestos fendlicos (Fig.
1.9A), debido a que este azucar no es soluble en acetato de(ktilssio et al., 207).

Como ya se menciono, esta es una ventaja ya que, al usar este solvente no se ve afectada

la concentracion de la principal fuente de carbono presente en los medios. Del mismo
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modo, la concentracion de proteinas no fue modificada por este método de

desfenolzacion, como se puede observar en la EigB.
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Fig.1.9. AConcentracién de Glucogg/L) halladas en los EAs y en AA, bajo condicion Norma

desfenolizar) y Desfenolizad®.Concentracion de proteinas (g/L BS¥s)jada en los EAsy en AA, k
condicién Normal (sin desfenolizar) y Desfenolizado.

1.2.3 Pruebas de asimilacion de nutrientesRin mucilaginosaPSC 638

Dada la diversidad de nutrientes presentes en los medios derivados del alperujo
evaluamos la capacidad &h. mucilaginosePSC 638 de utilizarlos para su desarrollo.
Para la prueba de asimilacién de N, utilizamos NallH)>.SQ, peptona,urea yBSA
como Unicas fuentes de nitrégen@@Vickerham, 1946)De manera similar, la prueba de
asimilacion de carbohidratos, se llevé a cabo utilizando estaquiosa, rafinosa, sacarosa,
glucosa, fructosa o manitol como unica fuente d8\@kerham y Burton, 1948)0s E&

como el AA contienen cantidades notables de estos azlcares (Cap.1 pagiigs 38

Con respecto a las fuentes de N, las levaduras del g&terdotorulason capaces
de utilizar una gran diversidad de compuestos nitrogendgtfeky et al., 2019; Voaides

y Dima, 2012; Ferrao y Gang, 2011; Messenguy et al.,.2006)
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De esta manera, en la Fig10se puede observar queh. mucilagiosaLPSC 638
fue capaz de metabolizar todas las fuentes de N evaluadas, aunque con distinta

eficiencia (peptona NaNQ = urea> BSA = (N#SQ).
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Fig 1.1Q Utilizaciébnde diferentes fuentes de nitrégeno péth. mucilaginos& PSC 63&n
donde se observan crecimiento significativamente may@n peptona por sobre el resto de
los compuestos nitrogenadoka linea punteada indica el desarrollo de la levadura en me
completo. Las barras representan la media y el S.D. (n=8)Gb.

Sin embargo, el crecimiento fue mucho mas eficiente utilizando peptona de soja
como fuente de nitr6geno. Entre las fuentes de N que podrian estar presentes en los
medios derivados del alperujo (proteina y en menor cantidaé,Nbf), elcrecimiento
fue bastante menor, lo que podria constituir una limitacion. Sin embargo, la escasez de

N en el medio estimula la produccion de carotendsiova et al., 2004)

Entre las levaduras existe variacion en cuanto a la capacidad de utilizar
determinados compuestositrogenados, ya sea entre diferentes génefbkessenguy
et al., 2006ArevaleChavez, 1998/oaides y Dima, 201Egrrao y Gang, 2011, Elfeky et
al., 2019) entre especies del mismo grupo taxonomcibkind et al., 2004; Wickerham,
1946; Sampaio, 2010Diboa et al., 201,Frengova y Beshkova, 2008)ncluso en cepas

de la misma especie.
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Respecto a este ultimo punto, por ejempRh. mucilaginos€RUB 0138 Rh.
mucilaginosaPYCG166T,son incapaces de metabolizar nitrat(isbkind et al., 2004)

mientras que Rh. mucilaginosaPSC 638&i los puede metabolizar (Fig. 1)10

Resultados similares fueron obtenidos pBerrao y Gang, (2011)Xé6nde
observaon un menor crecimiento dé&kh. graminisRC04, cuando se desarrolla en un
medio con NaN&como unica fuente de N. Por el contraribatha et al., (2005)
documentron un desarrollo notable para la misma especie, utilizando esta sal como
Unica fuente de N. Por consiguiente, las especies del gétlevdotorulano exhiben un
patron comun para metabolizaina misma fuente de nitrégen@ampaio, 2010Esta
caracteristica podria ser especifica de la cepa y/o de la especie como lo es, la respuesta

hacia diferentes relaciones C/N en el medio de cultivbkind et al., 2004)

Por otra parte, seguArevaloeChavez, (1998gntre las fuentes de nitrégeno que
presentan mejor asimilacion en levaduras, se encuentran la urea y las sales de amonio
(Liboa et al., 2012; Voaides y Dima, 2012; Elfeky et al., 20@8)respecto a la urea, las
levaduras del orden Basidioceites, comoRhodotorula spp.presentan actividad
ureasa, por lo tanto, pueden degradar este compuesto nitroger{adma et al., 2012;

Sampaio, 2010; Messenguy et al., 2006)

SegurLiboa et al., (2012pdas las levaduras son capaces de utilizar nitrégeno en
forma de amonio, como por ejemplo (MESQ. Este compuesto brinda no solo la fuente
deN,sino que también, el azufre necesario para la sintesis de ciertos amino@dlutues
et al., 2012) No obstante, de las fuentes de nitrégeno evaluadas pdramucilaginosa

LPSC 638, (MASQ fue el que generé un menor crecimiento junto con la proteina BSA

(Fig.1.10).
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Por otro lado, la menor capacidad Bé&. mucilaginoshPSC 638ara metabolizar
BSAen comparacion con la peptona, podria deberse a que al ser un hidrolizado de

proteing seria mas compleja desimiar que la peptona.

Los resultados obtenidos en la prueba de asimilacion de N, sugiereRlgue
mucilaginosaLPSC 638 al desarrollarse es toedios derivados de alperujo, podria
consumir mayormente iones nitrato, amonio y/o proteinas, como fuente de nitrogeno
disponible. Siendo que no se espera que las fuentes de N inorganicas estén en

cantidades significativas, las proteinas serian la jp@ahéuente de N en estos medios.

Respecto a los azlcares presentes en el alperujo, como se observa ed IalFig.

Rh. mucilaginosaPSC 638tilizé de manera significativa todos los azlUcares analizados.
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Fig 1.11 Utilizacidonde diferentescarbohidratos como fuente de @or Rh. mucilaginosaPSC
638 Seobservacrecimiento significativo con todos los azlcares analizados, especialn
glucosa y xilosd.a linea punteada indica el desarrollo de la levadura en medio completa
barras representan la media y el S.D. (n=4)0*p1 respecto del control.

Glucosa y xilosa, fueron los monosacaridos consumidos en mayor proporcion
respecto al tercer monosacarido analizado: fructosa y a los demas carbohidratos. Este
resultado coincide coArevaleChavez, (1998160nde afirma que este azucar simple, es

metabolizado poRh. mucilaginosapp.en menor proporcion que la glucosa.
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De manera analoga, los resultados obtenidos respecto al metabolismo de xilosa,
coinciden conlanda, (1972)X6énde omprueba el consumo significativo de este azucar
enRh. glutini$ (Fres) Harrisqreuando crece en un medio con este carbohidrato como
Unica fuente de C. El nivel de xilosa aumentaba en las células de la levadura, en paralelo
a su disminucion en el medidanda, 1972)Cabe sefalar que, en las levaduras, los
monosacaridos pueden ingresar en las células mediante dos vias diferentes: difusién
facilitada o por mecanismo activo, que depende de la energia metali@mencer

Martins, 1994; Areval&havez, 199&irillo, 1961)

Por otro lado, el disacarido sacarosa, es rapidamente hidrolizado por la enzima
invertasa que se ubica por fuera de la membrana celifleevaloChavez, 1998) Los
monosacaridos resultantes (glucosa y fructosa), ingresan posteriornzetaecélula
(ArevaloChavez, 1998; Janda, 1974; Cirillo, 1968 manera analogdanda, (1974)

demuestra la actividad invertasa &h. glutini (Fres) Harrison.

Con respecto a la rafinosa, este trisacarido esta constituido por galactosa, glucosa
y fructosa(McKee y McKee, 2008; Janda, 19y 4)s consumido poRh. mucilaginosa
LPSC 638 al igual que los demas azucares analizadds {BigSin embargo, también

es metabolizado en menor proporcion en comparacion a glucosa y xilosa.

Estos resultados aociden conJanda, (1974)en donde la incubacién deh.
glutinis5 (Fres) Harrison en un medio con rafinosa como unica fuente de C, arroja como
resultado la presencia de fructosa y glucosa en el medio, después de la hidrolisis
mediada por la invertasa. EBstenzima actia separando la glucosa de la fructosa,

permitiendo que este ultimanonosacarido ingrese a la célula mediante transporte
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activo. Mientras que, la glucosa permanece unida a la galactosa sin poder atravesar la

membrana celulafJanda, 1974)

Por ultimo, estaquiosa y manitol también fueron metabolizados [h.
mucilaginosaLPSC 638 (Fid.11). La capacidad de las levaduras para metabolizar
polialcoholes, tiene que ver tanto con la presencia o ausencia de enzimas particulares
(Gunsalus, 1955¢ano también de los mecanismos para el ingreso de estos compuestos
en las células de levaduBarnett, 1968) Respecto a las enzimas involucradas, son de
importancia las que estan asociadas a la oxidacion del polial¢Bhabett, 1968) En
sintesis,las levaduras utilizan en primer lugar los monosacaridos, mientras que los
disacaridos, trisacaridos, polisacaridos y polioles, son asimilados luego de ser

hidrolizadogArevaleChévez, 1998)

1.3.Conclusiones parciales

1 El desengrasado del alperujo con hexgmomite la recuperacion de 14,7 g de
aceite de oliva por cada 100 g de alperujo (b.s.).

1 Los medios liquidos derivados del alperujo (EA y AA) constituyen una matriz
compleja que ofrece un medio de reaccion y fuentes de C y N adecuadas para el
desarrollo deRh. mucilaginosaPSC 638.

1 Los EAsy el AA son ligeramente acidos, con valores de pH que se ubican dentro
del rango 6ptimo para el desarrollo y la produccion de pigmentos carotenoides
paraRh. mucilaginosa sp.

1 Respecto a la cantidad de compuestos femdlidallada en los medios méas
concentrados de alperujo (AAy EA 20 % y 30 %), son superiores al nivel de

compuestos fenolicos reportado como limite de tolerancia, para el desarrollo de
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levaduras del géner®hodotorula Sin embargo, estos medios presentaraun
gran concentracion de azUcares simples y complejos que constituyen una fuente
de carbono esencial para el desarrollo de levaduras productoras de
carotenoides.

Las concentraciones de proteinas halladas en AA y EAs, podrian ser utilizadas
como fuente de rirdgeno, disponible para la levadura.

Rh. mucilaginos&aPSC 638 es capaz de utilizar para su crecimiento los azucares
y fuentes de nitrégeno presentes en los medios derivados del alperujo.

Los EAs y AA, serian medios aptos para el desarrollo y la p@uutei
carotenoides para la cepa estudiada; ya que, la sintesis de estos pigmentos en el
géneroRhodotorulase ve favorecida cuando existe una relacion alta C/N, en el
medio de cultivqElfeky, 2019)

La técnica de desfenolizacion utilizada (particion licdiigieido) reduce un 45 %

de los compuestos fendlicos presentes en los EAs (10% y30%) y en un 30 % en
AA. Lo cual, permite, por un lado, generar medios liquidos mas apropiados para
el desarrollo dé=h. mucilaginosd.PSC 638; y, por otro lado, la recuperaciéon de
los biofenoles extraidos, que presentan alto valor econémico.

Las fuentes de C y N no fueron modificadas por el procedimiento de extraccion
de compuestos fendlicos, por lo tanto, estarian disples para la levadura.

En los medios que fueron desfenolizados, se produjo una disminuciéon en los
valores de pH. Estos se hallaron por debajo del rango 6ptimo para las levaduras
del géneroRhodotorulasegunCheng et al., (2016) y Diodrigues,(20195in
embargo, el pH fue facilmente ajustado a valores similares a los de los medios no

desfenolizados (5) para garantizar la viabilidad de la levadura.
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Capitulo 2ZRhmucilaginosd.PSC
638: desarrollo y produccion de
pigmentos carotenoides sobre
medios de cultivos derivados del

alperujo.
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2.1 Introduccion

Las levaduras son hongos unicelulares y pueden pertenecer a dos Clases
taxonOmicas: Ascomycetes o BasidiomyceWalker,1998)En particular lasevaduras
del géneroRhodotorulason aerobias estrictagpicuas, heterétrofas y no fermentativas
(Tang et al., 201Moliné et al., 2012; Moore et al., 198%)as células individuales son
elipsoides y presentan un diametro de entre 3 a 5 (Bampaio2010)(Fig.2.1 A). Su
reproduccion asexual se lleva a cabo por brotacion polar o multilaigeahpaio2010;

Tang et al., 2019§Fig.2.1B y C).

A C
Fig.2.1. Ajmagen tomada de campo completo en camara Neubauer, donde se observan c
de Rh.mucilaginosaLPSC 638) Reproduccion asexual (gemacion) por brotacion polaRte
mucilaginosaLPSC 63&)Reproduccién asexual por brotacion multilateral. Todasrasenes

fueron tomadas a través de un microscopio 6ptico invertido (Zeiss Primo Star), con objeti
40X.

Por otra parte,Rh. mucilaginosa spjpresenta colonias de color que varian del
rosado al coraloadjanakamolson y Suntornsuk, 20%0¢xhiben aspecto mucoide
(HerndndezAlmanza et al.,2014Sampaio, 2010 Tang et al., 2019como se puede

observar en la Fi@.2.
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Fig. 2.2 Colonias d&kh. mucilaginosaPSC 638 desarrolladas en medio peptonadc
agar, dénde se observa su aspecto mucoide y el color que varia del rosado al coral.

Ademas, varias especies de este género gdRmo glutinisRh. rubra, Rh. minuta
y Rh. mucilaginosatienen la capacidad de pdocir cantidades significativas de
pigmentos carotenoides y triglicérido§gmpaio, 201,0rang et al., 2019; Bhosale et al.,
2004;Moore et al., 1989Berman et al., 2014; Davoli et al., 20@®reira Cipolatti et
al., 2019; Poontaweea et al., 2017; May 1982;Alvarez et al., 1992)Entre los
carotenoides, los que usualmente sintetiza 2 y-&aroteno, toruleno y torularodina
(Moliné et al., 2012; Aksu y Tugba, 2005; Buzzini et al.,; 208ldonade et al., 2007,
Zoz et al., 2015Vialisorn y Suntornsuk2008; Libkind et al., 2004; Yoo et al., 2016;

Ghilardi et al., 2020)

Como se desarrollé en el Capitulo Introduccién general, estos compuestos son de
interés para las industrias farmaceéutica, alimentaria, quimica y cosmética por su
coloracién (Fig2.3) y capacidad antioxidanteBerman et al., 2014Sampaio, 2010;
Davoli et al., 2004; Pereh@ipolatti et al., 2019 oontaweea et al., 201 Mares, 1982;

Tang et al., 20LRAlvarez et al., 1992).
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Fig. 2.3.Extractos de pigmentos carotenoides, donste observa su gama d
color, desde el amarillo al anaranjado/rojizbatam News Media LLC, 2014)

En las levaduras, la funcibn mas importante que presentan los pigmentos
carotenoides es la proteccion contra la radiacién UV y radicales libres(Estas, son
producidos durante el metabolismo celular normele(nandezAlmanza et al., 2014)

Los pigmentos carotenoides desactivan estas moléculas cargadas mediante un proceso
en el que la energia se transfiere desaleniveles altos heialosbasalesliberando calor

(Bhosale, 2004)

La ruta biosintética de carotenoides que se conoce, es similar entre diferentes

organismos carotenogénicqBhosale, 2004RuizSola y RodrigueZoncepcion, 2017

Sun et al., 2018)En el caso particular de las levadude!l génerdRhodotorulaBuzzini

et al. (2007) indicaon que, las especiefRh. minuta Rh. glutinis Rh. graminisy Rh.
mucilaginosgoseen perfiles de carotenoides analog®s S y FOZ NP (-&sotenD,
toruleno y torularodina, los principales carotades sintetizados por estas especies. Por
lo que, estos resultados permitieron concluir que el gérighodotorulgposee una ruta
biosintética de carotenoides idéntica o conservddlang et al., 201%ot et al., 2018;

HernandezAlmanza et al., 2014)
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De esta manera, en esta via, se reconocen tres pasos generales: el primero, lo
constituye la conversion metabdlica de Ac&0A a hidroximetit3-glutariFCoA (HMG
CoA),(Frengova y Belskova, 2008; Hernanéémanza et al., 2014)sta reaccion es
catalizada por la enzima HMGA sintasa. Luego, (HMI®A) es convertido a acido
mevalonico (MVA), que es un compuesto @d€¢Fiy.2.4). Este compuesto es el que da
comienzo a la ruta biosintética de carotenoides en levaduras rojas. L(ly®A) es
convertido a Isopentil pirofosfato (IPP), mediante una serie de reacciones que incluyen
fosforilaciones (Fi@.4). Las cuales, son llevadas a cabo por enzimas denominadas MVA
quinasas; a las que les siguen reacciones de descarboxil@ri®mgoa y Belskova,

2008; HernandeAlmanza et al., 2014).

El segundo paso, ocurre cuando (IPP) es isomerizado a dimpiitsfiilsfato
(DMAPP), con la subsiguiente adicion de tres moléculas de (IPP)2.4rigEstas
reacciones son catalizadas por las enanmenittransferasas, para producir un
compuesto de & denominado: geranil geranil pirofosfato (GGPP) (Fig4). A
continuacion, se lleva a cabo la condensacién de dos moléculas de este compuesto,
dando lugar al Fitoeno (Fig.4). Este, es el primeramteno que se genera en la
biosintesis y tiene como caracteristica particular, ser incoloro. Posteriormente, sufre
reacciones de desaturacion las cuales llevan a la formacion del licopen@ 4fig.

(Frengova y Belskova, 2008; Hernan@énanza et al.2014).
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Fig. 2.4.Via carotenogénica eRhodotorulad LILJdS RS&RS St + OA

caroteno y torularodinaDiagrama adaptado d@dernandezAlmanza, et al. 2014).

El tercer paso en la biosintesis, tiene que ver con las reacciones de ciclacion que
sufre el licopeno (mediadas por las enzimas licopenlasas), dando como resultado:
o-caroteno. Posteriormente, éste atraviestras seriegde ciclaciones, que dan lugar
dos carotenos diferentef-carotenoy toruleno; bifurcandose de esta manera, la ruta
biosintética (Fig2.4). Finalmente, reacciones de hidroxilaciéon y oxidacion del toruleno,

conducen a la formacion de torularodina (@), (Frengova y Belskova, Z&)0
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Si bien la tecnologia para la bioproduccion de carotenoides esta siendo
desarrollada en la actualidad, uno de los mayores obstaculos es el alto costo que
presentan los sustratos empleados, ya que encarecen al proceso de obtencion (Cheng
et al., 2016).No obstante, una solucion a este inconveniente es el uso de residuos
agroindustriales seguros, como fuente de carbono (a saber: bagazo de cebada, salvado
de arroz, orujo de uva, alperujo, etqhilardi et al., 2020; Borroni et al., ZQPanesar
et al, 2015; HernandeAlmanza et al., 2014; Schneider et al., 2(R8adjanakamolson
y Suntornsuk, 2010; Frengova y Beshkova, 2008; Malisorn y Suntornsuk, 2008; Libkind
et al., 2006;Bhosaley Gadre, 2001; Buzzini, 1999. De esta mankrgroduccion
microbiara de carotenoides seria econ6micamente vialerfoni, 20%; Hernandez

Almanza et al., 2014; Schneider et al., 2013; Marova et al., 2012).

Diferentes trabajos sobre el desarrollo deh. mucilaginosaen residuos
agroindustriales y la correspondiente biosintesis de sus pigmentos, muestran que es una
estrategia aplicable con resultados positivfi3iasRodrigues et al., 2019; Pereira
Cipolatti et al., 2019; Cheng y Yang, 2016; Yoo et al., 2016; Hemalmianza et al.,
2014;Frengova y Beshkova, 2008; Marova, 2012; Jarboui et al., 2012; Libkind et al.,
2006; Aksu y Tugba, 200B)e esta manera, en el Capitulo 1 mostramos qué medios
derivados del alperujo tienen una composicién quimica que permitidasgrrollo y la
produccion de carotenos pdrh. mucilaginosaPSC 6386rroni et al., 20Z; Ntougias
et al., 2013;0uzounidou et al., 2010Del mismo modo, en el presente Capitulo se
expondra la aptitud d&Rh. mucilaginos&PSC 638 para crecer sobreossimedios y

producir pigmentos carotenoides.
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Objetivo General

Evaluar la produccion de pigmentos carotenoides, por la levadinadotorula

mucilaginosd_PSC 638 utilizando como sustrato medios liquidos derivados del alperujo.

Obijetivos especificos

w Evaluar el desarrollo dRhodotorula mucilaginosaPSC 638 sobre extractos
acuosos de alperujo (EAs al 5%, 10% 20% y 30% p/V) y agua de alperujo (AA).

w Analizar el consumo de nutrientes @@h. mucilaginosePSC 638 en los distintos
medios.

w Analizar y ealuar la produccién cuantitativa y cualitativa de pigmentos
carotenoides sintetizados pdth. mucilaginosaPSC 638, cuando se desarrolla

en EAs al 5%, 10% 20% y 30% (p/V) y agua de alperujo (AA).
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2.2. Resultados y discusion

2.2.1 Caracterizacion del crecimiento Ra. mucilaginosaPSC 638 en EAs y AA con
concentracion natural de biofenoles.

Como se puede observar en la R2gh, Rhodotorula mucilaginodaPSC 638uede

crecer en AAy en todas lasncentraciones de EAs analizadas

0 AA
EA (9100 mL}):
O 5
&/ 10
A 20
@ 30

0 1 T 1 L) T
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (dias)

Fig.2.5. Desarrollo deRh. mucilaginos&PSC 63gh° de células/ mL) halladas en las diferent
concentraciones de los Extractos Acuog&As) y en el Agua de alperujo (AA), durante el tien
(dias) de duracion del ensayas datos se muestrammo lamedia yS.D. (n = 4)

Gomo se menciono en el capitulo anteridas caracteristicas fisicoquimicas de
estos medios, como el pH ligeramente acid®)5los azucares presentes y las proteinas
disponibles, permitian el desarrollo de esta ledaray la produccion de carotenoides
asociada a la misméaa fase de adaptacion (Lag) de crecimieatnotoria solamente
en el EA 30% y en AA. A concentraciones mas baj&Ades probable que el tiempo
de muestreo utilizado (1 muestra/dia), no nos péié detectar esta etapa. Por otro
lado, tanto para AA como para todas las concentraciones de EAs analizadas se observé
una disminucién en la viabilidad deh. mucilaginosd.PSC 63®&acia el final del
experimento (dia 5)Por lo cuallos siguientes expanentos que se llevaron a cabo,

tuvieron una duracion de 4 dias.
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Por otro lado, el tiempo para alcanzar la fase estacionaria de crecimiento,
aument6 a medida que lo hizo la concentracion de los EAs. Siendo de 1 dia en los EAs de
5%y 10% ge 2 dias, en los EA de 20%, 30% y AA2(BjgA causa de este hecho, como
se puede observar en la Fig.62la tasa maxima de crecimiento especifico fue
notablemente mas alta en los EA de 5% y 10%, en comparacion a los de mayor
concentracion de alperqgj (AA y los EAs de 20% y 30%) ellos s@bserva que la

levadura ralentiza su crecimiento.

)

< 0.10-

0.084

HH o

0.06+

HH o

0.04

Hi g

0.02

Tasa Maxima de
crecimiento especifico (h

0.00

10 20 30

Concentraciéon de EA (g/100 mL)

Fig. 2.6. Tasa maxima de crecimiento de la levadura, hallada en agua de alperujo (AA) y
diferentes Extractos Acuosos (EEAlsos datos se muestramoe media yS.D. (n = 4)Letras
RAFSNByiSa AyRAOFrY RAFTSNByOxna SaidlRNaAGAOFIYSyYyGHS

Sin embargo, como se puede notar en la Eig.el nUmero de células producidas
es maximo solamente en el EA de 10%, disminuyendo tanto a concentracionesasas baj
(EA 5%) como a concentraciones mas elevadas (EAs 20%, 30%steAgcho podria
explicarse ya que, en el EA 5%, al ser el medio con neencentracion de alperujo la
cantidad de nutrientes disponibles puede limitar el crecimiento de la levadurajrase
que, en los medios mas concentrados (EAs de 20%, 30%, praggntan una mayor

proprocion de compuestos antimicrobianos como, por ejemplo los compuestos

fendlicos.

aai
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Fig. 2.7. Biomasa normalizada (Final/Inicial) obtenida a los 4 dias de cuitedida como nimero
de células (N/mL)Los datos se muestraro media yS.D. (n = 4)Letras diferentes indican
RAFTSNBYOALa Saidl RNaGMPI YSyidS aAx3ayATFAOLGADSA oL

En efecto, en estos medios de cultilms niveles de biofenoles totales son
superiores dosnivelesde compuestos fendlicoeeportado porSantos y LinardR2001)
como limite de tolerancia para el desarrollo de levaduras del géRéaxotorula.Es
decir que, estos medios mas concentrados, podrian influir negativamente en el
desarrollo deRh. mucilaginosaLPSC 638 Asi mismo,sumados a los compuestos
fendlicos, la presencia de acidos grasos de cadena larga, también puede comprometer
el desarrollo microbiano ya que, son compuestos organicos de dificil degradacion para
estos organismo@Morillo, 2007) Distintos autores comorillo, (2007), Rodriguezt
al. (1988 y Gonzalez et a[1994) documentanque la presencia conjunta en alperujo y
alpechines decompuestos fendlicos y acidos grasos de cadena lptgalen afectar el

desarrollode microorganismos asociados a estos residuos olivicolas.

Finalmente, como se observa en la Fig. 2.8 la biomasa medida como peso seco
(g/L) presenta un valor maximo en EA 20%. Mientras que la biomasa medida como

namero de células (N/mL), (Fig. 2nfjlestraun mayor valor en EA 10%
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Fig.2.8.Biomasa normalizada, medida como peso seco (gds)datos se muestraommolamedia
ySD.(n=4)SGNJF & RAFTSNByiSa AYyRAOIY RATFTSNRAYOA!I &

w
QX
=

Esto significaria quesn el EA10% la concentracion de nutrientes disponibles
favoreceria la division celular &h. mucilaginoséLibkind et al., 2006)mientras que, a
mayor concentracion del medio de cultivo, la acumulacién de sustancias de reserva

puede ser responsable del aumendel peso de la biomas@&chneider et al., 2013 ;

Elfeky et al., 2019)

Las levaduraslurante su desarrollo bajo condiciones desfavorables, producen
diferentes clases de compuestos que incluyen, por un lado, sustancias de reserva como
los triglicéridoqQin et al., 2017Schneider et al., 2013Jares, 1982)y, por otro lado,
compuestos antixidantes como los carotenoid€¥oo et al., 20L,8Marova et al., 2004,
Mares, 1982) Como ya se mencionen la Introduccionla carotenogénesis esta

involucrada en las respuestas al estf@nnazzu et al., 2015; Damiani, 2010)

Por otra parte, searacterizaon los medios de cultivluego del desarrollo d&h.
mucilaginosaLPSC 638% observé que el crecimiento de la levadura genera un

aumento de los valores de pH en todos los medios analizado2 @ig.

Pl

ax
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3 Inicial E= Final

pH

Concentracion de EA (g/100 mL)

Fig.2.9.Valores de pH antes (Inicialjlgspués (Final) del desarrotle Rh. mucilaginosaPSC 63¢
en los medios analizados., luede 4 diagle cultivo. Las barraepresentan lanedia y S.D. (n =
nox FfGoOLLI ™ n

Este efecto es ligeramente mayor en los EAs de menor concentrackipetejo
Las levaduras con metabolismo oxidativo como las del géRaaxlotorula pueden
utilizar acidos organicos como fuente de carbono, lo iseilta en la alcalinizacion del
mediocultivo (Lopes et al., 2020; Lin et al., 20MJemas, la asimilaciate fuentes de
nitrdgeno organicas, como las proteinas, con la consecuente desaminacion de los
aminoécidos, incrementan el gHe AlvaradeOrtiz y Petrushina, 202ReyesAlvarado,
2012; ArevaleChavez, 1998Resultados similares se observaron d&im glutinis sp.
cultivada en desechos de papa y en la cBpa mucilaginos&R822395, uiitada para

tratar aguas residuales de almazd#katet al., 2018 Jarboui et al., 201)2

Con respecto a las proteinas, el contenido disminuye en todasf@gntraciones
de EAs y en Aduego del desarrollo de la levadura (F&10), lo que indicaria quBh.
mucilaginosaLPSC 63&s capaz de utilizarlas como fuente de nitrdbgeno como se

demostr6 en el Capitulo. 1
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H consumo de proteinas asggnificativamente mayor (~ 65%) en EA 10%, respecto
a los demas medio¢Fig. 2.10). Probablemente, se deba a quen este EA Rh.
mucilaginosaLPSC 63fresenta la maxima tasa de crecimientppor lo tanto, una

mayor cantidad de células producidas (Rgy 2.7).

41 3 Inicial
E4 Final ok
-5 34 *= i
fm_’ —i _I_
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g 7 * | | B
2 i = L
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o 14 * =2 o
% 1 ﬂ é o b
0 . 3 . 1:1: ]
AA 5 10 20

Concentracion EA (g/100 mL)

Fig.2.10. Comparacion de la concentraaide proteinas (g/L BSA) halladas antes (inicial) y des|
(final)del desarrollo d&kh. mucilaginoshPSC 638luegode 4 diagle cultivo. Las barras muestrai
YSRAI & {o5dmMEY FO1IADE m LI~ n

En los EAs de mayor concentracisim, embargose observé un menor consumo
de proteinas. & el caso de los EAs de 20% y 3B%, mucilaginos& PSC 638olo
consumidalrededor del 25% diasproteinas solubles, mientras que en AA el consumo
fue de aproximadamente el 50%. En consecuencia, aunque hay proteinas en el medio

de cultivo, la levadura experimenteadeficiencia en el consumo de las mismas.

Esta condiciéon favorecela sintesis dearotenoides comdelfeky et al.(2019
demostraronconla cepaRh. glutinisAS2703jue fuecultivada en presencia dedliintas
fuentes de nitrogeno; encontrando que la acumulacion de carotenoides se
incrementaba significativamenta mayor relaciéon C/N.dP consiguiente, en los medios
de cultivo de mayor concentracion de alperujo, la incapacidadidanucilaginosaPSC

638 para utilizar de manera eficiente las proteinas solubles como fuente de nitrégeno,
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puede limitar su crecimiento y cambiar su metabolispara acumular el exceso de
carbono en forma de sustancias de reservay/o compuestos antioxidantes
(carotenoide$, (Elfeky, 2019Qin et al., 2017, Schneider et al., 2013rengova y

Beshkova, 2008)

Con respecto a los azuies hallados después del crecimiento de la levadura, se

observo una disminucién significativa en la concentracion de los mismo2.(Rig.

*%

—_ 1 - .
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Fig 2.11.Comparacién de laoncentracion de azlcares disponibles (g/L) hallados antes (Inic
después (Finafjel desarrollo d&kh. mucilaginosaPSC 638luegode 4 diagle cultivo. Las barras
muestranlaY SRA I & { o5@mEY FBOIAD S g LI~ n

Como se observa en la FR§11, el consumo de carbohidratatifiere segunel
medio de cultivo.La levaduraconsumié entre el 80 y 85% de azUcaoemndo se cultivd
en los EAde menor concentraciérAsi mismo, en AA se registré un consumo del 95% y
en EA 20%, del 75%. Por el contrario, cuaRdomucilaginosBPSC 63&esarrolla en el

EA 30%, casi la mitad tes aztcares disponiblegrmaneceren el medio (Fig2.11).

Cabe sefialar que, los monosacéaridos glucosa y fructosa fueron consumidos
eficientemente por la levadura en todos los EAs analizados (Zabl&o obstante, solo

se observo el consumo de aguiosa cuandéa cepadesarroll6 en los EAs de 10% Yy 20%
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Mientras que el contenido de sacarosa y manitol sidfri6 cambiosde manera

significativa en ningun EA.

EA 5% EA 10% EA 20%

AZUCAR -Rh. +Rh. -Rh. +Rh. -Rh. +Rh.
(mg/mL) mucilaginosa mucilaginosa mucilaginosa mucilaginosa mucilaginosa mucilaginosa

ESTAQUIOS, 0,162+0,002 0,130+Q06 0,258+0,006 0,12+0,01* 0,523+0,05 0,23+0,02*

SACAROSA n.d n.d 0,056+0,002 0,04+0,01 0,19+0,03 0,151+0,009
GLUCOSA 0,952+0,07 n.d* 1,59+0,05 0,038+0,012* 1,84+0,14  0,09+0,03*
FRUCTOSA 0,217+0,08 n.d* 0,31+0,03 0,035+0,007* 0,44+0,01 0,42+0,05

MANITOL  0,146+0,01 0,130+0,02 0,33+0,06 0,401+0,16  0,97+0,08 1,13+0,20

EA 30% AA

AZUCAR -Rh. +Rh. -Rh. +Rh.
(mg/mL)  mucilaginosa mucilaginosa mucilaginosa mucilaginosa
ESTAQUIOS 1,23+0,05 1,12+0,28 3,45+1,25  0,75+0,05*
SACAROSA 0,816+0,002 0,778+0,003 1,64+0,90 0,12+0,01*
GLUCOSA 4,3840,10 0,98+0,09*  12,4+1,07 0,27%0,03*
FRUCTOSA 1,07+0,01 0,083+0,23* 2,26+0,22  0,31+0,04*
MANITOL 1,99+0,01 2,38+0,18 5,28+1,11  0,32+0,13*

Tabla2.1. Concentraciéon de azUcares individuales presentes en los extractos acuosos (EAs) y agua de alpe
expresados en mg/mL antefRf. mucilaginosay después (Rh. mucilaginosedel crecimiento de la levaduralndica
diferencias estadisticamente significativas p <0,01. n = 3.

A medida que aumenta la concentracién de estos medios, la levadura se vuelve
mas selectiva en el consumo de hidratos de carbono. Asi, cuando se desarrallBA
de 30% solo consume glucosa y fructosa, quedando una gran cantidad de azUcares en

este medo.

Los niveles altos deompuestos fendlicogue presenta el EA 30%, podrian actuar
como inhibidores de ciertas enzimas involucradas en la metabolizacion de disacéaridos y
oligosacaridos, impidiendo su utilizacidmuchoscompuestos fenélicosaturales corn
los flavonoides y alcoholes fendlicos, pueden actuar como inhibidores de enzonas,
una concentraciémnhibitoriamedia maxima (I£g) de 0,6 mg/l(Lim et al., 2019Rasouli
et al., 2017) De esta manera, se demostréo que los flavonoides y el hidreatiro

provenientes del aceite de oliva, ejercen cierta inhibicion sdaseh-amilasa,h-
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3t dzO 2 & AgalactosidasiFigueiredeGonzalez et al., 201$amden et al., 2010;

Lim et al., 2019)

En particular, se prob6 que los extractos fendlicos obtenidisadeite de oliva,
AYKAOSY I I-guedsidasaR Ivio (ARGeiretleGonZélez et al., 2019).
Asimismo, el hidroxitirosol, inhibe no solo a esta enzima intestinal, sino también a otras
O2Y2 -AHal O0 2-arkilRsks, daktasas maltasaslipasas, en ratas diabéticas
(Hamden et al., 2010). En otras palabras, la inhibicién de estas enzimas retrasaria la
absorcién de los carbohidratos, monoglicéridos y acidos grasos libres en el intestino, lo
que conduciria a la moderacién de los nivelegldeosa y lipidos en sangre (Hamden et

al., 2010).

Por otra parte, Figueired@onzalez et al. (2019), hallm una elevada
especificidad de interaccion entre ciertos compuestos fendlicos como, tirosol, acido
hidroxibenzoico, apigenina y luteolina, con M e A ¥dlucosidasa. Estos biofenoles
serian los responsables de generar una notable inhibicion sobre esta enzima intestinal,
con un |G que varia entre 60 y 350 mg/L. Sin embargjoefecto sobréf I Sy-1 A Y|

amilasaessignificativamente menor (Figueiredsonzélez et al., 2019).

Loscompuestos fendlicoantes mencionados, junto con los secoiridoides y acidos
fendlicos, sorlos mas importantes que se encuentran en el alperujo de la variedad
Arbequina, utilizado en esta Tes{#ussio et al., 2014) Ademas, como estos
compuestos aromaticos son solubles en agua, se espera que estén presentes en todos
los EAs(Araujo et al, 2015; Rubidenent et al.,, 2013)Como se menciono
anteriormente, (Cap.1 pag3) el alperujo retienalrededor del 98% de lampuestos

fendlicos presentes en la aceitu(@oberoén et al., 201%Buarez et al., 2010)
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En este trabajoencontramos concentraciones de compuestos fendlicos que
oscilan entre 500 y 3000 mg/L, valores muy superiores a los quedaeren para la
inhibicion de enzimas involucradas lamimetabolizacién de azlUcares complejos. De esta
manera, se podria explicarfalta de consumo de disacaridos y oligosacaridos observada
en los EAsNo obstante,cuandoRh. mucilaginos&aPSC 638rece en AA, es capaz de
metabolizar eficientemente todos los azucares presentes en el medio, a pesar de la
concentracion alta deompuesos fendlicosque contiene Esto podria deberse a las
diferencias en el tipo de compuestos fendlicos presentes en el AA y el EA 30%.
FernandezPrior et al. (2020) analizan la fraccion liquida del alperujo almacenado en
estanques de descarte obtenida a distintas profundidades, demostrando que se
solubilizan acidos organicos, azucares y compuestos fendlicos de estructura simple

como el hidroxitirosol, tirosol y dihidroxifeglicol (DHPG).
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Fig.2.12. Concentracion deompuestos fendlicogg/L EA hallada en los extractos acuosos (
alperujo (EAs) y Agua de alperujo (AA) antaeki@) y después (Fai) del desarrollo deRh.

mucilaginosd_.PSC 638uego de 4 dias de cultivbas barras muestraia media yel S.D. (n = 4)
ISGNFa RAFTSNBYy:(iSa AYRAOIY RAFSNBYOAlIa Sadl RNAGAOI Y!

Por otra parte, como se puede observar en Fig.12 no se encontraron

diferencias significativas entre las concentraciones iniciales y finales de compuestos
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fendlicos en los medios de cultivos analizados. Esto indicariRlguaucilagineaLPSC
638n0 consume estos compuestos aromaticos. En consecuencia, podria ser factible su
recuperacion para ser aprovechados e incorporados en diferentes prodantes o

después del crecimiento de la levadura.

Algunos de los compuestos fendlicos ertcados en el alperujo como,
hidroxitirosol, tirosol, dihidroxiphenilglicol (DHPG) y oleuropeina, son utilizados como
aditivos alimentarios, farmacéuticos o cosméticodebido a sus propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antinflamatorias (RodrigQetierrez y Monetta,
2021; LamaMufioz et al., 2019RubioSenent et al., 203,3RubicSenent, 201). Por
ejemplo, Hidroxitirisol, tirosol y oleuropeina, son utilizados como filtros ultravioleta
activos en productos cosméticos (Berbel et al.,, 2018pel misno modo, el
dihidroxifenilglicol(DHPG) es empleado como marcador de diagndstico y actividad
farmacolégica en condiciones patologicas de hipertension y enfermedades
neurodegenerativagFernandeaBolafios et al., 2008; FernandBdor et al., 2020)
Asimismo, la oleuropeina esta siendo analizada para su uso como antioxidante
alimentario natural en productos de panade(iakac y Karakaya, 200®ebido a sus
propiedades antimicrobianas y antioxidantes permitiria, por un lado, la prolongacion de
la vida Gtil deestos productos y, por otro, la disminucion del deterioro oxidativo durante

el periodo de coccié(Galanakis et al., 2018)

A pesar de que las rutas metabdlicas de degradacion asociadas a los compuestos
fendlicos han sido ampliamente estudiadas en baat§Katamaya et al., 19913lgunos
autores documentan la capacidad de ciertas levaduras, como las de los gEaerida

sp.,Pichiasp. yTrichospororsp., de reducir compuestos fenélic@étougias et al., 2013
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Santos y Linardi, 2001; Kim et al., 20089imismo, se ha estudiado la capacidad de
degradacion déiofenolesy sus derivados, en algunas especies del géRbomlotorula,
como, Rh. mucilaginosa, Rh. ruby&Rh. glutiniscon resultados variables, dependientes
de la cepa estudiada y del tipo dengpuesto fendlico probad@arakayeet al., 2014
Jarboui et al., 2012; Kim et al., 20B&tamaya et al., 1991)Cabe sefalar que, dentro
del género hay evidencia de metabolismo de compuestos fendlicos :coatecol,
cresol, fenol, hidroquinonas, tiros@gcidosp-cumarico y vanilic@Jarboui et al., 2012
Bergauer et al., 200%ampaio1999;Middelhoven 1993) Sin embargad..ibkind et al.,
(2004)demostraronque la cep&h. mucilaginos& RUB0138, fu@capazde utilizarlos
compuesta fendlices mencionads anteriormente como fuente de carbono y energia

adiferenciade otras cepas de la misma especie, que si pudieron metabolizarlos.

Es importante sefialar que, en la mayoria de los trabajos, los medios de cultivo
utilizadosno provienen de desechos oliglas sino que son medios sintéticos a los que

se les adiciona el compuesto fendlico en estudio

Por otro ladgJarboui et al.(2012)documentan que Rh. mucilaginosa spresenta
alto rendimiento en la degradacion de tirosol, como asi también deatidos p-
cumarico y vanilicouandosedesarrolla en medios de cultivos derivados del alpechin y
en medios minerales suplementados caompuestos fendlicosaislads desde
alpechines. No obstante, la cepa utilizada en esta tesis, como ya se menunno,
consumelos compuestos fendlicos presentes en los medios de cultivo derivados del
alperujo. Asimismg a excepciéon del tirosollos &cidos p-cumarico y vanilico
documentados podarbouiet al, (2012)no se hallaron erel alperujo utilizado en este

trabajo. Esas diferencias en los tipos de compuestos fendlicos hallados, tienen que ver,
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por un lado, con que alperujos y alpechirses residuos olivicolague se generan a

partir de procesos de extraccion distintBorja et al., 20060uzounidou et al., 2010)

Por otra parte,la composicion de los residuos olivicolas, puede variar debido a la

region de origen, variedad del olivar, condiciones climaticas, tiempo de cosecha,

procesamiento de las aceitunas y las condiciones de extraccion del aceite (Soberén et

al.,2019 Karakaya et al., 201®©uzounidou et al., 201@saquerAlvarado, 2008). Con

respecto a este ultimo puntoel contenido decompuestos fendlicos en el alperujo,

también puede verse afectado por la temperatura y duracién de la etapa de batido

duranteel proceso de extraccion bifasico del acéBeberon et al., 2019; Mussio et al.,

2014).

2.2.2 Produccioén de carotenoides geh. mucilaginoshPSC 638 en EAs y AA

HH o

Carotenoides totales
(mg/L EA)

HH o

H e

20

30

Concentracion de EA (g/100 mL)

Fig. 2.13Produccionvolumétrica totalde carotenoidegmg/L) porRh. mucilaginosaPSC 63&n
losdiferentes mediosle cultivo (EAs y AA), luede 4 dias de cultivd.as barras muestrda media
ySD.n=3)SGNI & RAFTSNByiGSa AYyRAOIY RAFSNARYOA!I &

Como se puede observar en la Fig.13 la produccion volumétrica total de

carotenoides aumenta significativamente con la concentracion de losaleAaszando

(0p))
ax

un maximo en los de 20% y 30%5 + 1,0 mg/ Ly 4,9 + 0,5 mg /L, respectivamente).
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Asimismo, cuand®h. mucilaginosbPSC 63&ece en AA, se obtienen 7,3 £ 0,6 mg/L

de carotenoides totales

En el EA de 10%, el aumento de carotenoides podria estar relacionado con un
crecimiento mas rapido de la levadura y, en consecia, a un mayor niumero de células
producidas Mientras que, B los medios mas concentrados como el AA 'y los EAs 20% y
30%el aumento en el contenido de carotenoides probablemente refleje la acumulacion

de estos pigmentos en el intericelular.
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Fig. 2.14.Producciénespecificatotal de carotenoidegug carotenos/ g de biomasa) péth.
mucilaginosa_PS®38en los diferentes mediosle cultivo (EAs y AA), luede 4 dias de cultivo.
Las barras muestrda media y S.D. (n =.3)ktras diferentes indican diferencias estadisticamer

AAAYAFAOPWAGEE 6L~ n

Asi, laFig.2.14 muestra que en comparacion con el indculo inicial (linea de
puntos), el contenido especifico de carotenoides se incrementa en todos los medios
estudiados. Sin embargo, este aumento es mayor cu&tdanucilaginsaLPSC 638 se
desarrolla en AAy en EA 30%. Es decir que, SRbiemucilaginosaPSC 638 crece mas
lentamente en el EA 30% y AA, se observa una mayor estimulacion en la produccion de
carotenoides respecto a los demas EAstos medios estan preparados con una nmayo

proporcion de alperujo y, por lo tanto, contienen una mayor concentracion de
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compuestos inhibidores y estresoresomo los compuestos fendlicosalesy acidos

grasos de cadena cor(dltougias et al., 203 ®uzounidou et al., 201&im et al., 2004).

Enlas levaduras carotenogénicas, las condiciones del medio de cultivo como, la
presencia de sustancias inhibitorias, temperatura, luz, aereacion, pH y la relacion C/N,
influyen de manera significativa en la sintesis de carotenoides (Elfeky et al,,Y2@i9
Yang, 2016Frengova y Beshkova,2008bkind et al., 200&Kim et al., 2004 De hecho,
como se menciond en la Introduccion (Cap. Introduccion General, pag. 19), la
carotenogénesis en levaduras, esta asociada a las respuestas al estrés, ya que las
propiedades antioxidantes de los carotenoides permiten a estos organismos desarrollar
tolerancia a factores advers@§lannazzu et al., 2015; Marova et al., 2Q029r lo tanto,
la mayor acumulacion de carotenoides en las célulafkide mucilaginos&aPSC 638

puede constituir unaespuesta defensiva a estos medios mas desfavorables.

Los valoes de carotenoides obtenidos en este trabajarian entre276,7y 7174
Mg carotenodd biomasay resultacon mayores a los reportadgsara una cepa de la misma
especie(Rh. mucilaginos#®Y-01) que fue aislada del suelo y cultivada en diferentes
medios sintético® My o Zaldenodd sbmasa€n Agar Papa dextrosa y Agar extracto de
levadura y maltp (Yoo et al., 2016)Sin embargo, niveles similares de carotenoides
(250-300> Farotenodd biomasg fueronobtenidos cuando la cepa d&h. mucilaginos&RUB
0195 aislada de hébitats poco explorados de la Patagonia argentina, fue cultivada en
medios derivados de subproductos agroindustriales y en medios sintétiddsnd et
al., 2006)Adenas, la produccién especifica de carotenoides encontrada en este trabajo,

essimilar a la obtenida pd8harma y Goshal, (20201174 > Jarotenodd biomasa, qUienes
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optimizaron el crecimiento y la produccion de estos pigmentes la cepaRh.

mucilaginosaM TCC1403 sobre diferentes residuos agroindustriales.

Evaluamos luego, el contenido de carotenos individuales para determinar si hay
cambios en el perfil de estos pigmentos de acuerdo al medio de cul&solevaduras
del géneroRhodotorulason capacé RS LINE R dzOA Nédadolbido, yotferaly t YSy G S
torularodina (Tang et al., 2019; Di&odrigues et al., 201%Avalos y Limoén, 2017
Schneider et al., 2013/0liné et al., 2012Marova et al., 2012Frengova y Beshkova,
2008 Buzzini et al., 2007tibkind et al., 2006) Sin embargo, distintos trabajos
documentan diferencias significativas en cuanto a la composicion de carotenoides
producidos entre diferentes especies del génRiwmodotorulae incluso en cepas de la
misma especigTang et al., 2019 rengova y Beshkova, 2Q0Buzzini et al., 2007;
Libkind et al., 2006Libkind et al., 2004)Estas diferencias también se deben a
variaciones en las condiciones de cultivo de las levaduras y en los procedimientos de
extraccion, asi como también en el peso de cuantificacién dearotenoidesgBuzzini
et al., 2007Kot et al., 2018; Moliné et al., 2012; Buzzini et al., 2007; Libkind et al., 2006;

Maldonade et al., 200HernandezAlmanza et al., 2014)

Los compuestos carotenoides, pueden identificarseqoespectro UV/Vis, como
asi también por su tiempo de retencion enRPLGWeber et al2007) De esta manera,
se espera que la torularodina tenga un tiempo de retencion mas corto y absorba en una
longitud de onda mayor (moliné et al., 2012), en compigraal torulenoy al lcaroteno,

ya que presenta un grupo carboxilo y 14 dobles enlaces conjugados (c. d. b.).
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Fig 2.15.A) Cromatograma obtenido a 454 nm de extractos de Rh. mucilaginosa LPSC 638 me
HAPLC Waters Alliance 2695, de fase iravek$nea de puntos, representa el extracto inicial y la
completa el extracto obtenido luego de 4 dias de cultivo en EA ) Espectros de absorcion de

picos correspondientes a los diferentes pigmentos carotenoides hallados.

Ademas, la presencia del grupo carboxilico reduce la estructura fina del espectro,
gue puede estimarse mediante la relacion % II(Fi. MyM.8) Como se muestra en la

Fig. 2.15A-B, el primer pico que aparece (tiempo de retenciéon = 13,4 min) tiene el
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mismo espectro UV/Vis que el informado para torularodina, con un maximo a 498 nmy

una estructura fingpobre (%lIl / 11 = 9). Eégundo pico (tiempo de retencion = 18,4 min)

muestra un espectro con bandas de absorcién mas definidas (% 111 / 11 = 40) y un maximo

a 490 nm, como se espera para el toruleno que tiene 13 c.d.b., sumado a que presenta

menor polaridad que la torularodind. 2 NJ gf GAY23 St L#aoORnop O2 NNF
gue es el carotenoide de menor polaridad de los que se identificaron, el cual eluye a los

20,6 minutogcomo lo hizceel estandar (Fig2.16).
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Fig.2.16. Cromatograma y spectro de absorcion del estandar Bearoteno utilizado.

De esta manera, los principales carotenoides producidosRyormucilaginosa
LPSC 638 2 y = (i 2 NHzf Sy 2-Garotér® NudzieprésBniai aploximidaiente
el 70% del contenido total de carotenoides. Ademas, se hallaron dos gde menor
RAYSY aaisy Sy adenoi(RgRis, g @obablemente correspondan a
Yy S dzNR S a LJ2aNakenyb2de &cuerdo con su espectro UV/\éisgunel tiempo de
retencion y datos brindados por la literatura sobre la composicion de caoates
sintetizadospor Rhodotorulaspp.(Weber et al., 2007; Maldonade et al., 2007; Buzzini,

2007 Davoli et al., 2004)
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Asimismq como muestra la Fig2.17, segun el medio de cultivo que se trate, no
solo cambia el contenido total de carotenoides, sino también el perfil de estos
LIA3IYSyidz2aod 9f ©Ofoeiohy vakantr® lbs/EHAS, sinRe@bargo, en AA
es significativamente mayor. En efectdarova et al.(2004) reportan un aumento
significativoSy f I LINRP RdzOOA sy RS Ol N&deBoks digrrasi =

cepas deRh. mucilaginosacuando se encuentran bajo estrés salino. AderRéengova
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Fig. 2.17.Perfil de carotenoides producidgsor Rh. mucilaginosaPSG538 en los diferentes
mediosde cultivo (EAs y AA), luede 4 dias de cultivd.as barras muestran media y S.D. (n.= 3)

y Beshkova (2008)unto con Cheng y Yang (26}, documentan la estimulacion en la
LINE R dzO Gdamtgno en&species del géndRtrodotorulacuando crecen en medios
de cultivo corelevadaconcentracion de sale&specialmentelas que presentan iones

con numero de oxidaciom2. Estos ioneslivalentes, pueden influir en la composicién

(0p))
Qx

N

RS OFNRUOSY2ARS& SAaLISONFAO2aZT LI NIAOdzZ I NYS\

caroteno; debido a que actuarian sobre los mecanismos de activacién de las enzimas

desaturasasimplicadas en la carotenogéneglsot et al., 2018; Cheng y Yang, 2016;

Frengova y Beshkova)@8; Britton, 1998)

El alperujo presenta cantidades significativas de sales y de diferentes iones, entre

los que se encuentran iones divalentes core??, Cd? y Md? (Morillo et al., 2009
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Alburquerque et al., 2004%iendo quesl AAes un medio fresco, questuvoen contacto
con la pulpa de las aceitunas durante gran parte del tiempo en el proceso de extraccion
bifasico y en la deposicion final del subprodydts compuestos hidrosolubles podrian

solubilizarsanejor que enlos EAs @nandezPrior et al., 2020Borja et al., 2006)

Por otra parte, cuando la levadura crece en AA PFig), el principal carotenoide
LINE RdzOA R2 Sa& {2 Ndzf Sy 2 TardieScdNaksddetectaldmdivéied NHzf | NP
significativos de neuroesporendnp que probablemente esté sefialando que la ruta
biosintética es muy activa y los precursores ubicados mas arriba de la via metabdlica son
rapidamente transformados en productos. El neuroesporeno es un intermediario que
puede ser convertido en licopeno madie accion de la enzinfdoeno desaturasa o en
i -zeacaroteno mediante la accion Idé&copeno ciclasgTang et al., 201%Kot et al.,
2018). Ambos compuestos son precursores ‘delroteno, el cual a su vez puede

0N} yaF2N)YI NA ScarSteha (G 2 Nzt Sy 2 2 |

De esta manera, kaumento en la cantidad de amboarotenosindicaria que
cuando Rh. mucilaginosaLPSC638 creceen AA, ambas ramas de sintesis de
carotenoides se estimulaffFig.2.4). A su vezentre las diferentes concentraciones de
EAs, también son evidees los cambios en los perfiles de carotenoides (Eif7). De
esta manera, en el EA de 5%, el toruleno representa el 80% del contenido total de
carotenoides|uego alcanza un maximo en el EA de 20% y vuelve a disminuir deando

mucilaginosaLPS®38se desarrolla en el EA de 30%.

Por el contrario, con respecto a la concentracion de torularodina, en los EAs de 10,

20 y 30%, es significativamente mas alta respecto al indculo inicial. Ademas, en el EA de
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30% se observa una acumulacion de neuroesporergue indicaria una desaceleracion

en la ruta biosintética de carotenoid@sot et al., 2018)

B neuroesporeno se encuentra antes del punto de ramificacion de la biosintesis
de los demas carotenoided,A SY R2 LINB OdzNBAE 2 NJ (I y-datoterRSt {2 NH
(Fig.2.4), Kot et al., 2018; Zoz et al., 2015; Hernandénanza et al.,2014) a falta de
OFYOA2 Sy f 2caroteyiohj@htd fcdhzel aBdnto de toruleno observado
indican que la composiciate los EAs favorece &h. mucilaginosaPSC 638, la rama

metabdlica de la sintesis de toruleno y torularodina (Eig).

El alperujo posee una concentracion alta de sales, compuestos fendlicos, y una
composicién de nutrientes desequilibradq&oberon € al.,, 2019 Ouzounidou et al.,
2010 Morillo et al., 2009;UsaquerAlvarado, 2008)Edas caracteristicagienen la
capacidad de estimular la biosintesis de carotenoidefRbBnmucilaginos& PSC 638
probablemente por lduncidn que presentan estos pigntes en cuanto a la proteccién
contra el dafo oxidativo celulgrente a un medio estresani@&oz et al., 2015; Frengova
y Beshkova, 2008; Moliné et al., 2009; Marova et al., 2094 vez, la complejidad de
los medios derivados del alperujo provoca gsegyun el tipo de medio de cultivo que se

trate (AA o EASs), varie el perfil y el contenido total de carotenoides sintetizados.

2.3.Conclusiones parciales

1 Rhodotorula mucilaginosd.PSC 638 puede crecer en AA y en todas las
concentraciones de EAs analizada
1 Las caracteristicas fisicoquimicaslaemediosanalizados (AA y EApgrmiten

el desarrollo de estaepay la produccion de carotenoides.
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1 EIEA 10% presenta la méxima tasa de crecimiento y la mayor cantidad de células
producidas poRh. mucilaginosaPSC 638. Este ultimo valor, disminuye tanto a
concentraciones mas bajas (EA 5%), como a concentraciones mas elevadas del
medio de cultivo (AA, EZ0 % y 30%).

1 Luego del desarrollo deh. mucilaginosePSC 638e genera un aumento de los
valores de pH etodos los medios analizados. Este efecto, es ligeramente mayor
en los medios con menor concentracion de alperujo.

1 En los medios derivados del alperujo analizadis, mucilaginosaPSC 638 es
capaz de metabolizar eficientemente todos los azlcares present
preferentemente disacaridos y monosacaridos. Sin embaegojos EAs su
consumo difiere dependiendo de la concentracion de estos medios; siendo
mayor la asimilacion en los medios con menor concentracion de alperujo.

1 Rh. mucilaginosePSC 638 no consummempuestos fendlicQen ninguno de los
medios de cultivos analizados.

1 Los principales pigmentos carotenoides sintetizadosRiarmucilaginoshPSC
638 son: toruleno y torularodina. La produccién volumétrica total de
carotenoides, aumenta con la conceation del EA. A su vez, segun el medio de

cultivo que se trate, cambia el perfil de estos pigmentos hallados.
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Capitulo 3: Incidencia del Imidazol en
la biosintesis de carotenoides en
Rh. mucilaginosePSC 638.



147

3.1. Introduccion

La sintesis de carotenoides dentro del gén&imodotorulaesta conservada y
ocurre a través de la via del mevalonéi@ng et al., 2019; Sun et al., 20RiizSola y
RodriguezConcepcionet al, 2018; HernandezAlmanza et al., 2014)EIl primer
carotenoide sintetizado resulta de la condensacion de dos moléculas de geranilgeranil
pirosfato (GGPP) para formar el caroteno de 40 C denominado fitoeno, el cual no
presenta color (Fig.3.1). Esta reaccion es catalizada por una enzima, denominada

fitoeno-sintasa(Liet al.,2020; RuizSola y RodrigueZoncepcioret al, 2018; Srivastava

y Srivastava, 2013; Britton, 1998)

FITOENO

HyG_ GHy GHa  CHs
e )W A . CHy
e B WT/ \‘/%I/ \._/Y\./ﬁ/
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Fig.3.1. Extracto de lauta biosintética de pigmentos carotenoides en el gérirhmdotorula Diagrama
adaptado dgTang et al., 2019)

Luego, el fitoense transforma en licopenBaotkss (Fig.3.1 y3.2), mediante una

serie de desaturaciones e isomerizacionesgdradas por diferentes enzimg$ang et
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al., 2019; RuisBola y RodrigueZoncepcion, 208 HernandezAlmanza et al., 20%
Britton, 1998) El licopeno puedeeguir dos rutas de ciclacién independientes que
conducen a dos ramas: la detaroteno y la del toruleno como productos inmediatos
(Fig.3.1);LJ- NI f dzS§32 @GarofeddyNdiutamdding, reSpgctivamen(Earkas

et al., 2020; HerandezAlmanza et al., 20145rivastava y Srivastava, 20Bhosale y
Gadre, 2001 Estas reacones, aumentan el nimero de dobles enlaces conjugados de
la cadena hidrocarbonada, que se traduce en un cambio de la absorcion de luz hacia
longitudes de onda mayores y, por lo tanto, en la aparicion del color rojo caracteristico
del licopeno(Farkas et al 2020; Rui&ola y RodrigueZoncepcibret al, 2018). A su

vez, este caroteno puede existir en las formas cis y tflaaskas et al., 2020Varma et

al., 2020;Sunet al.,2018.

Fig.3.2. Molécula de Licopeno dénde se muestra la numeracion de los atomos de C. Dia
tomado de(MeléndezMartinez 2017)

Por otra parte, numerosos compuestos quimicos afectan la carotenogénesis en
microorganismogspor ejemplo: imidazol, piridina, nitioa y morfolina(Farkas et al.,
2020;Luo et al., 2020; Li et al., 2020; Liu et al., 2@%oudhari et al., 2008; Bhosale,
2004) Estos agentes quimicos, tienen la capacidad de inhibir la actividad enzimatica de
las licopeneciclasas provocando la acuragion de este caroteno, en detrimento de la
produccion deb-caroteno (Fig3.1), (Farkas et al., 2020; Tang et al., 2019; Hernandez

Almanza et al., 2014; Choudhari et al., 2008; Bhogakie4; Lopedieto et al., 2004 ;
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Ninetet al., 1969)Estos inhibidores son utilizados para la produccion microbioldgica a
escala industrial del licoper(&arkas et al., 202Qjet al., 2020; Berman et al., 201Xy

et al., 2007).

El imidazol, es un intermediario en la biosintesis de la histidina y se fopadir
del imidazol glicerol fosfat(HernandezAlmanza et al., 201ominguezt al.,2005).
Su férmula molecular essN. y pertenece a una familia de compuestos quimicos
aromaticos, caracterizada por disponer de un anillo pentagonal nitrogenado
(Daminguez et al., 2005Este compuesto, inhibe la actividad de la enzima licopeno
ciclasa, permitiendo la acumulacion del licopghao et al., 2020Berman et al., 2014;
HernandezAlmanza et al.2014; Lépedieto et al., 2004Bhosale, 2004 Esta enzima
Sa NBaLRyalotS RS I Garddnd, énlebpyso subsigdiedtd S E (i NJ
de la via carotenogéni¢blernandezAlmanza et al., 2014 ; Berman et al., 20BHopsale

2004)

El licopeno es el caroteno con mayor poder antioxidante, al menostrm vi
conocido hasta el momentovarma et al.,, 2020HernandezAlmanza et al., 2014
Srivastava y Srivastava, 2013; Hsiaalgt2004). De hechege ha demostrado que una
dieta rica en este caroteno ayudaria a prevenir enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas y ciertos tipos de can¢earkas et al., 2020; Li et al., 2020; Varma
et al., 2020HernandezGras et al., 201 7Srivastava y Srivastava, 2013; Xu et al.,2007
Hsiao et al., 2004)Ademas, se ha comprobado que inhibe la sintesis del colesterol y
mejora la degradacion de las lipoproteinas de baja dengidieet al., 2020; Hernandez
Almanza et al., 2014En consecuencia, la Organizacion de las Naciones Unidas para la

Agricultura yla Alimentacion, junto con la Organizacion Mundial de la Salud, han
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identificado al licopeno como nutriente clase A, debido a sus mdultiples funciones
fisiologicas (Li et al., 2020; Berman et al., 2014). De hecho, esta siendo ampliamente
utilizado en la indstria alimentaria, cosmética y farmacéutica (Farkas et al., 2020; Li et
al., 2020; Varma et al., 2020; Berman et al., 2014; Xu et al., 2007). En efewtocado
mundial del licopeno a granel, asciende a losr8ilones de euros con un promedio de
crecmiento anual, del 2,9 en los Estados Unidos, 42en Italia y 4,9 en China,
segun datos brindados por el Servicio de Informaciéon Comunitario sobre Investigacion y

DesarrollgUE CORDIS, 2020).

Actualmente, existen tres fuentes principalesat#encion del licopeno (Li et al.,
2020; Berman et al., 204 En primer lugar, a partir de fuentes vegetales
particularmentedesde el tomate §olanum lycopersicuin) (Li et al., 2020Rodriguez
Concepcioret al, 2018 HernandezGras et al., 201 Bermanet al., 2014;Srivastava y
Srivastava, 2013; Lopédieto et al., 2004)Esta fuente ofrece un rendimiento limitado
ya que es dependiente de caracteristicas geograficas y clima8das, (et al., 2021,
HernandezAlmanza et al., 2014Ademas, el proces@wacompafiado por la generaciéon

de una gran cantidad de desechos (Li et al., 2020).

En segundo lugar, mediante sintesis quimica (Silva, et al., [2@2hl., 2020Dias
Rodrigues et al., 2019; Gong et al., 20Mgjam y Luke2016) Este procedimientosel
mas utilizado en la actualidaB€¢rman et al., 2014). No obstanfgresenta aspectos
negativospara el ambiente y la salud; ya que, genera contaminantes que no son
biodegradables, y, ademas, los precursores que se utilizan en el proceso tienen efectos

cancerigenosegun,Nigam y Lukg2016)
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Por dltimo, el licopeno puede obtenerse por sintesis microbiana (levaduras,

microalgas y ciertos hongos filamentoso§)Ma, et al., 2021;i et al., 2020Farkas et

al., 2020; Luo et al., 2020; Gong et2016; Berman et al., 201#ernandezAlmanza et

al., 2014; Choudhari et al., 2008; Xu et al., 20@pezNieto et al., 200t A diferencia

de los métodos anterioresgsta opcion es amigable con el medio ambiente y el
rendimiento de la obtencién del prodte; no se ve afectado por la geografia o el clima
(Li et al., 2020). Asimismo, se pueden utilizar sustratdsajie costo paral desarrollo

de los microorganismos, lo cual disminuye el costo del promgab(DiasRodriguest

al., 2019; Panesar et al.2015; HernandeAlmanza et al., 2014)Ademas, este

bioproceso no emplea reactivos quimigbset al., 2020L.6pezNieto et al., 2004

En el Capitulo 2, comprobamos la aptitud RbB. mucilaginosa PSC 638 para
crecer y sintetizar pigmentos carotenoides en los medios derivados del alperujo (EAs y
AA) su metaboismo (asociado aarbohidratosy proteinag y su incapacidad de
consumir biofenoles En el presente Capitulse evaluara el efecto dehidazol en la
sintesis de carotenoidegn Rh. mucilaginosaLPSC 638y en su desarrollo y

metabolismo.
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Objetivo General

Determinar la capacidad de produccién de licopeno por Rh. mucilaginosa LPSC 638

debida a la presencia de Imidazol.

Objetivos espeddos
1 Evaluar el desarrollo deh. mucilaginoshPSC 638n EA 30%on y sinmidazol.

9 Evaluar el efecto deimidazol sobre la produccion de carotenoides gh.
mucilaginosd . PSC 638
1 Analizar y evaluar la produccide licopeno y -caroteno por Rhmucilaginosa

LPSC 638n EA 30% con y simidazol
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3.2. Resultados vy discusion

3.2.1. Efectoslel imidazol sobre la biosintesis de carotenoideRlemmucilaginosePSC
638

Como demostramos previament®&hodotorula mucilaginosaPSC 638 tiene la
capacidad de sintetizar principalmentecaroteno, toruleno y torularodina en diversas
proporciones(Fig. 2.15 y 2.17 (Tanget al., 2019;Thakur y Azmi, 2013Frengova y
Beshkova, 2008;ibkind et al., 2006Buzzini et al., 200Zozet al., 2015; Bhosale y
Gadre, 2001 Margauth y Meydav, 1968)Sin embargo, la utilizacion de inhibidores
quimicos, como el imidazol, permitiria estimular la ruta biosinté@eldicopengLopez
Nieto et al., 2004), lo cuglbdria convertir &hodotorulamucilaginosd . PSC 638 en una

alternativa para producir este caroteno.

Evaluamos entonces, el efecto del imidazol en el medio de cultivo sobre el
crecimiento y produccién de carotenos pBh. mucilaginosd PSC 638 en EA 30%.
Elegimos ste EA como medioe&l cultivo para la levadura, debido a que se obtiene una
relacion pg de carotenos/g de levadura mayor, en comparacion a las demas
concentraciones de EAs analizad@hilardi et al., 2020)Ademas, probamos tres
concentraciones de imidazol: 250 ppm, 500 ppm y 1000 ppm, las cuales estan
reportadas en la literatura, que resultan inhibitorias de la enzima licopeno ciclasa

(LépezNieto et al., 2004HernandeAlmanza et al., 2014)

Como pued@bservarse en la Fig.3, no hubo diferencias significativas en cuanto
al crecimiento deRh. mucilaginosaPSC 63&asta 500 ppm. Sin embargo, cuando se
utilizan 1000 ppm de imidazol, se observa una disminucion del numero de células

obtenidas respecto el medio sin imidazol (control), (F&3).
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Crecimiento Normalizado
(N/mL)

0 250 500 1000
Imidazol (ppm)

Fig. 3.3. Crecimiento normalizado (N/mL) &h. mucilaginosaPSC 638, en medio control (0 ppi
y a diferentes concentraciones de imidazol (250, 500, 1000 ppm), luego de tres dias de incu
Los datosse expresan como la media S.D. (n= 3). Letras diferentes indican diferenc
estadisticamente significativas{@05).

Diferentes trabajos, demuestran que el imidazol, al menos en concentraciones
bajas, no afectaria otras vias metabdlicas que pudieranferir en el desarrollo de los
microorganismos carotenogénicos, como las implicadas en la obtencidén de nutrientes
(HernandezAlmanza et al., 2014; Bhosale, 2004; Choudhari et al., 2008;-Nipteret
al., 2004; Ninet et al., 1969No obstante, paralehongo carotenogénic®lakeslea
trispora, LopezNieto et al., (2004)eportan que concentraciones superiores a 800 ppm
de imidazol, afectan negativamente el desarrollo del hongo y se reduce drasticamente
la produccion de licopeno. A su veiy et al.(2019)observan la inhibicion de la sintesis
de los aminoacidos aspartato, tirosina, valina y leucina cuando la misma especie de
hongo filamentoso, se desarrolla en medios con 1000 ppm de imidazol. Sin embargo, se

detecta una mayor produccion de acidosspay galactosa.

Con respecto al efecto del imidazol sobre la viabilidad de levaduras
carotenogénicasiernandezAlmanza et al. (2014gportan que se inhibe el desarrollo
de la cepaRh. glutinisYB252, cuando crece en medios con concentraciones de entre

375y 500 ppm.
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En cambio, los resultados obtenidos en este trabajo, demuestran que hubo

desarrollo deRh. mucilaginos&PSC 63&n un medio con una concentraciéon mucho

mas elevada de imidazol (1000 ppm) (Bi§). Esto indicaria que nuestra cepa es mas

tolerante a la presencia del imidazol.

A pesar de encontrarse menor desarrollo en el medio con 1000 ppm de imidazol,

no se encontraron diferencias significativas en el consumo de glucosa, respecto a los

otros medios con imidazol (Fi§y4). En el medio sin imidazaproximadamente el 90 %

de la glucosa es consumida por la levadura, mientras que, en los medios con imidazol,

se consume el 85 % de la misma.
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Fig.3.4. Concentraciorde glucosa Inicial y luego de 3 dias en cultivo en medios con difere
concentraciones de imidazol (Final). Las barras representan la media y el S.D. (n=8)00

respecto de la cadicion inicial.

Con respecto al pHel pH inicial fue ligeramente mas alcalino en los medios con

imidazol, debido a que este comgsto funciona como una baskdemas)os valoresle

pHfinales obtenidos cuandB@h. mucilaginosePSC 638 crece en presencia del imidazol,

fueron significativamente mayores en comparacion a las muestras control &jig. 3
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Fig. 3.5. Valoresde pH enmuestras control (0 ppm imidazol) y con imidazol (250, 500 y 1
ppm), antes (barras blancas) y después (barras cuadriculadas) del crecimi@&ttordacilaginosa
LPSC 638 durante 3 dias. Las barras muestran la mediay el S.D.(6:63),%5p 0,001, especto
de la muestra inicial.

Estos valores de pH, coinciden con los reportadosLgpezNieto et al. (2004)
con el desarrollo a gran escala Betrispora Por otra parte, como se describio en el
capituloanterior (ig. 2.9, el crecimiento deRh.mucilaginosd_PSC 638 también, altera
el pH de los medios de cultivos analizados (AA y, BEA&ndolos a la alcalinidad. Este
hecho, podria deberse a la descomposicion durante el metabolismo celular de
carbohidratos, la desaminacion y descarboxilaciGm aminoacidos y proteinas,

presentes en el medio de cultivArgvaleChavez, 1998).

Evaluamos luego, la produccién de carotenos totales expresados qmigpaé
biomasd Y (MQg/Lde medig, que fueron sintetizados péth. mucilaginosaPSC 638. Como se
observa en la Fig3.6 A-B, no se hallaron diferencias significativas en la produccion
especifica total de carotenogsto indicaria que el imidazol no estair&ibiendo la
sintesis global de carotenos, coincidiendo ¢ternandezAlmanza et al. (2014)n el

analisis deRh. glutinisyB252 y conLopezNieto et al. (2004) , Liu et al. (2019%kahi et
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al. (1973) en el estudio delos hongos filamentosos carotenogénicd®. trispora

CBON2014378(+)B.trispora~816(+) yPhycomyces blakesleearD8,respectivamente.
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Fig 3.6.Carotenos totale®\) Expresados comqg/ g biomasa B) Expresados como (mg/L de EA
sintetizados en los EA 30% con diferentes concentraciones de imidazol.

Los resultados obtenidos previamente en este trabajo demostraron que no se
detecta la sintesis de licopeno cuan@b. mucilaginosaPSC 638 crece en los medios
derivados del alperujoFHg. 215 y 2.17. Estandicaria que el licopeno es convertido en
loscarotenoides subsiguientes de la via metabdlieagroteno, toruleno, torularodina),
(Fig.3.1), como lo reportan numerosos trabaj¢gang et al.2019 Elfeky et al., 2019
Cheng y Yang, 201Klarova et al., 2012Moliné et al., 2012Maldonade et al., 2007,

Frengova y Beshkova, 2008; Bhosale y Gadre,; Rt&bauth y Meydav, 1968)

Sin embargo, cuando se agrega imidazol al medio de cultivo, logramos detectar
cantidades pequenias, pero significativas de licopeno3H@-B). En losas medios de
menor concentracion de imidazol (250 y 500 ppm), se obtuvieron 0,117 y 0,104 mg/L de
licopeno, respectivamente. Mientras que, en el EA 30% adicionado con 1000 ppm se

registraron 0,534 mg/L.
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Los valores de licopeno que se obtuvieron en estos experimentos son inferiores
en comparacion a los hallados en otros trabajos. AsinhandezAlmanza et al., (2014)
obtienen 6,82 mg/L de licopeno c&th. glutinisa una concentracion de imidazol de 250
ppm. Mientras que, el valor maximo obtenido en esta tesis fue de 0,534 mg/L y con 1000

ppm de imidazol (Fig.7 A-B).
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Fig 3.7.Carotenos individuale8) Expresados efug/g). B) Expresados como (mg/L EA) sintetizados |
Rh. mucilaginosaPSC 638n medios con diferentes concentraciones de imidazol (0, 250, 500, 1000 ¢

Por otro lado,Choudhari et al., (2008)Liu et al., (2019)empleandoB. trispora,
también obtienen cantidades superiores de licopenohBeho,Choudhari et al., (2008)
obtiene 115,15 mg/L de licopeno, con una concentracién de 500 ppm de imidaaol, y
et al., (2019)911 mg/L, con 1000 ppm del inhibidor. Como se puede observar, las
concentraciones de licopeno maximas que se hallaron s ésabajos, varian entre si
en cuanto a la concentracién de imidazol escogida. Sin embargo, ambos autores afirman
que, incrementos superiores a 800 ppm Bn trisporageneran, por un lado, una
disminuciéon significativa del licopeno sintetizado (aumentand sintesis deb-

caroteno) y, por otro lado, se ve reducido el desarrollo del hongo.

Por el contrario, LopezNieto et al.,, (2004) mencionan que utilizando

concentraciones bajas del inhibidor (2800 ppm) erB. trisporaja ruta biosintética no
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se inhike completamente por el imidazdio que permite una acumulacion de otros

Ol NR i Sy 2 A R-Gioten® ¥ ¥é@rbtend. En este trabajo, se registra una
concentracion similar al control, de toruleno y torularodina, en los medios con 250 y 500

ppm de imidazo(Fig.3.7 A-B y Fig3.8). La cantidad dé-caroteno, por el contrario,
RAAYAYdz2S Sy Saidla 02y RA G Soh prodaidibizt Sy 2 =
finales de la ruta biosintética eRh. mucilaginosapp. que se generan luego de la

ciclacion del licpeno (Tang et al., 201%ernandezAlmanza et al., 2013; Buzzini et al.,

2007; Margauth y Meydav, 1968Esto indicaria que la inhibicion sobre las enzimas

licopeno ciclasas es muy baja y solo afecta parcialmente a la sintésisadeteno.
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Fig.3.8. Concentracién promedio déopenqg b-carotenoy torularodina(ug/g de biomasa),
producidas porRh. mucilaginosaPSC 638 en muestras sin imidazol (concentracion=0 €
abscisas) y muestras con imidazol (250, 500 y 1000 ppm). Se grafica la media més S.
Circulos: licopeno, cuadraddscaroteno. tridngulos: torularodina.

Sin embargo, cuand®h. mucilaginosaPSC 638 desarrolla en EA 30%, con una
concentracion de 1000 ppm de imidazol, la cantidad de torularodina producida es
significativamente menor que en el control y disminuye aun mas laa@oteno (Fig.

3.8). La disminucion de torularodina sugeriria una memdroxilacion y oxidacion del

toruleno, lo que se refleja en una mayor cantidad de este carotenoide3Hi@-B).
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Ademas, la cantidad de licopeno es mayor (8i§, demostrando la inhibicién de la

enzima licopeno ciclasa.

Es de destacar que no se lagma inhibicion importante y, en consecuencia, no
se acumula una cantidad tan elevada de licopeno como se esp@rabat al., 2019;
Hernandez Almanza et al., 2014; Lopaeto et al., 2004; Bhosale, 2004;Ninet et al.,
1969). Estos resultados indicariaque la cepaRh. mucilaginos&éPSC 638 cuando se
desarrolla en EA 30%, no seria eficiente para la produccién de licopeno, a pesar de ser

capaz de crecer con elevadas concentraciones de imidazol.

Por dltimo, las variaciones en relacion al rendimiento gardauccion de licopeno
halladas en este trabajo, en comparacion a las registradas en la bibliqduiafiet al.,
2019; HernandeAlmanza et al., 2014; Pegklidou et al., 200&yezNieto et al., 2004;
Elahi et al., 1973\inet et al., 1969)podrian delerse por un lado, a la utilizacién de
diferentes microorganismos carotenogénicos (como ser, hongos filamentosos,
microalgas y levaduras de especies distintas); y por otro lado, al empleo de medios
cultivo de diferente naturaleza, respecto a los mediosiv@elos del alperujo, (por

ejemplo, medios sintéticos).

3.3.Conclusiones parciales

1 No se hallaron diferencias significativas en cuanto al crecimientdRlle
mucilaginosaLPSC 638, entre el EA 30% sin imidazol y con 250 y 500 ppm de
imidazol. A 1000 ppmedimidazol se ve una disminucién del crecimiento de la

levadura.
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1 La levadura alcalinizé6 los medios con y sin imidazol, siendo el efecto mas
marcadoen losmedioscon imidazal El consumo de glucosa fue similar en todos
los medios.

1 En cuanto a la produccion de licopeno la mayor cantidad de este caroteno
(92,4+16,6 g/ g de biomasa) se obtuvo en el medio de mayor concentracion de
Imidazol (1000 ppm). Sin embargo, la cantidad maxima obtenida de este
caroteno fue muy inferior en compasgn a la hallada en la bibliografia
consultada.

1 Se comprueba que, al elevar la concentracion del inhibidor, disminuye la
02 y OS vy i Nlcddatenoy corReb comcomitante aumento de la cantidad de
licopeno sintetizado. Por lo tanto, la produccién de leop fue a expensas de
fl RAA&YAxapehosy RS |

1 Si bien las concentraciones crecientes de imidazol generaron el aumento en la
sintesis de licopeno eRh. mucilaginosd.PSC 638, las cantidades de este
carotenoide halladas fueron bajas. Esto indicaria aqsta cepa no seria

adecuada para la produccién de licopeno en las condiciones ensayadas.
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Capitulo 4: Desarrollo d&h.

mucilaginosd.PSC 638 sobre

Alperujo y Bagazo de cebada
cervecera (BSG)
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4 1. Introduccién

El alperujo y el bagazo de cebada cervecera (BSG, delonhl#& g SN & )& LISy i
(Fig.4.1 AB), son ejemplos de residuos agroindustriales y se losdarassubproductos
de la industria olivicola y cervecera, respectivamgRedriguezGutierrez y Monetta,

2021; Rodriguez et al., 2020; Berbel et al., 2018; Morillo et al., 2009)

Fig.4.1 A) Alperujogeneradoduranteel procesamiento de lagceitunas para la obtencién ¢
aceite de oliva, utilizando el sistema de extraccion bifagijGranos de cebada agotados (B!
generado luego del proceso de obtencion de la cerveza.

Ambos desechos lignocelulésicos, presentan un gran potencial en cuanto a sus
diferentes opciones de transformacidRodriguezt al., 2021; Rodrigue@utierrez y
Monetta, 2021;Rodriguezt al., 2020; Zuorro et al., 2019; Ministerio de Agricultura,
2018; Ravindran et al., 2018; Borroni et al., 2017; Socaci et al., 2017; Aliyy 9@4l;

Lynch et al., 2016; Schneider et al., 2013; Kotlar et al., 2013; McCarthy et al.,[2813).
esta manera, se constituyen como ejemplos de biomasa residual con un gran potencial

de reutilizacion(Coremberg, 2019)

La cebadaHordeum vulgare..), es un cereal de cultivo extensivo y se lo utiliza,
principalmente, para la industria cervecera tanto a nivel nacional como internacional
(Bolsa de Cereales Bahia Blanca, 2021; EsfEbaente, 2019; Ministerio de

Agricultura, 2018; Lynch et al., ZQMiravalles, 2016; Ablin,2014; Kotlar et al., 2013)
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Sus componentes dan origen al BSG, en el final del proceso de fabricacion de la
cerveza(Rodriguezet al., 2020; Pote¥ecini et al., 2020; Ministerio de Agricultura,
2018) Argentina produce, aproximadamente, 4 millones de toneladasetiada de las
cuales el 80% se exporta (Latinoamérica y medio Oriente) y el 20% restante, se destina
al mercadanterno (Bolsa de Cereales Bahia Blanca, 2021; Berlingeri, 2020; Miravalles,
2016). Es importante destacar que, el 94% de la produccidn de este cereal proviene de
la provincia de Buenos Aires, y en menor proporcion, de Santa Fe, La Pampa y Cérdoba

(Fig.4.2 AB),(Berlingeri, 2020; Miravalles, 2016).

Santa Fe Cordoba Resto
Produccidn (mil t.): 0,87% 0,09% 5,49% B

0 La Pampa
0,41%
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B oo - 93,14%
. |

Fig. 4.2.A) Produccion de cebada cervecdralil t.), en los diferentes partidos de la Provincia
Bs.AsB) Proporcidn decebada cultivadaexpresada emporcentaje comparandda provincia de
Bs.Ascon otrasprovinciasproductoras de este cerea(Miravalles, 2016)

En particular, el sudoeste bona@ése (SOB) posee una gran relevancia en lo que
se refiere al cultivo de cebada cervecqiBolsa de Cereales Bahia Blanca, 2021;
Martinez, 2015) Tal es asi, que la produccién de estenmoditierepresento, en la
campafia 2020/21, el 60% del total nacio(Bdlsa de Cereales Bahia Blanca, 2G21)
por lo tanto, se lo puede considerar como un cultivo distintivo de esta region junto con
el trigo (Triticum aestivuni.),(Bolsa de Cereales Bahia Blanca, 2021; Red Nacional de

Cebada Cervecera, 2021; Martinez, 2015)
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Ademas, las éreas destinadas al cultivo de cebada y a olivicultura coexisten en esta
region (Fig4.3 AB),(Red Nacional de Cebada Cervecera, 2021; Bolsa de Cereales Bahia
Blanca, 2021; Ceci et al., 2019; Miravalles, 2016; Gonzalez et al., 2016; Agairre e

2014)
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Fig. 4.3.Localizacién de las &reas destinadas a la olivicu{tAys a cebada cervecer@), en el
SOB. Diagramas adaptados(t@G 2012)y (Miravalles, 2016yespectivamente.

En Argentina, la industria cervecera es undadeprimeras 10 agroexportadoras
(Berlingeri, 2020)Respecto al mercado interno, se producen unos 2 mil millones de
litros de cerveza por af@Berlingeri, 2020) A su vez, se calcula que el somo
promedio durante el periodo comprendido entre 2011 a 2020, fue de 41 a 45 litros de

cerveza per capitéBerlingeri, 2020; Ablin, 2014)

Existen dos secciones en el proceso de elaboracion de la cerveza: por un lado, la
produccion de malta (que es laateria prima fundamental), producida a partir de la
cebada cervecerg, por otro lado, la produccién de la cerveza que constituye el

producto final del proces@Ablin, 2014)
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La etapa de malteo, depende de una fase biologica (proceso de germinacion
controlado) en el que se obtiene la maltastebarTorrente, 2019; Lynch et al., 2016;

Miravalles, 2016; Pereyslaaola et al., 2013)

En esta etapa, el endospermo del grano se degrada enzimaticamente, lo cual
resulta en la liberacion de distintos compuestosnco carbohidratos fermentables
(maltosa y maltotriosa) y no fermentables (dextrinas), ademas de proteinas solubles,
polipéptidos y aminoacidod.ynch et al., 2016; Miravalles, 2016; Perdyaala et al.,
2013) Luego, a la cebada malteada se le agregaldip después, es sometida a un
proceso de coccion y maceracion (Hid, EstebanTorrente, 2019; Lynch et al., 2016;

Pereyralraola et al.2013)
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Fig.4.4.Proceso de fabricacién de la cerveza donde se observan las distintas etapas y la gen
del BSGLynchet al,, 2016)

El mosto resultante de este proceso, atraviesa una etapa de fermentacién por
accion de las levaduras del gén&accharomyceslando como resultado el producto
final que es la cerveza (Fig4y (EstebanTorrente, 2019; Ministerio de Agricultura,

2018; Lynch et al., 2016; Ablin, 2014; Perdyaala et al., 2013; Cbodigo Alimentario
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Argentino, 1969). Finalmente, el grano de cebada agotado, conforma el residuo
denominado BSGl.ynch et al., 2016 $e subproducto, es insoluble y esta constituido
principalmente, por el recubrimiento del grano de cebg@®odriguezet al., 2020;

Ravindran et al., 2018; Lynch et al., 20Ayu y Bala, 2011)

En la industria, el BSG constituye el residuo mas abundiartro del ciclo de
produccion de la cerveza, representando alrededor de un 85% del total, mientras que el
20% restante lo conforman las levaduras y el lipulo ago{&ariguezt al., 2020;
Ministerio de Agricultura, 2018; dos Santos et al., 2014, Ketlal., 2013; Aliyu y Bala,

2011)

Se calcula que, por cada 100 litros de cerveza elaborada se producen entre 14 a
20 kg de BSGRodriguezet al., 2020;Ravindran et al., 2018)Por otra parte, la
composicién de este subproducto puede cambiar segun tedad y madurez del
grano, la época de cosecha, las condiciones de malteado y maceracién, o la calidad y el
tipo de complementos que se agregan durante el proceso de elaborfRaariguezt
al., 2020;Zuorro et al., 2019; dos Santos et al., 20iynchet al., 2011 Aliyu y Bala,
2011; Robertson et al., 2010; Driessen y Vereijken, 2008 esta manera, el BSG
constituye un residuo de composicion variable y heterogghgach et al., 2016; Aliyu

y Bala, 2011)

Al igual que el alperujo, el BSG es de naturaleza lignocelu{@aeadran et al.,
2018; Ntougias et al., 2013kl 70% de su composicidon son fibras: celulos£2(%),
hemicelulosas (285%) y lignina (28%). Ademas, presenta elevado contenido de agua
(70-80%), contiene lipidos {P0%) y proteinas (330 %), entre las que se encuentran

las hordeinas, glutelinas, globulinas y albumifag. 4.5), Rodriguez et al., 2020;
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Ravindran et al., 2018; Ministerio de Agricultura, 2018; Lynch et al., 2016; dos 8an

al., 2014; Kotlar et al., 201AJiyuy Bala, 2011)Los aminoacidos esenciales representan
aproximadamente un 30% del contenido total de las mismas, siendo el mas numeroso
la lisina (~ 14,3%]JZuorro et al., 2019; Lynch et al., 2016x presenci&n grandes
cantidades de este aminoacido es peculiar, ya que la mayoria de los cereales presentan

una deficiencia del mism@uorro et al., 2019)
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Fig.4.5. Composicion del BSG en porcent@jgnchet al,, 2016)

Por otra parte, los monosacaridos mas abundantes en el BSG son, xilosa, glucosa
y arabinosa. Aunque también se han encontrado trazas de ramnosa y galdgtosh,
et al. 2016; Aliyu y Bala, 2018 su vez, contiene una variedad de minerales entre los
gue se encuentran silicio, fosforo y caldioynch et al., 2016jos Santos et al., 2014;
Aliyu y Bala, 2011; McCarthy et al., 20¢ Jjtaminas como biotina, colina, acido folico

y riboflavina(dos Santos et al., 201KtcCarthy, et al. 2013; Aliyu y Bak811)

Como resultado de su composici@ste residuo presenta una amplia gama de
aplicaciones, por ejemplo, como ingrediente funcional para alimentos destinados a

nutricibn humana y animal y como fuente de productos bioactiRmdriguezt al.,
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2020 etal; Ravindran et al., 2018; Ministerio de Agricultura, 2018; Socaci et al., 2017;
Lynch et al., 2016; dos Santos et al., 2014; Kotlar et al., 20¢8;y Bala, 2011)Incluso,

se lo analiza para ser empleado en la generacidon de energia y biocomlsustible
(Rodriguezet al., 2020; Ravindran et al., 2018; Ministerio de Agricultura, 2018; dos

Santos et al., 2014)

Por otro lado, varios autores han demostrado la viabilidad de utilizar el BSG como
medio de cultivo para el crecimiento de bacterias y ciertosstigpe hongogLynch et al.,
2016;Aliyu y Bala, 2011; Xiros et al., 20@8) cuanto a las bacteria® han empleado
especies de los génerdacillus Streptomyces Lactobacillupara la produccion de
Sy 1 A ¥dmiasas, telulasas y hemicelulasaswtii#n, de acido lacticfKotlar et al.,

2013; Hashemi et al.,2011; Szwajgier et al., 202@gmas, se logré el desarrollo de
hongos filamentosos de los génerAspergillus TrichodermaFusarium, Neurospora,
Grifolay Ganoderma con el fin de producir esimas lignoceluldésica€uestas, 2019;
Palazzolo et al., 2019; Martinez, 2016; Postemsky y Curvetto, 2015; Saparrat et al., 2008;
Godliving y Mtui, 2009; Kuhar et al., 200B¥ esta manera, el BGnstituiria un buen
sustrato para el cultivo de microomggmos(Lynch et al., 2016Pe hecho, debido a su

alto contenido de azUcares, se descompone rapidamente por la actividad microbiana si

no se lo procesa y almacena adecuadaméhyach et al., 2016; Robertson et al., 2010)

El desarrollo microbiano sob sustratos solidos ocurre sobre o dentro de las
particulas de la matriz. Por lo tanto, la principal diferencia entre el cultivo en medio
sélido y el liquido, es la ausencia de agua I{hizardiJiménez y Hernandedartinez,
2017; Manpreet et al., 200%;,0nsane et al., 1985or lo general, los microorganismos

utilizados en el cultivo en medio solido, suelen ser hongos filamentosos, principalmente



173

de los géneros:Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Polyporus, Pleurotus,
Mortierella y Fusarium (Cuestas, 2019; Lizardiménez y Hernandedartinez, 2017;
Postemsky y Curvetto, 2015; Manpreet et al., 2005; Pandey, 198&)bién, se utilizan
levaduras de los géneroSaccharomyces, Candida, Pichia, Rhodotorula, Hansenula,
Torulopsisy ciertas bacteas comolactobacillus spp. Streptomycg®p., yBacillus spp.,
(Lizardidiménez y Hernandédartinez, 2017; Lopes et al., 2016; Paretdépez et al.,

1991; Roadjanakamolson y Suntornsuk, 2048npreetet al., 2005; Pandey, 1992)

Los hongos filamentosoy levaduras son mas eficaces que las bacterias para
desarrollarse en medios sélidos, debido a su capacidad para crecer en sustratos con bajo
contenido de agu@Manpreet et al., 2005)A su vez, los hongos filamentosos se adaptan
mejor a este tipo de meds, en comparaciéon a las levaduras, por su capacidad de
penetracion en el interior del sustrato solido a través de su estructura miceliar, y la
posibilidad de liberar enzimas hidroliticlddanpreet et al., 2005; Curtis, 2001; Pandey,

1992)

La técnica deultivo sobre medios sélidos, presenta ventajas frente a la de medios
liquidos(Manpreet et al., 2005; Paredéspez et al., 1991Pandey, 1992)ya que es
sencilla de implementar, debido a que no necesita de equipos complejos o sistemas de
control sofistcados Postemsky y Curvetto, 2015; Roadjanakamolson y Suntornsuk,
2010; Paredesopez et al., 1991; Pandey, 1992)h consecuencia, requieren una baja
inversion de capita(Chilakamarry et al., 2022; Paroldi et al., 2018; Pandey, 1992;
Lonsane et al., 18. Ademas, los procesos microbianos que ocurren en estos medios,

se dan de manera semejante a los de la natural®zadi et al., 2018; Postemsky y
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Curvetto, 2015; Manpreet et al.,, 2005; Paredemez et al., 1991Pandey, 1992;

Lonsane et al., 1985

Sin embargo, esta técnica de cultivo microbiano, también posee desventajas
(Pareded.opez et al., 1991; Lonsane et al., 19&s)decir, ofrece un menor rendimiento
del producto microbiano que se desea obtener, lentitud en el proceso de
crecimiento/fermentcion, acumulacion de calor, contaminacién biolégica, falta de
sensores adecuados y de técnicas eficientes de manejo de sélidos, problemas en el
escalado y restricciones para la medicion del crecimiento de los microorganismos
(Manpreet et al., 2005; Paredd.0pez et al., 1991; Pandey, 1992; Lonsane et al., 1985)
No obstante, en estas Ultimas décadas surgieron nuevas investigaciones que aportan
mas informacion y comprension, de los aspectos fundamentales para esta forma de
cultivo. Las mismas se asocianoa efectos de transferencia de calor y masa, la
modelizacién matematica, el disefio de biorreactores y sistemas de control especificos

(Chilakamarry et al., 2022; Kumar et al., 2021; Banat et al., 2021; Pandey, 2003)

A pesar de estos avances, aun se s@#aain mayor desarrollo en la modelizacion,
con el fin de permitir el escalado de la técni@@hilakamarry et al., 2022; Kumar et al.,
2021; Manpreet et al., 2005; Pandey, 2003 esta manera, se podria desarrollar como
una tecnologia viable y equipdrie, en términos de rendimiento, a la produccion
microbiana en medios liquidg&umar et al., 2021;Pandey, 2008jomo consecuencia,
el cultivo en medio solido aun esta acotado a trabajos experimentales o a escala de
laboratorio,(Cuestas, 201%ussein etl., 2018; Fermoso et al., 2018; Kuhar et al., 2018;

Lopes et al., 2016;ynch et al., 2016Panesar et al., 2015anchésSanchéz, 220;



175

Schneider et al., 2013; Roadjanakamolson y Suntornsuk, 2010; Manpreet et al., 2005;

Pandey, 20083

En los medios sdlidos, los sustratos empleados pueden ser sintéticos o naturales;
siendo estos ultimos, mas baratos y sencillos de consdilanpreet et al., 2005;
Pandey, 1992). Un ejemplo lo constituyen Issbproductos agroindustriales
(lignocelul6sios y amilaceos), como: bagazo de cebada y cafia de azucar, salvado de
arroz y trigo, orujo de uva, alperujo, astillas de madera de aserrademifidg radiata
D. Don,PopulusnigralL.),cascaras de semillas de girasol, rastrojos de maiz, algodén y
sorgo(Bidegain et al., 2019; Cuestas, 20Haissein et al., 2018; Fermoso et al., 2018;
Kuhar et al., 2018; Lizardiménez y Hernandédartinez, 2017;Socaci et al., 2017;
Lopes et al., 2016; Cheng y Yang, 2@EsichézsSanchéz2020 Postemsky y Curvetto,
2015 Panesar et al., 201%liyu y Bala, 2011; Xiros et al., 208&1adjanakamolson y

Suntornsuk, 2010; Manpreet et al., 200®andey, 1992; Paredéspez, et al., 1991

No obstante, estos residuos pueden diferir en sus propiedades (Ej.: la naturaleza
quimica de sus componentes y la capacidad de retencion de agua), lo que afecta
directamente al crecimiento de los microorganismflsopes et al., 2016)En
consecuencia, la combinacion de residuos agroindustriales, puede compensar la falta de
determinados nutriates y contrarrestar la concentracion de compuestos quimicos
antimicrobianos como, taninos, biofenoles y sal€siestas 2019; Lopes et al., 2016;
Postemsky y Curvetto, 2015)ermitiendo un mejor desarrollo y rendimiento de los

microorganismos de interés.

En vista de que el BSG es un desecho lignocelulésico como el alperujo, se decidio

analizarlos en conjunto, como medios de cultivo sélidos para el desarrollo de la levadura
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Rhodotorula mucilaginodaPSC 638 eniendo en cuenta que el alperujo constituye una
matriz de consistencia y cualidades fisicoquimicas comp(&jesigias et al., 2013;
Ouzounidou et al., 2010; Alburquerque et al., 2004) BSG presenta una composicion
de nutrientes mas balanceada, unanenor concentracion de compuestos
antimicrobianos y una consistencia mas pordgadriguez et al., 2020; Ravindran et al.,
2018; dos Santos et al., 2014; Lynch et al., 2016) combinacibn de ambos
subproductos, podriaer adecuada para el desarrollo gpguccion de carotenoides en

Rhodotorula mucilaginosaPSC 638.
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Objetivo General

Evaluar el potencial del Alperujo y del BSG, como sustratos solidos para el crecimiento y

produccion de pigmentos carotenoides por la levadihedotorulamucilaginosa.PSc

638

Obijetivos especificos

9 Desarrollar un sistema de cultivo en estado soélido pdhodotorula
mucilaginosd.PSC 638 sobre BSG, Alperujo y una mezcla de ambos sustratos.

1 Evaluar la produccion de pigmentos carotenoidesklor mucilaginosaPSC 638
desarrollada sobre un sistema sélido basado en Alperujo, BSG y una mezcla de

ambos sustratos.
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Capitulo 4. Desarrollo d&h. mucilaginosd.PSC 638 sobre Alperujo y Bagazo de cebada cervecera
(BSG).

4.2. Resultados y Discusion
4.2.1 Desarrollo dé&Rhodotorula mucilaginogdPSC 638

En los medios sélidos, las bacterias y levaduras crecen sobre la superficie del
sustrato, mientras que los hongos filamentosos penetran a través del misnuigambe
sus miceliogManpreet et al., 2005; Curtis, 2001; Pandey, 1988)por esta razén que,
para poder recuperar las levaduraeen forma limpia para la extraccion de los
carotenoides, evaluamos primero, diferentes telas como soporte para las mismas. Los
géneros que se utilizaron fueron: Friselina de 80 g, Friselina de 40 g y Mod&l6(Aig.
B-C), las cuales fueron probadas sobre alperujo (Alp), Bagazo de cebada (BSG) y la mezcla
Alperujo + Bagazo (Alp + BSG). Las caracteristicas de las mismas,isemesen la
seccion Materiales y Métodpdl..11 Desarrollo de Rh. mucilaginosa LPSC 638 sobre

alperujo y bagazo de cebada

Fig.4.6. A) Bandejas con los diferentasistratos analizados: Alperujo, Bagazo y Alperujo + Bagazo, cad
con las telas examinadas (Friselina 40, Friselina 80 y Maaéd)s de ser esterilizkas B) Bandeja con la
mezcla Alprujo y Bagazo (Alp + BSeh desarrollo dda levaduraC)Recuperacion de la biomasa crecic
mediante lavado del soporte con agua y agitacion.

Como se observa en la Hg7, en el BSG la tela que permitié el mejor crecimiento
fue el Modal. EI BSG es un sustrato granulazquk dificulta la adhesion del soporte y
la difusién de nutrientes. Sin embargo, en el caso del modal, tela mas blanda y maleable,
este efecto se ve disminuido, lo que explicaria el mayor crecimiento. Por otra parte, no

hubo diferencias entre las distigxt Friselinas.
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Fig 4.7. Crecimiento de las levaduras (N/g sustrato) en diferentes telas sobre los disi
sustratosBSG: Bagazo, Alp+BSG: Alperujo + Babagtarras muestrda media yel S.D. (n = 3).
Letras diferentes indican diferencias significativa®,p5. La linea punteada indica la cantid
inicial de levaduras sembradas.

A su vez, la Friselina 80 preseditficultades tanto para humedecerse, como para
desprender las levaduras, debido a su mayor grosor, o que determiné unrmeno
crecimiento deRh. mucilaginosaPSC 638, sobre todo, en la mezcla Alp HB§3.7).
Ademas, durante los lavados, las colonias de la levaderaecuperaban con mayor

dificultad, en comparacion a las telas Friselina 40 y Modal.

En conclusion, las les que permitieron el mejor crecimiento y desprendimiento
de las levaduras fueron, Modal y Friselina 40. En ambas, los nutrientes presentes en el
sustrato pudieron difundir y ser accesibles a la levadura para su consumo. Ademas, la
caracteristica de ambageneros permitié extraer facilmente la biomasa desarrollada.
Sin embargo, en el caso del Modal, se observo alguna percolacion de la levadura hacia
el sustrato, debido a su entramado mas abierto, en comparacion a la Friselina 40. Se
evalu6 entonces, el coimiento y produccién de carotenoides en Alperujo, BSG vy la
combinacion de ambos sustratos, en cantidades iguales, empleando Friselina 40, como

soporte de crecimiento.
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El crecimiento dd&kh. mucilaginosaPSC 638ue mayor en la mezcla Alp + BSG,
que en los sustratos individuales (Fg8). En comparacion al alperujo, el BSG es muy
rico en azlcares, presenta una composicion mas balanceada de nutrientes y una menor
concentracion de compuestos inhibidores (salgmlffenoles)(Rodriguez et al., 2020;
Ravindran et al., 2018; Ouzounidou et al., 2MM0rillo et al., 2009)Sin embargo, como
se menciond previamente, su granulometria dificulta la accesibilidad de los nutrientes a

las levaduras, lo que se traduciriawemmenor crecimiento (Fid..8).
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Fig.4.8. Crecimiento de las levaduras sobre los distintos sustratos. Las barras muestran la media y
el SD. (n=3).* p0®, * 001 Lalika punteada indica la cantidad inicial de levadt
sembradas.

El alperujo por otro lado, tiene una composicién desfavorable para el desarrollo
de microorganismos ya que, entre otros factores, contiene escasa concentracion de
nitrégeno y alta concentracién de compuestos antimicrobsgrmmo los compuestos
fendlicos(Lopes et al., 2016; Albuquerque et al., 2009; Moflyez 2007; Vylissides et
al., 1998) Sin embargo, su estructura semisolida favoreceria la transferencia de masa
hacia el soporte de la levadura. De esta manera, la mezcla de ambos sustratos
combinaria los beneficios de cada uno. Es decir, la consistencia del alperujo y el
contenido de nutientes del BSG (particularmente carbohidratos), lo que determinaria

un mayor crecimiento d&h. mucilaginosaPSC 638.



181

En relacién con los resultados obtenidaspes et al. (201&orroboraron esta
hipotesis al combinar alperujo y salvado de trigo (cap@rex del grano, obtenida
luego de la molienda). De esta manera, comprueban que la mezcla de ambos
subproductos agroindustriales mejora el desarrollo y la biosintesis de lipasas, en la cepa
de levadurayrarrowialipolyticaMUFRJ 5086 Es decir, ambos rekios lignoceluldsicos
tienen efectos complementarios cuando son utilizados en proporciones iguales, la
combinacion aligera la concentracion de compuestos fendlicos provenientes del

alperujo y aporta una mayor variedad de nutrientes, especialmente nitigen

De forma similarCuestas, (2019locumenta la combinacién de alperujo con
cascaras de girasol (que constituye otro residuo agroindustrial del SOB), como sustrato
para la produccion de hongos filamentosos de interés comeRlalifotus ostreatug
Ganalerma lucidunp. Demuestra que los mejores resultados, en cuanto a crecimiento y
productividad de esta clase de hongos, se observaron con la combinacion de ambos
residuos agroindustriales. Es decir, se asegura la porosidad de la mezcla y el balance de

nutrientes, mejorando las condiciones para el desarrollo del bioproceso.

Sin embargo, como ya se menciong, las levaduras y hongos filamentosos difieren
en su naturaleza celular, lo cual les brinda distintas formas de desarrollo y adquisicion
de nutrientes ersustratos sélidogManpreet et al., 2005; Curtis, 2001;Pandey, 1992)
Los hongos filamentosos forman una red multicelular denominada micelio, que
constituye su parte vegetativdslam et al., 2017; Postemsky y Curvetto, 2015; Curtis,
2001) EI mismo, se eopone de filamentos tubulares (hifas) cuyas longitudes varian
desde pocas micras, a varios metftgam et al., 201 7Curtis, 2001). Las hifgsieden

penetrar los sustratos sélidos a diferentes profundidades en busca de nutriésitas (
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et al., 2017; Pdemsky y Curvetto; 2015; Manpreet et al., 20Crtis, 2001)Ademas,
secretan, enzimas hidroliticas extracelulares como ligninasas y celulasas, que les
permiten degradar la matriz lignocelulési¢hizardiJiménez y Hernandeédartinez,

2017; Manpreet et b, 2005; Pandey, 1992De esta manera, habilitan el acceso del
organismo a nutrientes que estan ubicados a mayor profundidad del sustrato soélido
(Manpreet et al., 2005) Por lo tanto, se diferencian de las levaduras y bacterias que, al
ser unicelularessolo pueden desarrollarse y acceder a sustancias nutritivas que se
encuentran en la superficie de un medio solif@uestas, 2019; Kuhar et al., 2018;
Manpreet et al., 2005;Curtis, 2001) De esta manera, el utilizar un soporte de
crecimiento (en este casta Friselina 40), permitiria realizar varios ciclos de desarrollo
de la cepa sobre el mismo sustrato sélido. De hecho, no se espera que la cantidad de
nutrientes consumidos poRh. mucilaginosaPSC 638 en un ciclo de crecimiento, sea
significativo respeto a la disponibilidad total de nutrientes ofrecida por la masa de

sustrato.

Evaluamos luego, la produccién de compuestos carotenoides en los diferentes
sustratos. Como muestra la Fig94la levadura fue capaz de sintetizar pigmentos
carotenoides en tods los sustratos analizaddSuando el contenido de carotenoides
totales se expresa en pg/g biomasa, no se encuentran diferencias significativas entre la
produccion de carotenoides en el Alp y Alp + BSG. Aunque se observa una tendencia a
obtener valores mgores en Alp + BSG. Por otra parte, los valores mas bajos de

carotenoides totales, se obtuvieron cuando la levadura desarrolla sobreFBH®).
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Fig.4.9. Carotenoides totales (ug/g biomasa), producidos Bbr mucilaginos&PSC 638obre
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Sin embargo, cuando el contenido de carotenoides totales se expresa en funcién
de los g de sustrato empleados (FidL0), observamos que hay un mayor rendimiento
en Alp + BSG, probablemente debido a la combinacion de un mayor crecimiento de la

levadura (Figd.8) y una mayor produccion de carotenoides (Fi§).4
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Fig.4.10.Carotenoides totales (ug/g sustrato), producidos Rbr. mucilaginosaPSC 638obre
alperujo, bagazo de cebada (BSG) y la mezcla de ambos sustiatdsarras muestran media
{ d5d 0Oy ,alp o GFPGF LI nn

Es importante destacar, que como demostramos en los capitplevios, el
alperujo al poseer una concentracién alta de sales y compuestos fendlicos, ademas de
una composicion de nutrientes desequilibrad@uzounidou et al., 2010; Usaquen
Alvarado, 2008; Borja et al., 2006; Alburquerque et al., 20pd¢de provocamuna

mayor estimulacion de la sintesis de carotenoide®Rbnmucilaginosa sp.
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De esta manera, el bagazo aportaria una mayor concentracién y variedad de

azucares, que el alperujo. A la vez, este subproducto olivicola al contener sales y

compuestos fendligs, estimularia la carotenogénesis Bh. mucilaginosaPSC 638

(Yoo et al., 201670z et al., 2015; Moliné et al., 201&m et al., 2004L.ibkindet al.,

2004;Mares, 1982 Por lo tanto, la combinacién Alp + BSG, mejoraria el desarrollo y la

sintesis decarotenoides erRhodotorula mucilaginosBPSC 63&rindando una nueva

posibilidad de reconversion de estos dos subproductos agroindustriales abundantes en

el SOB, como medios de cultivo soélidos.

4.2.2.Perfil de carotenoides identificados

[ 24 LINAYOALNf Sa

OFNRPGiISYy2ARS&a LINRP-RdzOARZ2 A

caroteno (Fig4.11 A-B). Estos resultados, coinciden con lo reportado en capitulos

anteriores y la bibliografietSharma y Goshal, 202@eigaRodrigues et al., 2019; Cheng

y Yang, 2016; Moliné et al., 201alisorn y Suntornsuk, 2008uzzini et al., 2007;

Maldonade et al., 2007; Aksu y Tugba, 20dbkind et al., 2004; Marova et al., 2004,

Frengova et al., 199%)argauth y Meydav, 1968)
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Fig.4.11. Carotenoides individualesn pg/g biomasaA) y pg/g de sustratdB), producidos porRh.
mucilaginosd_PS®38 sobre los distintosnedios Las barras muestran media y S.D. (n = 3).

Estos tres tipos de carotenoides identificados, fueron preponderantes en los

sustratos que se analizaron, representando el 73, 89 y 66 % de los carotenoides totales
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en Alp, BSG y Alp+BSG respectivamente #ld). Asimismo, el toruleno fue el
pigmentoRS YI @2NJ aNyiSaAira Sy f2a GNBa ¥SRA2a &
caroteno, coincidiendo codoz et al., (2015); Frengova y Beshkova, (2008); Libkind et

al., (2004); Margauth y Meydav, (196&8demas, en las levaduras crecidas sobre

alperujo se acontraron trazas del precursor neuroesporeno (&92,7 ug/g de

biomasa), indicando que la ruta carotenogénica esta mas activa cuando la levadura

crece sobre este subproducto olivicola.

9f VYSdZINRPSAaALRZNBYy23I &S -zéabdrotedoFnzedidgtacciBy t A O2 L.
de la enzima fitoeno desaturagkot et al., 2018; Zoz et al., 2018pliné et al., 2012;
Britton, 1999® [ dz§323 Y024 YSRAIFIYGS NBI OOA2ySa
OFNRPGSY23 |jdz§S Sa -&Gioterlabdh@deNdunNKolet ay, 28 ;RS |

Moliné et al., 2012Britton, 1998;Margauth y Meyday, 1968.

Este paso constituye un punto de ramificacién en la sintesis de los carotenoides.
Posteriormente, el toruleno es oxidado para convertirse en torularodieaCapitulo 3,
Fig.3.1), (Tang et al., 2019; Meléndd#artinez, 2017; Kot et al., 2018; Zoz et al., 2015;

HernandezAlmanza et al., 2013; Britton, 1998)

Por otra parte, en las levaduras desarrolladas sobre BSG, se observa un menor
contenido de -caroteno y torularodina,aspecto de las otras condiciones (Tablh).
Sin embargo, en el caso delcaroteno, su % se mantiene, lo que indicaria que la
reduccion se debe a un menor contenido de carotenos totales. La proporcién de
torularodina, por otro lado, es mucho menor cuarlddevadura crece en BSG, indicando

que, no estaria favorecida la oxidacion del toruleno (Taldlp



toruleno

Torularodina

b-caroteno

Carotenos totales

pg/ g de biomasa

Alp 448.7+3.5 (50.6)
BSG 392.7+26.8 (74,3)
Alp + BSG 472.8+44.2 (45,8)

127.0£17.6 (14,3)
32.2+5.6* (6,1)

129.6+1.7 (12,6)

43.740.9* (8,3)

82.1+15.5 (7,9)

75.7+2.8 (8,5)

886,4+12,6

528,5+13,61

1032+96,78

Tabla4.1. Carotenoides individuales (ug/g de biomasa), sintetizadof®bomucilaginosaPSC 638n
Alperujo (Al)Bagazo (Bag) y combinacion de ambAl(+ BSY5Los valores representan la medic

{®5 6yTlovz
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Por dltimo,observamos quéda cantidad de carotenoides totales sintetizada Bdr.

mucilaginosaLPSC 638 crecida sobre Alp y Alp+BSG (81D ug/g de biomasa), es

similar a la obtenida en AA 'y EA 30% (EidR2 A). Mientras que, la cantidad sintetizada

de carotenoides obtenida sobre BSG00 ug/g de biomasa), seria comparable con las

halladas en los EAs de menor concentracion de alperujo A(E&B).
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Fig. 4.12.Carotenoidegotales sintetizados poRh. mucilaginos&PSC 638n A) los medios

sélidos yB) en los medios liquidos derivados del alperujo analizados.

Gon respecto alperfil de carotenoides hallado entre los medios solidos y los

medios liquidos analizados, los carotenoides mayoritarios fueron toruleno, torularodina

Sy

e -charoteno, en todos los casos (FglL3A y B)

Sin embargo, la proporciéon de estos pigmentos varia entre los medios liquidos y

sélidos. En los medios sélidos de mayor produccion de carotenoides totales (Alp y
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Alp+BSG), la proporcion de torularodina es menor respecto de los medios liquidos (AA'y
EA 30%¢omo muestra la Fig.13A, lo cual resulta en un mayor porcentaje de toruleno.
Esto es mas notorio cuandRhodotorula mucilaginodaPSC 638 crece sobre BSG, donde

la proporcién de torularodina disminuye drasticamente (Fify3B). La torularodina es

una xantofila con mayor poder antioxidante que el torulenoiy-ehroteno Tang et al.,

2019; Kot et al., 2018),0p0 lo que su disminucién en los medios solidos, podria sugerir

que en estos medios las levaduras estan menos expuestas a stress oxidativo.
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Fig. 4.8. Perfil de carotenoides individual€¢%o)sintetizados poRhodotaula mucilaginosd. PSC
638en A) mediossélidos yB)liquidos analizados.

Por otro lado, en los medios liquidos es mas significativa la proporcion de otros
carotenoides como',-caroteno y neuroesporen(Fig. 2.15 y 2.0)7Este hecho, podria
deberse a que, en los medios sdlidos, los ultimos pasos de la ruta carotenogénica no
estarian saturados o transcurren mas rapidamente, convirtiendo estos intermediarios
en los productos finas(ver Capitulo 3Fig.3.1), (Zoz et al., 2015; Hernandé&tmanza

et al., 2013Margauth yMeyday, 1968)

Definitivamente, el rendimiento de la sintesis de carotenoides y las proporciones
de toruleno y torularodina sintetizadas, no tienen valores camss(Kot et al., 2018 ;

Cheng y Yang, 2016; Hernanddmanza et al., 2014; Zoz et al., 2015; Moliné et al.,
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2012; Maldonade et al.,, 2007; Davoli et al., 2004; Libkind et al., 2@x@no se
menciond en capitulos anteriores, la eficiencia de este proesta influenciado,
principalmente, por la composicion del medi@harma y Goshal, 2020; Elfeky et al.,
2019; Kot et al., 2018; Cheng y Yang, 2016; Voaides y Dima, 2012; Marova et al., 2004)
De esta manera, estimulos ambientales como, la concentraci@ed®s compuestos
inhibidores (sales, acidos grasos, compuestos fendlicos) y la disponibilidad de fuentes
de C y N, acttan para regular la produccion de estos pigmentos lipidiRiodotorula

spp. (Kot et al., 2018; Zoz et al., 2015; Hernan8énanzaet al., 2014; Moliné et al.,

2009; Frengova y Beshkova, 2008; Davoli et al., 2004; Marova et al., 2004; Buzzini, 1999;

Moore et al., 1989)

Asimismo, las fracciones de carotenoides individuales, dependen no solamente de
la especie, sino también de la cepa la levadurdKot et al., 2018; Moliné et al., 2012;
Libkind, et al. 2006; Libkind et al., 2004; Buzzini, 1¥®@)nucilaginosacomprende un
grupo de cepas heterogéneas, con gran variabilidad fisiol6gica y fenotipica, capaces de
producir distintas prporciones y tipos de carotenoides dependiendo del medio donde
se desarroller(Moliné et al., 2012; Sampaio, 2010; Libkind et al., 2006; Libkind et al.,

2004; Buzzini,1999)

4.3.Conclusiones parciales

1 Rh. mucilaginosaPSC 638, puede desarrollarse en imedolidos formados
tanto por alperujo (Alp), bagazo de cebada (BSG) y la mezcla Alp+BSG. De esta
manera, se manifestaria la plasticidad fisioldgica y fenotipica propia del género
de la levadura, pudiendo adaptarse a las caracteristicas particulares laesam

subproductos.
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El alperujo es una matriz compleja por su consistencia y por las sustancias
antimicrobianas que lo conforman. Sin embarda, combinacion con BSG
mejoraria sus cualidades como sustrato para el desarrollo de microorganismos
de interés bidecnoldgico.

No se observaron diferencias significativas en el contenido de carotenoides
totales (ug/g biomasa) que fueron sintetizados por la levadura, sobre Alp y
Alp+BSG. Los valores mas bajos, se obtuvieron con las levaduras desarrolladas en

BSG, probalemente debido a su granulometria.

Los carotenoides sintetizados pBh. mucilaginosaPSC 638 fueron: toruleno,

0 2 Nzt I N&eteng,lconstituyendo logigmentos principales sintetizados

en los tres medios sdlidos, representando aproximadament808b de los
carotenoides totales

Toruleno fue el pigmento de mayor sintesis en los tres sustratos, seguido por
0 2 NYzf I N@&Rteng.] & |

En las levaduras crecidas sobre Alperujo, se encontraron trazas del precursor
neuroesporeno, indicando que la rutarotenogénica esta mas activa, cuando la
levadura crece sobre este subproducto.

Probablemente, debido a las propiedades antioxidantes que presentan los
pigmentos carotenoidegZoz et al., 2015 ; Hernand@imanza et al., 20133sta

cepa deRh. mucilagmosapodria desarrollar tolerancia a factores estresantes
presentes en ambos residuos lignocelulésicos.

La combinacién de ambos subproductos agroindustriales, generaria un medio de

cultivo de bajo costo, apto para el desarrollo de microorganismos con interés
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biotecnoldgico, planteando una nueva forma de reconversion de estos residuos
lignocelulésicos que sdmabituales en la region del SOB. Por lo tanto, se evitaria

la deposicion directa de los mismos y, por otro lado, se generaria una nueva
propuesta de reutilizacion dentro del marco de la economia circular. Este

concepto, actualmente estd cobrando relevance interés, en diferentes

regiones del pais y el mundo.
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de Extractos acuosos (EAsS) y Agua de
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5.1. Introduccion

En la olivicultura modernArgentina,seadopto el sistema de extraccion bifasico,
constituyéndose como el principal método de obtencién del aceite de (Mametta,
2019; Laurent et al., 20150C 2011) Sin embargo, a pesar de queestro pais es el
principal productor y exportador en Ameérica del Sur, y el décimo a nivel mundial
(Paroldi, 2019Rodriguez2018;10C 2011),no existen normativas especificas para el
tratamiento de este residuo olivico{Monetta, 2019) No obstante, en la actualidad se
estan desarrollando alternativas para aprovecharlo, siendo la més relevante hasta el
momento, el compostajéMonetta, 2019; @ Bustos y Carabajal, 2018; Moisés, 2018;
Paroldi, 2017 aurentet al., 2015; Monetta y Ibafiez, 2014; Aguirre et al., 20E4}e
método tiene como funcién, gestionar y dar valor a residuos de distintos origenes y

calidadeqde Bustos y Carabajal, 2083CQ Council, 2001)

El compostaje es un proceso bioxidativo controlado, llevado a cabo por
microorganismos sobre un sustrato organico, dando lugar a un producto maduro,
estable, inocuo e inodoro, denominado comp(idbnetta, 2019; de Bustos y Carabajal,
2018; HuertaMunoz et al., 2015; Lavadd012; Alburquerque et al., 2009; CCQ Council,
2001) Este proceso, es considerado una buena practica para transformar residuos
organicos en enmiendas de sueld4onetta y Ibafiez, 2014Purante los Ultimos afios
el canpostaje ha sido promovido, como una forma de reconversion del alperujo, por
instituciones gubernamentales de los principales paises productoresaite de oliva
(Berbel 2018; Alburquerque 20Q9En la regién de cuyo y en el SOB, por lo general, al
alperujo se lo descarta en forma directa, sin seguir ningun control o recomendacion,
utilizadndolo como enmienda organica para el su@onetta, 2019; Paroldi, 2019;

Cuestas, 2019; Moisés et al., 2018; Carrasco et al., 2018; Laurent et al., 2015; Aguirre e
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al., 2014, Filippin et al., 2014)e esta manera, cuando finaliza el proceso de extraccion
del aceite, a la salida del decanter, el alperujo es cargado a una batea o cisterna para su

aplicacion en la linea de plantacion de la fi(anetta, 2017) (Fig5.1 AB-C).

Fig.5.1. A)Alperujo depositado en batea, al final del procesegaccion bifasico del aceite de olivi
para luego ser aplicado al suelo, (Establecimiento RumarOli, General Dorrego, Prov. Bs @s)
Aplicacion directa de alperujo crudm la linea de plantacion mediante la descarga de batea y
cisterna respedévamente en fincas olivicolas de la provincia de San Jlaografias B y C tomade
de (Monetta, 2017)

Cabe destacar que no se recomienda la deposicién directa del alperujo al suelo sin
un proceso previo que conduzca a su acondicionamiento o estabiliz&adoel et al.,
2018; Monetta, 2015; Pierantozzi et al., 2012; Morillo et al., 2009; Usagbemado,
2008) Diferentes trabajos aseguran que este residuo puede provocar, a largo plazo, la
contaminacion de aguas superficiales y subterrdneas debido a escorrentias e
infiltraciones que se generan en los sitios donde se lo almgdéomaetta, 2019; Laurent
et al., 2015; Ntougias et al., 2013; Dermeche et al., 2013; McNamara et al., 2008; Mekki

et al., 2007; Aranda et al., 2006; Dellagreca et al., 2001).

Por otra parte, el alperujo por su bajo pH y los compuestos quimicos que lo
conforman (compuestos fendlicos, sales y acidos grasos), provocarian alteraciones en
las caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas del suelo; ya que incrementaria el
contenido demateria organica y de ciertos macronutrientes como N, PMd§carefie

Varas y de Bustos, 2018; Paroldi, 2017; Ntougias et al., 2013 -Rojmw et al., 201).
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Estos desbalances alteran la diversidad de los microorganismos del suelo, ya que
ocasionardesequilibrios tanto en la abundancia, como en la distribucion de sus poblaciones
(Paroldi, 2017; Shade et al., 2012). Por consiguiente, la importancia de conservar la
diversidad microbiana del sustrato, apunta a gesuelo comasistema, se mantenga
estable y funcional frente a una perturbacion degen artificial (manejo agronémico) o

natural (sequias, inundaciones e incendi@roldi, 2017; Allison y Martiny, 2008)

Por otra parte, los componentes del alperujo pueden causar fitotoxicidad en
semillasy plantulas, ya que producirian efectos supresores en la germinacion de semillas
y en los primeros estadios del desarrollo en las plarftasurent et al., 2015;
Alburquerque et al., 2009; Usaqué&itvarado, 2008; McNamara et al., 2008; Mo¥illo
Perez 2007) Sin embargo, algunos autores demuestran que estos efectos ocurren
cuando el alperujo es aplicado en dosis elevadas8(#D n¥/ha), (Monetta, 2019;

Paroldi, 2017; Barbera et al., 2013; Gioffré et al., 2004; Casa et al., 2003)

A dosis bajas (5000 n¥/ha) se observa estabilidad en diferentes procesos
biogeoquimicos del suelo (Ej.: lixiviado y adsorcion de iones) y la ausencia de efectos
fitotoxicos en plantulas y semillasiénetta, 2019; Paroldi, 2017; Laurent et al., 2015;
Aguirre et al., 2014; Barberd al., 2013; LopePifieiro et al., 2011; Saadi et al., 2007).

De esta manera, la utilizacion del alperujo en bajas cantidades serviria como enmienda
organica, en particular, en suelos de regiones aridas y semiaridas, con el objetivo de
mejorar su fertilida (Monetta, 2019; Moisés et al., 2018; Paroldi, 2017; Laurent et al.,
2015; Aguirre et al., 2014; Dermeche et al., 2013; Monetta et al., 2012; Rpeizo et

al., 2008)
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La fitotoxicidad puede expresarse como una reduccion en el nimero de semillas
germinadas y también, como una inhibicion del alargamiento de la raiz de la plantula
(Andreozzi et al., 2008; Rodriguez et al., 2008}f efectos fitotoxicos de los residuos
agroindustriales, son atribuidos a concentraciones altas de determinados compuestos
quimicos (organicos e inorganicos) que afectan la productividad de los c(iHiveda

Mufioz et al., 2015; CCQ Council, 2001)

S considera a la germinacibn como el establecimiento de un estado
metabodlicamente activo, manifestado fisiologicamente por la division celular y por la
diferenciacion(Rodriguez et al., 2008)a expresion inicial de este ultimo estadio, es la
emergencia € la radicula del embriéiRodriguez, et al.2008; Ranal y Garcie
Santana, 2006)E! proceso global de la germinacion, esta constituido por tres etapas:
imbibicién, proceso de activacion y crecimiento intraseminal. Luego, el proceso se
completa con lgrotrusion del embriénRanal y Garcide Santana, 2006; Labouriau,
1983) En el sentido practico, es dificil establecer el inicio y final de cada una de estas
etapas debido a que, los eventos moleculares y celulares estan involucrados dentro del
tejido y,ademas, se producen de manera gradirdnal y Garcide Santana, 2006\si,
la precision en determinar el momento exacto del inicio de la germinacion a través de
criterios moleculares o celulares, se sustituye por métodos macroscépicos como, el
surgimiento del embridén. Este hecho confiere cierto rigor, ya que, es un punto de
referencia que puede ser advertido por diferentes observaddRsnal y Garcide

Santana, 2004;abouriay 1983)

Para detectar de manera indirecta la presencia de sustanciasxitai® uno de

los métodos mas utilizados consiste en realizar bioensayos de germinacion, con semillas
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sensibles a fitotoxina@ascarefeVaras y de Bustos, 2018; HueNmioz et al., 2015)
Entre ellas,por ejemplo, se encuentran las dgaphanus sativugabanito), Lactuca
sativa L. (lechuga)Cucurbita pepdzapallo) yCucumis sativuk. (pepino),(Sanchez
Sanchez, 2015; Daassi et al.,, 2014; Barbera et al., 2013; Ouzounidou et al., 2010;
Andreozzi et al., 2008; CCQ Council, 20Bh)el caso particular deactuca sativd..,
generalmente se la emplea debido a su particular sensibilidad a sustancias como sales o
compuestos fendlicos y, ademas, por la rapidez en su germinédiscarefieVaras y

de Bustos, 2018; Andreozzi et al., 2008; CCQ Council,.2001)

Exise un consenso general en cuanto a que los parametros bioldgicos, como las
pruebas de germinacion, resultan ser los mas adecuados debido a que permiten evaluar
el poder germinativo de las semillas en un cierto tienfHaertaMufioz et al., 2015;
Rodriguez eal., 2008; Ranal y Garaile@ Santana, 2006l procedimiento general de
estos tests, se basa en colocar semillas indicadoras en contacto con el extracto acuoso
a probar, comparandose luego con un testigo. Posteriormente, se registra la proporcién
de semillas germinadas y la elongacion de radiculas emergedteste&Mufioz et al.,

2015; Rodriguez et al., 2008)

Sin embargo, para expresar los resultados obtenidos, lo mas frecuente es recurrir
a indices de germinaciéon (I@Rodriguez et al., 2008)osmismos, permiten comparar
cuantitativamente muestras de semillas sometidas a distintos tratamigiiRogriguez
et al., 2008; Tsioulpas et al., 200Estos tienen en cuent@ademas de la cantidad de
semillas germinadas, otros parametros como, tiempo, vdemt o energia de

germinacion(Daassi et al., 2014; Francakova et al., 2012; Andreozzi et al., 2008;
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Rodriguez et al., 2008; Carvalho et al., 2005; Tsioulpas et al., 2002; Ranal y&arcia

Santana, 2006; Labouriau, 1983; Czabator, 1962; Kotowski,.1926)

En este capitulo, se analizo la posible fitotoxicidad de los extractos acuosos (EAS)
y la fraccion liquida del alperujo fresco (AA), sobre semillasadtuca sativa Ly la
incidencia de la desfenolizacion y el crecimiento de la levaRtramucilaginosaPSC

638, en la germinacion de las mismas.
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Objetivo General

Evaluar la fitotoxicidadobre semillas deactuca sativa He los extractos acuosos (EAS)
y la fraccion liquida de alperujo fresco (AA), antes y desgeiés desfenolizacioy del

crecimiento deRh. mucilaginosaPSC 638

Obijetivos especificos

71 Determinar el efecto de los extractos acuosos (EAS) y la fraccién liquida
de alperujo fresco (AA), antes y después del crecimientoRte
mucilaginosaLPSC 638 sobre el niumero de semillas germinadas de
Lactuca sativa L.

1 Determinar el efecto de los extractos acuosos (EAS) y la fraccion liquida
de alperujo fresco (AA), antes y después del crecimientoRte
mucilaginosaLPSC 638 sobre la longitud de langlacion radical de las
plantulas obtenidas.

1 Determinar el efecto de la fraccion liquida de alperujo fresco (AA), normal
y desfenolizada, antes y después del crecimientdRtie mucilaginosa
LPSC 638 sobre el numero de semillas germinadhaataca sativa.L

1 Calcular indices de germinacion (IG): germinacion total (%), Velocidad de
germinacion (n° semillas/dig)crecimientorelativo de radicula (%), para

cada condicién experimental.
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5.2. Resultados y Discusion

5.2.1. Andlisis de Fitotoxicidad de AA y EAs con concentracién normal de compuestos
fendlicos

El nimero final de semillas gemadas depende de la concentracién de los medios
analizados (Fich.2). Enh losEAs de 5% y 10% no se observa ningun efecto deletéreo en
la germinacion de las semillasjentras que erlos EAs de 20% y 30%, el porcentaje de

semillas germinadas disminuye hasin 55% y un 45%, respectivamente

1 Inicial Final
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Fig.5.2. Porcentajetotal de semillas germinada diferentes concentraciones de Edlstenidas
antes(Inicial)y despuéqFinal)del desarrollo deRh.mucilaginosaLPSC 63&lurante 3 diasde
incubacion.Las barras muestrala media ySD. (n = 3). LetrasnayUsculas diferentesindican
diferencias estadisticamente significativerstre medios en la condicion InicialLJ ,05). Latras
minusculasdiferentes indican diferencias estadisticamente significatiesdre medios en la
condicién Finab LJ ,05). *nLJ 01 lms lineas punteadas indican el % de semillas germinadas
del control realizado con destilada.

Por otra parte, el desarrollo de@h. mucilaginosaPSC 6380 parece influir en la
germinacion de las semillas tratadas a bajas concentraciones de EAs (5% y 10%), (Fig.
5.2, Inicial vs. Final). Sin embargo, en EA 20% y 30%, se observa un aumento significativo
en el % de germinacién, luego del crecimientdrtie mucilaginoshPSC 638, aunque no

alcana los valores del control (Fi§.2, Inicial vs. Final). Este hecho, no esta
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relacionado con el contenido de compuestos fendlicos, ya que el mismo no varia a lo

largo del desarrollo de la levaduffaig.2.12).

De hecho,Saadi et al. (2007Rierantozzi et al. (2011), Barbera et al. (2013) y
HuertaMufoz et al. (2015xoncuerda en que las sales y acidos grasos de cadena corta,
también son responsables de la fitotoxicidad de residuos olivicolas, tanto como los
compuestos fenolicos. En el caso de las sales, la toxicidad radica en su efecto osmoético
(estrés osmotico), asociadda@s iones Nay Ci (Hanifi y EHadrami, 2008)Del mismo
modo, los &cidos grasos de cadena corta, pueden alterar la accesibilidad de los
nutrientes en las membranas biolégicas de las células vege{8laadi et al., 2007,

Kistner et al., 2004)

Diferentes autores analizaron los efectos inhibidores de los residuos olivicolas
(alperujo y alpechines), relacionados con la germinacion y crecimiento temprano de las
plantulas tanto de especies silvestres como cultivgd@asrantozzi et al., 2011; Hanyfi
EFHadrami, 2008; Obied et al., 2005; Martin et al., 200Q2) fitotoxicidad del alperujo
es una propiedad compleja, ya que mas de un componente puede ser responsable de
ella (Komilis et al., 2005)Si bien se afirma que los principales responsablesiaon
compuestos fendlicos, no son los Uni¢8srbera et al., 2013; Andreozzi et al., 2008;
Hanifi y EHadrami, 2008; Komilis et al., 200B)e esta manera, los acidos grasos de
cadena corta, alcoholes, aldehidos, sales y bajos pH, también tienen inaiéenkas
caracteristicas de los residuos olivicolas (alperujo y alpech{Mem)etta, 2019; Paroldi,

2017; Alburquergue et al., 2004; Barbera et al., 2013; Pierantozzi et al., 2011).

Los resultados obtenidos respecto al porcentaje de semilldsadaicasatival.

germinadas, en relacion a la concentracion de los medios derivadoslmkiujo
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semillas de Lactuca sativa L.
analizados, son coincidentes con los reportagosalpechinespor Andreozzi et al.
(2008), Berfassi et al. (2006), Pierantozzi et al. (2011) y Komilis et al. (Fy0B¥}tos
trabajos, se demuestra que, en especies horticolas, cobmxrtuca satival.,
Lycopersicum esculentu(tomate), Cichorium intybugachicoria),Cucumis sativus.

(pepino) yAllium cepaCebolla), cuanto mayor es la dilucion del alpechin mayet es

porcentaje de semillas germinadas y, por lo tanto, menor el efecto fitotoxico.

Por otra parte,Andreozzi et al. (08)y Barbera et al. (2013afirman que la

sensibilidad a los compuestos fitotoxicos del alpechin podria ser especifica de la especie

vegetal, y estaria relacionada con la dimension de las semillas. Siendo menos resistentes

las de menor tamafio, y mas toémtes las de mayor dimensién. De esta manera, las
semillas delLactuca sativaL. serian mas susceptibles a los efectos fitotoxicos del
alperujo, en comparacion a otras especies con mayor tamafio seminal. Sin embrago,

segun estos autores, la hipétesis delmafirmarse con un mayor nimero de especies.

Fig.5.3. A) Muestra testigo de semillas germinadas desativa, luego de 6 diadB) Semillas
germinadas, tratadas con extracto acuoso (EAX®%emillas tratadas con extracto acuoso (E
30%D) Semillas tratadas con la fase acuosa de alperujo fresco{8dgdas fotografias fueron
tomadas, al final del ensayo de germinacion, luggdos 6 dias de incubacién.
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Como se observa en kig.5.3, los efectos inhibidores se observaron en las
semillas tratadas con los EAs de mayor concentraéiign %.3C) y la fraccién liquida del
alperujo fresco (AAFig. 5.3D). En efecto, los resultados obtenidos coinciden con,
HuertaMufoz et al. (2015), Barbera et al. (2013), Pierantozzi et al. (2011), Andreozzi et
al. (2008), Betbassi et al. (2006) y Komilis et al. (20@)mprobandose que, cuanto
mayor es la concentmdn de estos medios, mayor es la influencia negativa sobre la

germinacion de las semillas y la elongacion radidaértaMufioz et al., 2015)

Este hecho probablemente se deba a la elevada proporcion de solutos en solucion
que presenta el alperujo (Epompuestos fendlicos, sales y acidos grasos). De hecho,
Capasso et al. (1992encionan que, luego de la extraccion total de compuestos
fendlicos en alpechines, éstos permanecieron con propiedades fitotoxicas. De lo que se
desprende que, ademas de los camegtos fendlicos, hay otros compuestos quimicos

gue influyen en la fitotoxicidad en los residuos olivicolas.

Es importante destacar que, los compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal, cuya funcién esgpra las
plantas de diferentes patdégenos y herbivo(@sorro et al., 2019; dos Santos et al.,
2014; McCarthy et al., 2013; Morilloetal., 20094 N2 a Si I f ®X wnnyT
et al., 2007; Obied et al., 2005%! alperujo constituye unauénte importante de
biofenoles como, por ejemplo: hidroxitirosol, oleuropeina, tirosol, acido cafeico,
verbascoésido, entre otrofRodriguezt al., 2018; Mussio et al., 2017; Soberon et al.,
2012; Obied et al., 2005).0s compuestos fendlicos son valiogas diversas industrias
por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antitumor@@§ 2021; Lama

Mufoz et al., 2019FernandezPrior, 2019. Actualmente, existen distintas propuestas

WI ¢
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para recuperarlos desde los residuos olivic@&slardi eal., 2022; Rodrigue@utierrez

y Monetta, 2021; FernandeRrior, 2019; Soberoén et al., 201Be esta manera, ademas

de extraer y emplear estos compuestos en distintos circuitos productivos/comerciales,
se genera ursubproducto olivicola menos dafino paeh ambiente, con grandes
posibilidades de ser reutilizad@RodriguezGutierrez y Mnetta, 2021; Rodriguez

Gutiérrez, 2018)

Con respecto al porcentaje de semillas germinadas en funcidredwgo (Fig. 5.4),
se observo que, en el control, el punto maximegerminacion fue a las 24 hs (dia 1),

estabilizdndose a partir de alli, en los dos dias posteriores desde el inicio del ensayo.
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En el EA 5%, en la condicion Inicial y Final, el nimero méaximo de semillas
germinadas se obtuvo, también, a las 24 horas de iniciado el ensayo. Luego, el
porcentaje de germinacion se mantuvo constante y similar al control §Fd)). El
crecimiento deRh. mucilaginosaPSC 638 no cambia la cinética de germinacion en este

medio.

Por otra parte, en el EA 10% el porcentaje maximo se alcanza en dFilja 2.4
B). Sin mbargo, luego del crecimiento de la levadura, se observé en el dia 1, al igual que
en el EA 5% y el control. Es decir que, si bien el desarrollo de la levadura no cambia el %
total de semillas germinadas (luego de 3 dias), si revierte el enlentecimient& en

germinacion obtenida.

Por el contrario, en los EAs de mayor concentracién de alperujo (20%, 30%), el
punto maximo de germinacién, en ambas condiciones, ocurre en el(&ig.3.4 GD).
Luego, a partir del dia 3, la germinacion pareceria lleganealor constante y menor al
del control, en ambos casos. Sin embargo, en los medios obtenidos luego del
crecimiento deRh. mucilaginos&éPSC 638, se observa un mayor niumero de semillas
germinadas (Figh.2y Fig.5.4). Estos resultados se relacionan con lo observado en el
analisis del indice de germinacién anterior (Big). Asimismo, en los Efas diluidos
(5% y 10%), no se observa ningun efecto deletéreo en la germinacion de las semillas;
mientras que en los de maya@oncentracion de alperujo (20%, 30%), el nimero de
semillas germinadas disminuye notablemente. Por lo tanto, el indice semillas
germinadas (%)/tiempo (Fi§.4), ilustra que la concentracion elevada de alperujo de
los EAs no solo disminuiria de@rminacbn de Lactuca sativa.L sino que tambiéra

retardaria. Sin embargo, este efecto se revierte parcialmente, luego del desarrollo de
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Rh. mucilaginos&PSC 63&s decir, que el crecimiento de la levadura generaria un

medio menos inhibitorio y mas propicio igala germinacion.

Con respecto a la velocidad de germinacion (n° semillas germinadas/dia), como
muestra la Fig5.5, en los EAmas diluidos (5% y 10%) las velocidades de germinacion

son similares a las del control y mayores que, en los EA méas con@en(ddo y 30%).

[ Inicial
Final

Vel. de germinacion
(semillas/dia)

0 : o i e
5 10

Fig. 55 Velocidad de germinacion (numero de semillas germinadas/défnido por(Gonzélez
Zertuche (1996)para cada concentracion de EA analizado (5%, 10%, 20% y 30%). Barras
representan condicién inicial (sin desarrollo de la levadura). Barras magezpndicion final (cor
desarrollo). ns: diferencias no significativas. Las lineas de puntos indican la Vel. de germina
control realizado con ¥ destilada. ** diferencias significativaaiNOVA (=0.05).

Bvaluamos luego, la incidencia del desarrollo de la levadura sobre la velocidad
germinativa. Observamos que en los EAs de 5% y 10%, la velocidad de germinacion no
se ve afectada por el desarrollo de la levadura. En cambio, en el EA 20%, las semillas
germinan mas lentamente que el control y esta situacion no cambia luego del
crecimiento deRh. mucilaginos&PSC 638. Aunque se observa una tendencia a una
mayor velocidad de germinacién, la misma no resulto estadisticamente signifi€aiiva
otra parte, en eEA 30%, se hallaron diferencias significativas entreridicion Inicial y
final. La velocidad de germinacion aument6é cuando las sems#laacubaron con el

medio en el que crecidRh. mucilaginosd.PSC 638.0 cual, seelaciona con los
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resultados expustos al principio.Es decir, la presencia de la levadura parece aumentar
el % de germinacion total de las semillasldesativa(Fig.5.2), y también del % de
semillas germinadas/tiempo (Fig.4 D). AdemasikRh. mucilaginosaPSC 638, pareceria
revertir el efecto del retardo en la germinacion de las semillas HH4dD). En otras

palabras, la presencia de la levadura pareceria generar un EA 30% méas favorable para la

germinacion de semillas, por lo menoslersatival.
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Fig. 56. Crecimiento relativo de radicula (%) definidor (Hoekstraet al., 2002) para cada
concentraciéon de EA analizado (5%, 10%,20% y 30%). Barras vacias, representan condici
(el medio antes del desarrollo de la levadura). Barras punteadas condicién Final (medio lue
desarrollo de la levada). ns: diferencias no significativas. ** diferencias significatis&EOVA

( =0.05).

Con respecto a la longitud promedio de radiculas &:6), en todos los EAs es
menor al control. Ademas, no sencontraron diferencias significativas entre los
diferentes EAs. El desarrollo de la levadura aumenté la elongacién radicular, en el EA
30% (Fig5.6). En tanto que, efos EAs de menor concentracion (5%, 10%, 20%) no se
encontraron diferencias significats entre las radiculas de las semillas que germinaron

en las condiciones Inicial y Final. Por lo que, en estos megliasecimiento de la

levadura no influiria en la elongacion radical.
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En resumen, el crecimiento dgh. mucilaginos&PSC 638 mejora Vas indices
relacionados a la fitotoxicidad de los EAs, sobre todo en los medios mas concentrados.

El aumento del pH y la reduccion de la carga organica (Capindg.223-131), podrian

contribuir a este efecto.

Por consiguiente, tras el crecimiento 8. mucilaginosaPSC 638 se obtendria
un medio mas adecuado, para practicas agronomicas y compo&ajeBustos y

Carabajal, 2018; Paroldi, 2017; Barbera et al., 2013; Monetta et al., 2012; Alburquerque

et al., 2009; CCQ Council, 2001)

5.2.2.Anélisisle Fitotoxicidad de AA. Concentracién normal y desfenolizada.

1 Inicial Final

1004 --==-----==-------------------

Germinacion total (%)

Normal Desfenclizada

Fig. 5.7.Germinacion total (%)efinido por (Hoekstraet al., 2003 para AAcon

concentracion normal de biofenoley desfenolizada (concentracion reducida
biofenoles). Barras vacias, repentan condicion inicial (sin desarrollo de la levadu
Barras punteadas condicién finahédio obtenido luego dedlesarrollo). ** diferencias
significativas. ANOVAZ£0.05).

Como se desarroll6 anteriorment&concentracionde compuestos fenolicos en
AA es similar al EA 3Q%g. 1.3) Siendo ambos, los medios con mayor concentracion

de todos los analizadoka desfenolizacion de la fraccion liquida del alperujo fresco (AA)
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con acetato de etilo, descripta en el Capitdlo(Hg. 1.9, redujo el contenido de

compuestos fenolicos en aproximadamente un 45%.

La desfenolizacion del AA no afecthémero total de semillas germinadas, que
resulté muy por debajo del control (lineas punteadas) 8-i). Sin embargo, se obtuvo
un mayor % de semillas germinadas cuando se utilizaron los medios (Normal o

Desfenolizado) luego del crecimiento Ba. mucilaginosaPSC 638 (Fig).7).

Por otra parte, para la condiciéon Normal y Desfenolizada del AA, se observan
curvas similaress decir, la germinacion de las semillas se prolongaria hacia el dia 3 del
ensayo, tanto en la condicion Inicial, como en la Fifad. 6.8 A y B).Sin embargo,
tanto en AA Normal como Desfenolizada, se observa que el porcentaje de semillas
germinadas en la condicién Final, es mayor que en la Inicial. De todas formas, aunque se
ve una mejoria en cuanto a la germinacion de las semillas, ningin rogdiodicanzar

los niveles del Control.

A Conc. Normal Biofenoles B Condicion Desfenolizada
- Inicial -0- Final -o~ Conlrol - Inicial -O- Final -o Control
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Fig. 5.8.%millas germinadag¥)en funcion del tiempo (diasylefinido por(GonzéaleZertuche
(1996) paraAA en condicion normgh) (concentracién normal de biofenoleg)desfenolizad#B)
(concentracién reducida de biofenolesSiendoa la curva de la condiciomicial (antes del
desarrollo de la levaduja lacurva de condiciofinal (después deflesarrollo démicroorganismo)
y weurva de condicidn contrgbemillas crecidas con® destilada)
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La velocidad de germinacion no cambia debido al procestestenolizacion (Fig.
5.9. Ademas, en AA normal, el crecimiento de la levadura tampoco aéstéa
parametro; no se encontraron diferencias significativasres las velocidades en la
condicion Inicial (medio previo al desarrollo de la levadura) y Final (medio luego del

desarrollo de la misma).

Sin embargo, en el AA desfenolizada, lmsidad de germinacion de las semillas
en el medio luego del crecimiento de la levadura es mayor en comparacion a la de las
semillas que se desarrollaron en el medio previo al crecimiento el microorganismo. De
esta maneragl desarrollo deRh. mucilaginasLPSC 638 pareceria hacer de la fraccion
liquida del alperujo desfenolizada, un medio menos inhibitorio para la germinacion de

las semillas.
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Fig. 5.9Velocidad de germinacion (numero de semillas germinadas/dé&inido por(Gonzélez

Zertuche (1996) para AA en condicibn normafA) (concentracién normal de biofenoleg)

desfenolizadaB) (concentracion reducida de biofenoleBarras vacias, representan condicic
inicial (sin desarrollo de la levadura). Barras punteadas condicion final (con desarrollc
diferencias no significativas. ** diferencias significatiidOVA (=0.05).

En cuanto al crecimiento relativo dadicula(Fig.5.10), podemos observajue la
misma aumenta debido a la desfenolizacion. Ademas, en las semillas desarrolladas en

AA de concentracion normal de compuestos fendlicos, observamos que la longitud de



218

las radiculas es significativamente mayor en el medio Final (después del desteriall
levadura), correspecto aquellas germinadas en el medio Inicial ). Mientras

que, en AA desfenolizada, el desarrollo Rb. mucilaginosd. PSC 638 no altera la

longitud radicular.
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Fig. 510. Crecimiento relativo de radicula (%) definido dpekstraet al., 2002) Barras vacias
representan condicion inicial (sin desarrollo de la levadysaja AA en condicidn normglA)
(concentracion normal de biofenoleg)desfenolizad#B) (concentracion reducida de biofenoles
Barras punteadas condicion final (con desarrollo). ns: diferencias no significativas. ** difere
significativasANOVA (=0.05).

Por lo tanto, el desarrollo de@h. mucilaginosaPSC 638 en AA normal, fomentaria
la divisién celulade los tejidos radiculares permitiendo una elongacién mayor de las
radiculas. Por lo que pareceria superarse la inhibicién asociada a la composicion del AA.
Enla Fig5.11se observaa modo de ejemplo, como en este experimento, las semillas
germinadas en AA desfenolizada, luego del crecimiento de la levadura, son mas y

presentan una mayor elongacion radicular.

Los resultados obtenidos coinciden candreozz{2008 dénde documenta que a
medida que aumenta la concentracion de los alpechines, se incrementa el efecto

fitotoxico, afectando las radiculas ensativaAnalogamenteHanifi (2008yeporta que
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el alargamiento de las radiculas semillas deZea may4.. (maiz), disminuye a mayor
concentracion de alpechines

Normal Desfenolizado

g

<

Inicial

Final

Fig.5.11.A) Semillas germinadas tratadas con AA con concentracion normal de biofenoles,
levadura desarrolladeB) Semillas germinadas tratadas con AA de concentraciéon disminuid
polifenoles (desfenolizada) y sitevadura desarrolladaC) Semillas tratadas con AA d
concentracion normal de biofenoles con la levadura desarroll@&Semillas tratadas con As
desfenolizado y el desarrollo d&h. mucilaginosaPSC 638

A su vezKistner @ al. (2004)nforman una notable disminucién en la longitud de
las raices de las plantulas dgcopersicon esculentufiomate) tratadas con alpechines
crudos, en comparacién a las expuestas a alpechines detoxificados bioldgicamente. Por
su parte,Martin et al. (2002)3escriben la disminucién en el desarrollo de las raices de

Glycine maxsoja), cuando son tratadas con la fraccidn liquida de alperujo. La hipoétesis
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del autor se basa en que este hecho, es producto del declive en la colonizacion de

hongos fomadores de micorrizasG{omus mosseagGlomus diserticola

Para finalizar, existen otros estudios en los cuales se han analizado tanto
alpechines como la fraccidon liquida del alperujo fresco, para el control de malezas
(Aguirre et al., 2010Por ejem}n, Cayuela et al. (2008ncuentran que el liquido crudo
de los residuos provenientes de almazaras puede ejercer un control sobre malezas
altamente invasivas comémaranthus retrofexuk.,Solanum nigruni.. yChenopodium
albumL., en donde la emergenaite las mismas fue sustancialmente inhib{@guirre
et al., 2010; Cayuela et al., 200#nalogamente Aguirre, et al. (2010)ealizaron
ensayos de germinacion sobre sustratos constituidos con alperujo crudo y extractos
acuosos de alperujo en diferentedwtiiones, que demostraron un gran poder herbicida.

Es decir, el porcentaje de germinacion fue menor al 40%, en dos malezas comunes en el
SOB \(Vedelia glaucay Centaurea solstitialid..). Los autores consideran que la
combinacion de altas concentraciones a@mpuestos fendlicos y sales, sumados a los

bajos pH, son los responsables del efecto herbicida del alperujo y sus extractos acuosos.

5.3.Conclusiones parciales

1 El nimero de semillas germinadas y la velocidad de germinacién dependen de la
concentracion @ los medios analizados. Siendo nulo el efecto de fitotoxicidad,
en los medios de menor concentracion de alperujo (EAs de 5% y 10%), y mayor
en los medios mas concentrados (EAs 20%, 30%).

1 Las longitudes de las radiculas no dependen de manera significiiva

concentracion de los EAs.
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El desarrollo de la levadura, influye positivamente en la germinacion de las
semillas en el EA 10 %, EA 20% y 30%, en la elongacion radicular y la velocidad
de germinacion de las plantulas Hactuca sativd.., cuando cregesobre el EA

30%.

En el AA Normal, el nimero de semillas germinadas disminuye hasta un 20%.
Observandose efectos inhibitorios en la elongacion de las radiculas
embrionarias, en comparacion a la condicién desfenolizada.

El desarrollo d&kh. mucilaginostPSC 638 afecta positivamente la germinacion
total y la elongacioén radicular en AA Normal.

El desarrollo d&kh. mucilaginosaPSC 638 afecta positivamente la germinacion

total y la velocidad de germinacion en AA Desfenolizada.
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Capitulo 6: Desarrollo y produccion
de carotenoides pdrh. mucilaginosa
LPSC 63&h. glutinisy54 yRh.
graminisY52sobre medioslerivados
del Alperujo con diferentes nivelds
compuestos fendlicos.
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6.1. Introduccion

El alperujoconstituye un habitat anico y complejo del que se han aislado una
importante biodiversidad de levaduras, bacterias y hongos filamen{ddosigiast al.,
2013 Bleve et al., 201;JRomoeSanchez et al., 2010; Borja et al., 2006;-Bassi et al.,
2008; Giannoutsou et al., 2004dRamosCormenzana, 1986)No obstante, las altas
concentraciones de sales, azlUcares y el pH acido, favorecerian en mayor medida al
desarrollo de levaduras osmotolerantes, en detrimento de otros microorganismos
presentes(Ntougias &al., 2013;Arroyo-Lopez et al., 2006; Ronrfanchez et al., 2010;
Giannoutsou et al., 2004; Mouncif et al., 1993; EBassi et al., 2008En efecto, la
poblacién de levaduras en alperujo y alpechines es notablemente heterodBreaae
et al., 2011;Ntougaset al., 2013; Rom&anchez et al.,2010; Mouncif et al., 1993)
Asimismo, la diversidad de estos microorganismos suele ser mayor en los subproductos
olivicolas, en comparacion a la de las aceityRasmoeSanchez, et al., 2010; B&assi
et al., 2008Mouncif et al., 1993)Usualmente, los géneros mas representativos aislados
en los residuos olivicolas sonRhodotorula, Pichia, Candida, Geotrichum,
Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Torulaspora, Debaryomyi€ks/veromyces
(Bleve et al., 201arboui efal., 2012RomaeSanchez et al., 2010; Ntougias et al., 2013;
Arroyo-Lopez et al., 2006; Borja et al., 2006; Moriflerez, 2007; BeBassi et al., 2008;

Giannoutsou et al., 2004; Mouncif et al., 1993)

En el caso de las levaduras aisladas en el alperejen actividad celulasd)-
glucanasap-glucosidasa, peroxidasa y poligalacturonasa, lo que les permite poder
degradar sales, azUcares, proteinas, celulosa y polifenoles de bajo peso molecular
(Ntougias et al., 2013; Ronrfanchez et al., 2010; Jarbouiatt, 2012; Giannoutsou et

al., 2004, RamosCormenzana et al., 1986)
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Como se menciono en los capitulos anteriores, el impacto ambiental y fitotdxico
que se le adjudica al alperujo, se debe principalmente a la elevada concentracion de
compuestos fendlicoRodriguezGutierrez y Monetta, 2021; LanMuiioz et al., 2019;
Soberon et al., 2019; MoriBerez, 2007)EI alperujo retiene alrededor del 98% de
estos compuestos, mientras que menos del 2% se transfiere al {Eemoso et al.,
2018; Mussio et al.2014) De ahi que, diferentes autores afirman qu&n un
tratamiento previo, este residuo lignoceluldsico puede provocar la contaminaciéon del
suelo y el agua a largo pla@donetta et al., 2012; Aranda et al., 2006; McNamara et al.,
2008; Ntougias et al2013; Dellagreca et al., 2001; Dermeche et al., 2013; Mekki et al.,

2007; Laurent et al., 2015; Gonzalez et al., 1994)

Sin embargo, son numerosos los antecedentes referidos a las propiedades
antioxidantes de los compuestos fendlicos del alperujo y sagficios para la salud y
para la conservaciéon de alimentos; por lo glos compuestos fenélicogeneran gran
interés para diferentes sectorefUsaquerAlvarado, 2008; Rodrigu€zutierrez y
Monetta, 2021; Obied et al., 2005; Lavfioz et al., 2019)Adenés, el cambio en la
preferencia por parte de los consumidores hacia productos con ingredientes y aditivos
naturales, incrementan la tendencia del mercado hacia su uso, estimulando la busqueda
de nuevas fuentegThakur y Azmi, 2013; Socaci et al., 2017mBep et al., 2018;
Mihalcea et al., 2011pPor lo tanto,la recuperacion deompuestos fendlicodesde los
subproductos olivicolas, permitiria su aprovechamiento e incorporacion en el circuito
industrial, para ser utlizados con diferentes aplicaciorfRsdriguezGutierrez y
Monetta, 2021 LamaMufioz et al., 2019Berbelet al., 2018 Fermoso et al., 2018

FernandezBolafioset al.,2008).
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Actualmente, se estan evaluando distintos métodos de extraccion y purificacion
de los compuestos fendlicos presentesdesechos olivicolaBor ejemplo, extracciones
liquidoliquidoy con fluidos supercriticoSTambién separa@onespor membranas/ a
partir de sistemasromatograficos especificqRodriguezsutierrez y Monetta, 2021,
Celik et al., 202@.amaMuiioz et al., 2019Renzi et al., 20LI&RubieSenent et al., 2013

LamaMuiioz et al., 201).

Sin embargo, el uso integral del alperujo requiere previamente, de tratamientos

para romper su compleja estructura lignocelulésica y asi poder liberaotopuestos

de interés LamaMufioz et al., 2011; RubiBSenent et al., 201RodriguezGutierrez et

al., 2007; UsaqueAlvarado, 2008)ernandezBolafios y colaboradores (Instituto de la
Grasa (CSIC) Sevilla, Espaia), desarrollaron y patentaron un nuevdarmngento
hidrotermal para eAlperujo quéacilita la solubilizacion y recuperaciontdroxitirosol
(Sevilla, Espafia. Patent No. US 6,849,770 B2 ,.2088)ante este método, la biomasa

es tratada con vapor de agua a elevadas presiones, por periodos breves de tiempo, al
gue se le suma un corto periodo de despresuriza@RubicSenent, 2011; Lamisluiioz

et al., 2019; FernandeRolafos et al., 200&ernande-Bolafios et al., 2002; Usaquen

Alvarado, 2008)

Mediante este tratamiento seobtiene, por un lado, la fraccion liquida)(
enriquecida en compuestos bioactivos (compuestos fendlicos y azuganas) otro
lado, un sélido rico en celulosae presentaina mejor digestibilidad lo que permite ser
reutilizado, por ejemplo, como suplemento nutricional en piensos de rumighteaa
Mufioz et al., 2019RodriguezGutierrez et al., 2007; Ghilardi et al., 20RR)lina-Alcaide

y YafiezRuiz, 2008; Couto y Salern@1®; Valiente et al., 1995)No obstante, durante
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el proceso se generan nuevos compuestos que resultan de la degradacién de los
azucares como, furfural e hidroximetilfurfural (HMF), los cuales inhiben el crecimiento
de microorganismogGhilardi et al., 202, PueBlanco 2021 .) Sin embargo, estos
productos resultantes se los puede extraer mediante cromatografia en columna
(FernandeaBolafnos et al.,, 2002De esta manera, sebtiene un liquido con gran
potencial para ser utilizado en distintos bioprocegbaoca, E., et al 202 Rodriguez
Gutierrez et al., 2007EImétodo hidrotermal genera un residuo mas amigable con el
medio ambiente, y reduce los costos econdmicos y energéticos debido a que elimina el
uso de productos quimicos acidos y basif®sbieSenent, 2011)Asimismo, permite

que se separen de manera mas eficiente las fases liquida y solida del alpham@

Mufioz et al., 2019)

Como ya se menciond, los carotenoides presentan gran importancia econémica
(RodriguezConcepcion et al., 2018GavildrBravo, 2017; Vargddurga, 2017,
Ungureanu et al., 2012)Jebido a que se emplean como colorantes y aditivos en
suplementos nutricionales, piensos, productos cosméticos y farmacéutis&su y
TugbaEren, 2005 ; Cheng y Yang, 2016 ; VRg@drgues et al., 2019; Surai et al., 2001;
Husseiny et al., 2018) Ademas, esun opcion interesante obtenerlos mediante
bioprocesosmas amigables con el medio ambiente y que abaranten los costos de

produccion (vetntroduccion General, paginas-28).

En loscapitulos anteriores, se demostré que la cdpla mucilaginos&aPSC 638
puede crecer y sintetizar carotenoides en extractos acuat®salperujo (EAsS) de
diferente concentracioren la fraccion liquida del alperujo fresco (Ag)en medios

sélidos constitudos por este subproducto. Sin embargo, la elevada concentracién de
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compuestos fendlicos, caracteristicos de estos medios, podria limitar el rendimiento del
proceso En estecapitulg se evalué la capacidad de desarrollo y sintesis de carotenoides
de Rh. mucilaginosd.PSC 638, cuando desarrolla eredios desfenolizados por
diferentes métodos EAs y AA desfenolizasl mediante extraccion con solventes y L
desfenolizada mediante cromatografia en columnA&demas el uso de cepas
provenientes de ambientesimilares al proporcionado por los medios derivados del
alperujo podria sumar un factor de mejora en el proceso. Es por ello que tamsdién
comparo la capacidade crecimiento y produccién de carotenoidesRle. glutinisy54

y Rh. gramini&’52 en L desfaolizada mediante cromatografia en columna. Estas cepas

fueron aisladas desde el proceso de fermentacién de aceitunas de mesa
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Objetivo General

1 Explorar una estrategia para revalorizar gkeatijo acoplando la recuperacion de

compuestos fendlicoson la produccion de carotenoides.

Obijetivos Especificos

1 Caracterizar y comparar el desarrollo y produccién de carotenoidesRpor
mucilaginosaLPSC 638, eBA 10 %, EA 30 % y AA concentracion de
compuestos fendlicosrormal y reducida mediante particion Iquido-liquido
(desfenolizados).

1 Caracterizar la fraccion liquida obtenida del Alperujo sometidatamiento
hidrotermal normal y desfenolizada medianteomatografia en columnpara
utilizarla como medio de cultivo de levaduras del génBioalotorula (Rh.
mucilaginosa LPSC 638,. glutinisy54,Rh. graminisf’52).

1 Evaluarel rendimiento en el desarrollo y la produccion de carotenoidiesios
cepas del géner&®hodotorula(Rh. glutinisy54y Rh. graminisy52, aisladas de
la fermentacion de aceitunas de mesa sobre la fase liquida desfenolizada
derivada del Alperujo sometido a tratamiento hidrotérmico.

1 Comparar el crecimiento y la produccion de caroteno®bdemucilaginosaPSC
638, Rh. glutinisY54,Rh. graninisY52 enla fase liquida desfenolizada derivada

del Alperujosometido atratamiento hidrotérmico.
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6.2. Resultados vy Discusion

6.2.1.Caracterizacion del crecimiento B&. mucilaginosePSC 638 en medios normales
y desfenolizados.

Como se mencion6 da Introduccion General (pag.-15) y en eCapitulo 1(pag.
73), los compuestos fendlicos presentes en los subproductos olivicolas tienen actividad
antimicrobiana(Morillo et al, 2009; Usaquewlvarado,2008; Sayadi et al., 2000;
Allouche et al., 2004En consecuencia, la extraccion de los mismos, permitiria que los
medios derivados del alperujo (EAs y AA), sean sustratos mas adecuados para ser
empleados en bioprocesos como, paoduccién de pigmentos carotenoides por
levaduras del géner&hodotorula Al mismo tiempo, se recuperarian los compuestos
fendlicos que, como se explicé anteriormente, tienen multiples aplicaciones. Por esta
razon, se decidié desfenolizar los medios deyonaconcentracion (EA 30% y AA) y,
ademasel EA 10%, como modelo de un medio menos concentiadelCapitulo 1 Fig.
1.7) tambiénse demostr6é que, mediante la técnica de desfenolizacidn particion liguido
liquido, (acetato de etilo), se obtuvo umaduccién en el contenido de compuestos

fendlicos de un 45% para los EAs y de un 30% para el AA.

A B
EA 10 %
- Normal 0 0.5-
30d B Desfenclizado
0.4-
2 T
5 20+ = 0.3
5 =
= = 021
= 104
0.14
0 T T T T 0.0 T
0 1 2 3 4 Normal Desfenolizado

tiempo (dias)

Fig.6.1 A) Desarrollo deRh. mucilaginosaPSC 638n° de células/ mlgn EA 10% bajo la condicion norm
(circulos negros) y desfenolizada (cuadrados grises) de compuestos fendlicaste cuatro dias de
incubacionB) Tasa de crecimiento maxima especifioasdatos se muestranamo lamedia yS.D. (n 5).



237

Como se observen la Fig6.1, la levadura alcanza la fase estacionaria a los 2 dias
en el EA 10% (normal y desfenolizado), y no se detecta un periodo de lafentismo,
ambas curvas de crecimiento estan casi superpueptado que la desfenolizacion del
EA 10% naodificaria el crecimiento déh. mucilaginosePSC 38 (Fig.1). Estosugiere
gue la concentracion de compuestfenolicos presentes en el EA 10% no es inhibitoria

para esta levadura, y por lo tantodatraccion de los mismos no afecta el crecimiento.

A -®- Normal EA 30 % B os-
. 21 EA30%
B Desfenoliazdo -
304
- 0.64
£
o 204 .
o o < 0.4+
o
8 <
= 10+ 0.2-
0 T T T T T OO' T
0 1 2 3 4 Normal Desfenalizado
Tiempo (dias)
C - Normal D .
. 0.8 AA
304 & Desfenoliazdo rose
= 0.6 I
E
T 20- o o
[&] < 0.44
© =
o x
z 107 0.21
O T T T T T OO'j T
0 1 2 3 4 Normal Desfenolizado

Tiempo (dias)

Fig.6.2. A yC)Desarrollode Rh. mucilaginosaPSC 63&n° de células/ mLgn EA 30% y AA, baj
condicién normal (circulos negros) y desfenolizada (cuadrados gdseashte cuatro dias de

incubacionB y D) Tasa de crecimiento maxima especifios.datos se muestrame media yS.D. (n
=5).
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Sin embargo, en el EA 30% y en AA se hallé un nimero significativamente mayor
de células, cuando la levadura crece bajo la condicion desfenolizada, respecto a la
normal, siendo este efecto mas evidente en el EA 30%6GRid y C). En los medios
desfenolizados se alcanzo la fase estacionaria en el dia 1 y no se observo fase Lag, a
diferencia de los medios normales en los cuales se observo la fase Lag y se alcanzé la
fase estacionaria en el dia 2 (\ldg. 2.5. Ademas, fue evidente una aceleracion en la
division celular producto de la desfenolizacién (l6ig. B y D).Cuando se mide la
biomasa como peso seco (g/L), se observa un comportamiento sifgadecir, al
comparar la condicidbn normal con la desfenatla se detecta un aumento de la

biomasa cuando la levadura crece en EA 30 % y en A/A.Blig.

81 = Normal
Desfenolizado —
— 6+ P T
237 S
o N
A
L
£ E
o
N 2-l I
U-
EA10% EA 30 %

Fig.6.3. Biomasdfinal deRh. mucilaginos&PSC 63B1edida como peso seco (g/lgbtenida en los
tres medios analizados bajo la condicién normal y desfenolizaadatos se muestran con media
S.D. (n 5).*** indican diferencias estadisticamerieA 3y A T A 001 A @ & o6LI - n

Aunque es evidente que la desfenolizacion favorece el desarrolldRlde
mucilaginosaLPSC 638, el contenido de compuestos fendlicos y el crecimiento de la
levadura (medido como numero de células o peso seco) no estan correlacionados
linealmente (Fig6.4). De hecho, se obtiene casi el mismo nimero de células en todos

los medios desfenolizados a pesar de que el contenido de compuestos fendlicos varia
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entre 0,3g/L (EA 10 % desfenolizado) y 1,95 g/L (AA desfenolizado). Por ejemplo, si bien
la condicidn desfenolizada del AA tiene un contenido de compuéstddicos mayor al
EA 30%sin desfenolizaf1,95 + 0,08 g/L vs. 1,51 £ 0,03 g/L), se triplico el nimero de

levaduras y casi se duplico la biomasa @4).

A 30
EA 10 %D
YEA30%D § AaD
T 20-
S
o) EA 10 %
N v
K } AA
< 10 YEA30%
zZ
0-
r’=0.1847
8
B
AAD
= © 6- N
:@8 EASUO%D EA 30 %
@ N O
DG 4] ccmmmeemmmmemmmmmmmmmmm
£ E EA 109
o o 0O OEA10% ﬁ
n < EA 10 % D
m 24 ot
r?=0.01126
0

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Compuestos fendlicos (g/L)

Fig.6.4. A) Numero final de células obtenidas en funcién de la concentracion de compuestos fen
(g/L) de los distintos medioB) Valores de peso seco (g/eh funcién de la concentracion d
compuestos fendlicos (g/L) de los distintos medibss @&tos se muestran con media y S.D. §).=

Estos resultados sugieren que la clase de compuestos fendlicos remanentes
podrian ser determinants para el crecimiento d&h. mucilaginosaPSC 638nasque
la concentracion total de compuestos fendlicsacetato de etilo extrae con diferente

selectividad los diintoscompuestos fendlicos presentes en los subproductos olivicolas,
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siendo mas eficiente para los de bajo peso molecular, chidmxitirosol, tirosol y
flavonoides (Allouche et al., 2004) diferencia de éstos, los de alto peso molegidan
mas recalcitrantes a la biodegradaci&s decir, o pueden ingresar a las célulapgr
lo tanto, se espera que sean menos toxicos pasanhicroorganismos (Sayadi et al.,

2000).

En efecto tirosol, hidroxitirosol, oleuropeina,luteolina yapigenina son eficaces
contra cepas de levaduras digs especiefureobasidium pullulang Saccharomyces
cerevisiagCanal et al., 2019). Asimismo,dduras oleaginosas cont@andida rugosa
(PYCC 3238 y CBS 22T3ndida cylindraceCBS 7869) Yarrowia lipolytica(W29)
fueron capaces de crecer en presencia de 1 g/L de compuestos fendlicos cominmente
encontrados ersubproductos olivicolas (catecol, toditirosol, acido cafeico, tirosol y
oleuropeina)(Gongalves et al., 200%n todos los casos se obtuvo menos biomasa; y
con &cido cafeico y catecol, se observd una disminucion significativa de la tasa de

crecimiento.

Estudios realizados en nuestiaboratorio utilizando el mismo método de
extraccion que en esta tesis, mostraron que el acido cafeico y el catecol no estaban
presentes entre los compuestos fendlicos extraidos del alpedgola variedad
Arbequina Sin embargo, se encontraron nivelegndiicativos de hidroxitirosol, tirosol,
oleuropeina, demetiloleuropeina y verbascosido (45,3 £4,1; 33,4 +5,2; 53,7 £ 12,4; 86,5
+4,3y 82,4+ 16,5 mg/Kg) de alperdjs(), respectivamente, en el extracto de acetato
de etilo(Mussio et al., 2014 ; Masio et al., 207). Es decir, que la extraccion con acetato
de etilo, removeia una parte de los compuestos fendlicos presentes en los EAs y el AA,

gue corresponderia a los de mayor activiadad antimicrobiana.
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Sin embargo, todavia quedarian algunos qumitéirian el desarrollo deRh.
mucilaginosaLPSC 638. Genethliou, et, §020) demostraron que tras un proceso de
digestion anaerobica, los acidosiiroxibenzoico, el acido-pumarico y el acido 3;4
dihidroxibenzoico, eran los compuestos fendlicos mexzlcitrantes presentes en las
aguas residuales de las almazaras. Estos compuestos no se extrajeron eficientemente
con acetato de etilo. Ademas de lo mencionado, otros factores como el alto contenido
de materia organica y la concentracidéelevadade sales, tambiéncontribuyena la
toxicidad del alperujo (Ntougias et al., 2013; Ouzounidou et al., 2010SBssi et al.,

2008; Borroni et al., 202 7Ghilardi et al., 2022). La mayoria dstos compuestos
permanecen en los medios derivados del alperujo rfredes y desfenolizados), lo que

perjudicaria el crecimiento microbiano.

6.22. Caracterizacién de los medios normales y desfenolizados luego del crecimiento de
Rh. mucilaginosaPSC 638.

Como podemos observar en la ¢, se registraron variaciones ehpH durante

el periodo de desarrollo de la levadura en EA 10 % (normal y desfenolizado) y en EA 30
% (normal y desfenolizado). Cabe recordar que, si bien la desfenolizacién con acetato
de etilo acidifica el medio, el pH fue corregido previo a la inetiha con Rh.

mucilaginosa LPSC 638

En el EA 10%, en la condiciébn normal (Bi§.A), los valores de pH fueron
significativamente superiores a los registrados en las muestras desfenolizadas (p
0,0001). Esta tendencia se observé durante todo el periddoincubacion de la
levadura. Ademas, en ambos medios se observa una alcalinizaciéon producto del

crecimiento de la levadura (Fi¢.5 B). Las levaduras con un fuerte metabolismo
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oxidativo comoRhodotorula spp.pueden consumir acidos organicos como sustsa

por lo tantg aumentar el pH del medio durante su crecimienter(Fig 29).

En el EA 30 %, en cambio, no se observaron diferencias en el pH durante el
crecimiento deRh. mucilaginos&aPSC 638 en los medios normal y desfenolizado (Fig.
6.5 C), aunque en ambos medios se obtiene un pH mayor a la inicial, hacia el fin de la
incubacion (Fige.5 D). El incremento en el pH en los EAs ocurre enireleprdia de
cultivo y luego sdlega a una meseta. Mientras que, enfé\, por otro lado, no hay

variacones en el pH (Fig. 6.5D vy F).

Como se describio en el CapituloTal§la 1.1 Figs 1.1 el alperujo presenta una
gran concentracién de azucares simples y compl@fesnandezBolafios et al., 2004;
Ouzounidou et al., 2010Estos carbohidratos, se hallan en diferentes concentraciones
segun la variedad de aceitunas y las condiciones climaticasite su desarrollgBorja
et al., 2006) Por otra parte, el contenido de glucosa no éefectado por la extraccion
de compuestos fendlicos (Fih9 A), debido a que este azlcar no es soluble en acetato
de etilo (Mussio et al., 207), por lo que etaria disponible para la levadura. En la Fig.
6.6, se muestra el consumo de glucosa Ein. mucilaginos&éPSC 638, en todos los

medios y en ambas condiciones.

En el Capitulo 2 Tabla 2.1 se observé que, si bien la levadura asimila
eficientemente la glucosa presente en AA y EAs normales, el consumo es
significativamente mayor en el EA 10%, seguido por &&430 %.Este mismo patron
se repide en los medios desfenolizadbfy. 66). En el EA 10 el consumo de glucosa

fue de~88 %, en EEA 30 %le ~56 %, mientras que en AA 82 %.
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Fig.6.6. Consumo de glucosa (g/L) geh. mucilaginos&aPSC 63Riego de crecer durante 4 dias
A) EA 10%(0) 30% yE) AA, normaly desfenolizad. Consumode glucosa, expresado como (%) t
funcion del tiempo en EA 109B)(EA 30%D)y AA(F)en la condicion normal (circulos negros)
desfenolizada (cuadrados grisdsds datos se muestran con media y S.D. (n = 5).

La desfenolizacion no aféotl consumo fial de glucosa en ninguno de los medios.

Asimismo, era Fig. 6.6 B, D y F se puede obseeratos tres medios analizados y en
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ambas condiciones, el consumo de glucosa de la levadura, en funcion del tiempo. En el
EA 10 %, el curso temporal deetancentracion de glucosa es similar en el medio normal

y desfenolizadoKig. 6.6 B Sin embargo, en el EA 30 % y en el AA desfenolizados se
observa una aceleracion en el consumo de glucosa respecto de los medios con
concentracion normal de compuestos fdieds Fig. 66 C y D). Esto probablemente esté

relacionado con el crecimiento mas rapidoRlemucilaginosaPSC 638 en estos medios.

Algunos flavonoides (luteolina y apigenina) y ciertalgoholes fendlicos
(hidroxitirosol y tirosol), pueden actuar compohibidores de enzimas asociadas al
YSGlIo2fAaY2 RS | 13 GeOBSEARbA@Bs8a désde Una
concentracion inhibidora media méaxima (IC50) de 0,6 nigfduéiredeGonzalez et al.,
2019; Hamden et al., 2010; Lim et al., 2019; Rasouli e2@l7) Es posible entonces,
que la concentracion de estos compuesérsla condicion normal de AA y EA 38¢3

suficiente como para limitar el consumo de glucgsaespecto a la condicion

desfenolizada

C I Inicial Hl Final
3 Inicial Il Final . *
— —

TR

Normal Desfenolizada Normal Desfenclizado Normal

o9)

1.5

1a

'S
w
|

(=
1
w
1
N
N

Proteina (g/L)
S

0.

w
1
-

Proteina (g/L)

o

Desfenclizado

EA10% EA 30 % AA

Fig.6.7. Concentracion de proteisgg/L) enA) EA 10%B) EA30%y C)AAen medios normaley
desfenolizads, antes (Inicial, barras blancas) y después (Final, barras negras) del desarRillo
MucilaginosaLPSC 638 durante 4 dikes datos se muestran em lamedia y S.D. (n = 6).

En cuanto al metabolismo de fuentes de nitrégeno, s6lo observamos una

disminucién del contenido de proteinas (g/L) en los medios con concentracion normal
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de compuestos fendlicos (Fig7). Mientras que, en el EA 30 % y AA desfenolizados el
contenido de poteinas aumenta luego del desarrollo Ba. mucilaginosePSC 638 (Fig.

6.7 B y C).Este hecho podria deberse a la produccion de enzimas extracelulares
necesarias para el crecimiento de la levad(Bunsalus et al., 1955)Es decir que,
estimulando el crecimiento en los medios desfenolizados, el requerimiento de sustratos
llevaria a la produccion de enzimas para su utilizacion. Ademas de monosacaridos como
glucosa y fructosaR. mucilaginosa LPSC GRfsume estaquiosa, sacarosa y manitol
(Ghilard et al., 2020). Algunos de estos compuestos requieren la secrecion de enzimas
para su metabolizaciofWang et et al., 2021; Barbosa et al., 2018Ademas, las
levaduras del géner&hodotorulapueden producir lipasas, invertasas, glucosidasas,
quitinasas yproteasas, entre otras enzimas (Barbosa et al., 26il8et al., 2016Lario

et al., 2020; Ayadi et al.,2018Asimismo, es posible que, luego de la desfenolizacion,

otras fuentes de nitrégeno pueden estar disponibles (Messenguy et al., 2006).

Como seha mencionado en el Capitulo(Fig 1.10, Rh. mucilaginos&PSC 638
utiliza la proteina de manera menos eficiente que otras fuentes de nitrdgeno como,
peptona, urea y N@ Este hecho, podria limitar su crecimiento y también modificar su
metabolismo, favoeciendo la sintesis de diversos compuestos, como los carotenoides,

y acumulado el exceso de carbono como sustancias de re@aardi et al., 2020

6.2.3. Produccién de carotenoidesikie mucilaginosaPSC 638 en medios desfenolizados
y conconcentracion normal de biofenoles.

La produccion total de carotenoides también se vio afectada por la
desfenolizacion. En el EA 30% y AA, la reduccion en la concentracion de compuestos

fendlicos, genera un aumento en la sintesis de carotenoides respeet@andicion
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normal, aumentando la productividad volumétrica en ambos medios@ByEl efecto
es mayor en AA respecto de EA 30% @&). Por otro lado, en el EA 10%, la produccion
RS OF NR G Sy 2 A-Bafoteno/ LY Ho s lyebafectada por el peso de

desfenolizacion.
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Fig.6.8. Produccion volumétrica total de carotenoidesd Eq.i -carotend L) producidos porRh.

mucilaginosd.PSC 638 &bA 10%, 30% y AA, bajo condicion normal (barras negras) y reduci
compuestos fendlicos (barras grises), luegotd#iasde cultiva Las barras muestrala media y

S.D. (n =3y LJ 001)n

En la Fig. 6.9, se puede observar la evolucion temporal de la concentracion de
carotenos para todoks mediogunto con el crecimiento de la levaduraa produccion
de estos pigmentos aumenta cuankdolevaduranicia la fase estacionaria, la cual en el
EA 10%, ocurre en ef@3 dia (Fig6.9A), y en el EA 30% y en el AA, en°alid de
incubacion (Fig. 6.9-8).Esta caracteristica es esperable, debido a quedostenoides
son metabolitos secundarios y su acumulacion en la mayoria de las levaduras, comienza
en la fase logaritmica tardia y continda en la fase estacioristading et al., 2009;
Mannazzu et al., 2015; Frengova y Beshkova, 2008)sintesis de estos pigmentos
constituiria, un mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo presente en el medio

(Moliné et al., 2009)
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Fig.6.9. Produccionde pigmentos carotenoideenY' 3 9-djaidterio/L panel superior) y biomasa el
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En AA, la desfenolizacién solo aumenta la cantidatbtal de carotenoides, sino
que también cambia el patron de produccién (Bi§.C). Es decir, en la condicion normal
de AA, la levadura alcanza una meseta de produccion a los 3 dias, mientras que en la
condicion desfenolizada &intesis de carotenoides continlda inclusive, hast& digde
incubacion. De esta manera, el proceso de desfenolizacion permitiria el aumento en la
produccion volumétrica de carotenoides, tanto en EA 30% como en AA. Este hecho,

podria deberse a la maybiomasa producida (Fi§.9, panel inferior).

Comose ha mostrado en el Capitulo Ejd. 2.13,la produccién volumétrica total
de carotenoides en medios de concentracibn normal de compuestos fendlicos, fue
significativamente mayor eftA 30% y AA, en comparacion a los EAs de menor
concentracion de alperujo, como el EA 10%. De ahi que, tanto EA 30% y AA, constituyan
paraRh. mucilaginosaPSC 638, mejores medios para la produccion de estos pigmentos

lipidicos.
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Dado que la desfenolizacion mejora el crecimientdrte mucilaginosaPSC 638,
el aumento en la prduccion volumétrica de carotenoides podria deberse a la mayor
biomasa producida. De hecho, cuando determinamos la produccién especifica de
carotenoides, no se observaron diferencias entre los medios normales y desfenolizados
(Fig.6.10 A). Lo mismo ocurre con la tasa de produccién de carotenoides especificos
calculada al final del experimento (Fi§.10 B). Por lo tanto, enlos medios
desfenolizados, la disminucion de la toxicidad podria cambiar el metabolismo de
Rhodotorulahacia la divisid celular (es decir, la produccién de biomasa) sin un efecto

perjudicial sobre el contenido de carotenoides celulares @l9.A).

Es decir que, mediante la desfenolizacion, no solo se obtienen compuestos
fendlicos valiosos y mas carotenoides, sino también mas biomasa. La biomasa de
levadura es un producto rico en proteinas y carbohidratos que podria recuperarse

facilmente una vez ge se extraen los carotenoidéBanerjee et al., 2022.iu et al.,

2021).
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Fig.6.10. A) Produca Y RS O N i S yeardtdR@gbioraa¥adpord JjmbicilaginosaPSC 638 en E
10%, 30% y Asn condicibn nomal (barras negras) y desfenolizada (barras grid8sTasa especifica dt
produccion de carotenoides (mg/g biomasa x dia) Rle mucilaginosd PSC 63&n medios normales y
desfenolizados calculada al final del experimehtms datos se muestran con mediay S.D. (n = 5).
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6.2.4.Crecimiento de tres especies de levaduras del géRbomlotorulaen la fraccion
liguida del alperujo (AA) tratada hidrotermalmente

FerndndezBolafios et al. (2002) desarrollaron y patentaron un tratamiento
hidrotermal para el alperujo, que facilita la solubilizacién y recuperacion de compuestos
fendlicos Con este tratamiento se obtiene una fraccion liquida enriquecida en
compuestos bioactivos (L) y un sélide mayordigestiony fermentable (Lam&lufioz
et al., 2019)Los compuestos fendlicos presentes en L pueden purificarse facilmente

mediante cromatogafia en columna (Fernand®&olafios et al., 2002).

Como se muestra en la Fi§gll, después del tratamiento térmico, L mostro

niveles altos de azucares totales y compuestos fendélicos. Como era de esperar, se formé

40-

g °

2 o

2 2

= ”

.8 g

©

2 S

2 W

=2 o

@ o

5] [} C
3 C o —_—
a — =1

g N

s <
O

L LC1 LC2 L LC1 LC2

Fig.6.11 A) Concentracion de polifenoles totales (g/L) hallados en L, LC1 B)IGZhcentracion de
azucares totales (g/L), hallados en las fracciones Liquidas: (L) original, (LC1) con una pasaday
dos pasadas a través de la columna cromatograficetras dferentes indican diferencias

SAGIRNAGAOK YSY (i ®1).aAadyATAOI GAGlI & oOLJ n

hidroximetilfurfural (HMF) durante el presg debido a las altas temperaturas (Tabla
6.1). Después del paso por la columna cromatografica, la concentracion de compuestos
fendlicos se reduce en aproximadamentm 68 % con ungasadaLC) yenun 80 %
condos (LC2)(Fig.6.11 A). Junto con los compuestos fendlicos, la concentracion de

azucares totales también disminuyd, pero en menor medida §Hit).B.
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Los compuestos fendlicos mas relevantes encontrados fueron ef 3,4
dihidroxifenilglicol (DHPG), tirosol e hidroxitirosoal§la 6.1). Los niveles de HMF se

redujeron al pasar por la columna cromatografica (T&kl

C9mpuestos HMF DHPG Tirosol Hidroxitirosol
fendlicos totales
mg/L mg/mL mo/L mo/L
(/L) (mglL) (mg/mL) (mglL) (mglL)
L 4 5+0,2 4255+155 11.23+2.08 226.5+12.4 535.8+23.9
LC1 1,45+0,08 1365+84 7.84+1.34 94.50+8.50 22.55+3.30
LC2 0,94+0,03 298.5+15.6 7,74+1,7 5.10+0.98 7.17+2.80
LC2
Inicial* 0,93t0,05 401.68+24.78 8.81+1.14 5.88+0.46 6.75+1.0%

Tabla 6.1.Concentracién de compuestos fendlicos totales, HMF y los compuestos fer
mas relevantes encontrados en los diferentes medios derivados del alperujo tr
hidrotermalmente. *LC2 Inicial es el medio LC2 luego de ser autoclavado. Los val
expresan como la media £ D.E., (n=3). En cada columna, letras diferentes significan
Sadl RNaAGAOFYSydS RA F S NEBidfokidedilfurfualLd DRRGI p B4
dihidroxifenilglicol.

El proceso de esterilizacion por autoclavado, no modificé la concentracion total
de compuestos fendlicos (tirosol, hidroxitirosol o DRFBC2 vs LC2 Inicial en T&hla.
Sin embargo, aumentd la cantidad de HMEnque no llega a los niveles de L nL@d
Por lo tanto, luego de la recuperacion de los compuestos fendlicos, se obtiene un medio
(LC2) rico en azucares, que presenta baja concentracion de inhibidores como el HMF.
Asi, esta fraccién liquida, podria ser utilizada como medio de cultivo penecehiento
y produccién de carotenoides p&hodotorula spp.Para comprobar esta hipétesis, se
realizaron cultivos con tres cepas del génBimodotorula Rh. mucilaginoshPSC 638,

Rh. glutinisy54 yRh. graminis¢52. Estas dos ultimas cepas, fuerafadias durante el
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procesamiento de aceitunas de mesa, mientras cfgle, mucilaginos&PSC 638 fue
200SYARI F LI NIANI RSt olyO2 RS fS@IRdz2NI & R
(ver capitulo Materiales y métodps

Como se observa en la F&12 A luego de 3 h de cultivo en L, el numero de

levaduras viables cae a 0 para las tres cepas analizadas.

A 15 -i= Rh.graminis Y52 B 15+
12 W Rh glutinis Y54
C
O Rh. mucilaginosa LPSC 638 104 T
- b
_'_E_ a3 -
E i
54
D T T T
00 05 10 15 20 25 30 ™ et _xﬂgmoﬁ-f‘
Tiempo (h) qi'.'ﬂ'g.,{t_-:l LA fnﬁﬂl‘c'q;bﬁ
Sl \'Qﬁ

Fig.6.12 A) Desarrollode Rh.graminisY52,Rh. glutinisy54 yRh. mucilaginosaPSC 638 (UFC/mdjirante
3 horas de incubacion, en la fraccién liquida del alperujo luego del tratamiento térmi&) gnstante d
inactivacion (k) de cada levadulzetras diferentes indicaRA F SNEY OAl a Sadl RNa
0,01).

Esto demuestra la alta toxicidad de L, probablemelgteida doselevados niveles
de compuestos fendlicos y HMF (FBdl2 y Tabla6.1) que inhibirian la capacidad de
desarrollo de las levaduras. Adem&). mucilaginos& PSC 638 fue la levadura mas
sensible, como lo demuestra su mayor constante de inagtva(k), (Fig6.12 B. Es
decir,Rh. glutinisy54 yRh. gramini¥'52quefueron aisladas de un subproducto olivicola
estarian mejor adaptadas al entorno complejo que proporcionan estos meeins

comparacion aRh. mucilaginosa PSC 638 consecuencia, serian mas resistentes
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(RomoeSanchez et al., 2010; Ntougias et al., 2013; McNamara et al., 2008; Giannoutsou

et al., 2004; Rame€ormenzana, 1986; Jarboui, et al. 2012)

A . B
18 == Rh. graminis Y52 61 b
15 | Rh glutinis Y54 T
.|
E12 Rh 4
E O mucilaginosa =
o 91 LPSC 638 = a
{E-] o —— a
2 & 2. 2
=
3
0 o— N '
0 2 4 6 25 50 . A0 ' R gmﬂsa
\ . i
Tiempo (h) gl‘f"g,,{r;!- e b muc;\‘l b
- \® C

Fig.6.13 A) Desarrollo de las tres especies del génehmdotorula UFC/mL) en LCR)Constante de
inactivacion (k)lLetrasd FSNBy iSa AYRAOIFIY RAFTSNBYOAOIR SadlkRNadGAOl

Por otra parte, en LC1 se observo la misma tendencia que en®.18#®), aunque
se obtienenmenoresconstantes de inactivaciofrig.6.13 B). Por lo tanto, LC1 seria
menos téxicoque L, pero todavia persiste la capacidad de inhibir el desarrollo de las

levaduraqFig.6.13 B)

Es decirsi bienlas tres cepas evaluadasbrevivieron por mas tiempo, nes
observé crecimiento para ninguna ddlas (Fig. 6.13 A). Galafassi et al. (2012)
reportaron quecon0,75 g/L de HMF, nloay dectos negativos eta tasa de crecimiento
de la cepaRh. graminiDBVPG 702Vlientras que a concentraciones mas altas (hasta
3,5 g/L), se observé una inhibicion dependiente de la dosis. Sin embargo, a
concentraciones de 1,5 g/L la produccién de biomasa (g/L) y lipidos aumenté
ligeramente(Galafassi et al., 2012Asimismgaconcentraciones mayores de 3,5 g/L de

HMF,hubouna inhibicion completa del desarrollo de esta cepa.
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AsimismoJLin et al., (2017)eportan que la cepaRh. glutinisCGMCCobtuvo el
90% de biomasa cuando se cultivo con 0,8 g/L de HMF. Por otra WYajzeyic, et al.
(2012)afirmaronquela produccion de xilitol panna cepa ddrh. mucilaginos@PTD3),
no se vb afectada por la presencia de este inhibidor, sino hasta concentraciones de 3
g/L. Por lo tanto, no se espera que la concentracion de HMF hallada en LC1, inhiba de

manera contundete el crecimiento de estas cepas del génBiwodotorula

Compuestos
fendlicos HMF DHPG Tirosol Hidroxitirosol
totales

(g/L)

(mg/L) (mg/mL) (mg/L) (mg/L)

LC2 Inicial* 0,930,053 401.68+24.78 8.81+1.14 5.88+0.46 6.75+1.0F
LC2 Final**
S/ 0,94+0,03* 371.89+47.18 8.37+0.63 5.52+1.27 6.06+0.56

R. glutinis

Y54 1,050,06 1.56+0.53 8.27+0.2F 5.83+0.47 5.98+1.05

R 9\;22"“'5 1,130,098  3.07:0.66  8.91:0.1G¢ 582:0.56  6.10£0.75
R

mucilaginosa 0.98:0.08' 2.02£0.09° 8.15+0.34 5.440.042 6.85°0.892
LPSC 638

Tabla 6.2.Concentracién de compuestos fendlicos totales, HMF y compuestos fen
relevantes encontrados en los medios derivados del alperujo tratado hidrotermalraates
y después del desarrollo de la levadura indicadlaC2 Inicial es el medio LC2 luego de
autoclavado. **LC2 Final es el medio LC2 luego de 3 dias de incubacion a
correspondiente cepa dehRdotorulao sin ser inoculado (S/I).os valoresesexpresan com(
la media = D.E., (n=3). En cada columna, letras diferentes significan valores estadistic
RAFSNBy G Sa éhidioxnwetifyrfurab DHP&:GMihidgvoxifenilglicol.
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De hecho, cuando determinamos el contenido de HMF luego idedaacion con
las diferentes cepas encontramagie disminuye significativamente (Talde2). El
efecto es dependiente del crecimiento de las levaduras, ya que no se observa cuando el
medio se incuba sin inoculaio que indicarigue las 3cepaspuedenutilizar el HMF
como sustratqTabla6.2). Este dato es coincidente, con trabajos donde se documenta
el consumo déiMF por parte d&khodotorulaspp.(Kumaret al.,2020 Nakagameet al.,
2020 Mota et al., 2022 Vajzovicet al., 2012). A su vezJa concentracion ddos

compuestos fendlicos determinados en el medio varia luego del crecimiento de las

levaduras.
A 1 Rh graminis Y52 -- Rh. glutinis Y54 B
107 O Rh. mucilaginosa LPSC 638 10 a
o T a
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Fig.6.14. A) Crecimiento deds levaduras en L&) Biomasa normalizad@/L), producida poRh.
graminisY52,Rh glutinisY54 yRh. mucilaginosaPSC 638.etras diferentes indican diferencia
SAGIRNAGAOKYSY (i ®D).aAIdyAFTAOIGAGlIEA 6L~ n

Por consiguiente, el efecto toxiae LClpuede atribuirse a otros factores como,
el tipo y la concentracion de los compuestos fendligos aun se hallen presentes en
esta fracciédiquida.El tratamiento hidrotermal provoca la liberacion y solubilizacién de
compuestos fendlicos de bajo peso molecular, cahhbidroxitirosol, que como ya se
mencionara, tiene una gran actividad antimicraria y del que todavia quedan

concentraciones altas en LORAbla6.2) (RubiecSenent, 2011; Fernand&olafost al.,



255

2004; Lamaviuiioz et al., 2019; RubiBenent et al., 2013; Lesalyeessen et al., 2001,

Canal et al., 2019

En LC2, las tres cepas fuerapaces de crecer, alcanzando la fase estacionaria a
las 20 h (Fig6.14 ). AsimismoRh. graminisY52 mostré la mayor produccion de
biomasa, seguida dBh. glutinisY54 y como se esperaba, el menor rendimiento lo
obtuvo Rh. mucilaginosaPSC 638. De manera analoga, se observo la misma tendencia

para la biomasa normalizada medida en g/L @igl B.

6.2.5.Determinacion del solvente para la extraccion de carotenoides.

Con el objetivo deelegir el solvente mas apropiado para la extraccife
carotenoides sintetizados por las cepasRiedotorulaspp., fueron evaluados acetona,
etanol, metanol y acetato de etilo. Todos ellos son solventes eficientes para extraer este
tipo de pigmentogMartinez, 2020; Saini y Keum, 2018; Mussagy et a0)2€Como

modelo, se utilizé un cultivo en medio YM, Rb. glutinisy54.

Como se muestra en la F&15, el orden de la eficiencia en la extraccion de los
carotenoides totales fue: acetona (20,4 + 1,1 mgiEcaroteno / g biomasay etanol
(16,5 £ 0,7 mg Eq. -caroteno / g biomasa) = acetato de et{6,6 + 0,6 mg Eq. -
caroteno / g biomasay metanol (10,6 + 0,3 mg Hg-caroteno / g biomasa)De esta
manera, la acetona fue el solvente de mayor eficacia de todios evaluados.No
obstante, es importante destacar que, con etanol, también se obtuvo un buen

rendimiento (Fig6.15). Considerando que este solvente puede obtenerse mediante

bioprocesos su utilizacion haria mas sustentable la produccién y extraccion de
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carotenoides micrbianos(GonzalezAlvarez, 2021; Berbel et al., 2018; Filippin et al.,

2014; Herrero et al., 2018; Rosso y Pérez, 2BeBnandezGuijarro et al., 2018)
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Fig.6.15 Carotenoides totales obteniddsng Eqb-caroteno/g biomasajnediante la extraccion
con diferentes slventes. Letras diferentes indican diferencias estadisticamamteI y A T A O
0,01).

Respecto al perfil de carotenoides extraidos por los diferentes solventes, podemos
observar queRh. glutinisY54(como otras especies del géneRhodotoruld, produce
O02Y2 OFNRUGUSY2ARSa& LINR Y OAdallotenS(Rig(6.16; Ralstwh Sy 2 = (i 2
y Suntornsuk, 2008; Hernandé&imanza et al., 2013; Buzzini et al., 2007; Elfeky et al.,
2019; Frengova y Beshkova, 2008; Buzzini y Martin, 19&®eider et al., 2013).a
suma de estos carotenoides representa aproximadamente, el 95% del total de
OFNRPGISYy2ARS&a SEGNI NR2&dD | aAYAaY2Z &8 204&SN
caroteno (Fig6.16 A-B). Cuando en la extraccién se empled etanol, acetato de etilo o
acetona, el toruleno fue el componente principal (l6id6 B). La cantidad maxima de
toruleno se obtuvo con acetona. Por el contrario, el metanol fue mas selectivo para la
torularodina, probablenente debido a su mayor polaridad. Cuando se utilizO este
a2t @SyiaSs aS NBOdzZLISNI NPy OOIlYNR R&cRaead Ydz2 ol

representando la torularodina el 80 % de los carotenoides tot&es etanol, acetato
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de etilo y acetonaeextraSy O Y i A RI RS@l MR ¥&FdenBRge. S |

B).
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Fig. 6.16. A)Concentracién especificde carotenoides producidos pdrh. glutinis, p n-caddtieno, toruleno,
i 2 NHzt | N&ErdRehoy, btiizandoAcetona, Etanol, Ac. de etilo y Metanoltras diferentes indican diferencia:
Sa01 RNaAGAOK YSy (S ,08.AB3 ¢granfatogddmash adbteridos ehJlaxteaccim de carotenoides
individuales:b-caroteno (b-car), toruleno (Tor) torularodina (Td);caroteno(a-car), utilizando etanol, acetatoeal
etilo, metanol y acetonacomo solventes.
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En conclusién, dado que la acetona fue el solventemés carotenoides totales
extrajo y que ademas es el queejor extrajoa la mayoria de los carotenoidefye

seleccionadgararealizarlos siguientes experimentos

6.2.6.Produccion de carotenoides gahodotorulaspp. en la fraccion LC2 del alperujo
tratado hidrotermalmente

Podemos observar en la F&17, que & produccion de carotenoides especificos
fue mayor enRh. glutinisY54 yRh. graminis¥52 al comienzo del experimento, lo que

indica una mayor gaacidad intrinseca de estas cepas de sintetizar carotenoides

*k
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Fig. 6.17. Producciénespecificade carotenoidestotales, para las trexepasanalizadasLos datos se
expresan como la mediaS.D. (n=3) p<0,01** p<0,001.

[ Fda GNBa OSLI & LINP Rdz2 SKP WP i S-yeiter® N2 RA Y | X
coincidiendo con la bibliografia analizadanque la proporcién fue diferente para cada
una de ellas (Tabk&3). El principal carotenoide sintetizado inicialmente fue el toruleno,
representando aproximadamente el 45% del contenido total de carotenoides @.3bla
Inicial). Esta reportado que las levaduras del génkhmdotorulason importantes
productoras de torulen, por sobre los demas carotenoides que suelen sinteticair €t
al., 2018; Buzzini et al., 2007; Yoo et al., 26téngovay Beshkova, 200&Elfeky et al.,

2019; HernandeAlmanza et al., 2013; Cheng y Yang, 2db& et al., 2015; Kot et al.,
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2018. De esta maneraRh. graminis pH LINBaSyils St -caoteddSt Y1
mientras queRh. glutinisy54 produjo una mayor cantidad de torularodina. Sin embargo,

Rh. glutinisY54 sintetizdé cantidades semejantes de toruleno y torularodina, mientras
que la prd&Rk dzO O A scgrotdR&fuel menor, teniendo el mismo orden de magnitud que

1 RSt LNGBeOagReBI@, Micial).

Este dato sugiere que se favorecerian los pasos finales de la ruta biosintética, es
RSOANE f I Ocunsteéns i toralgho RIBego! mediante reacciones de
hidroxilacién y oxidacion, a torularodina (Fi§.18), (Tang et al., 2019 Kaot,

2018;Frengovg Beshkova2008; Margarlith, 1968)

Levadura Torularodina Toruleno i -caroteno I -caroteno

(mg Eqg. dé -caroteno/g biomasa)

Inicial 5.4+0.3 7.2+1.1 2.7+0.1 0.90+0.02
R. graminisy52

Final 4.7+0.4 7.0£0.5 2.7£0.2 5.310.4*

Inicial 8.02+1.9 7.5+0.9 0.25+0.01 0.13+0.02
R. glutinisy54

Final 9.3+0.7 25.6+2.6* 2.2+0.2* 5.1+0.3*

o Inicial 0.54+0.02 1.05+0.03 0.46+0.01 0.39+0.01
R. mucilaginosa

LPSC 638
Final 2.9+0.5* 5.1+0.6* 2.0+0.7* 1.3+0.3*

Tabla 6.3 Cantidades de carotenoides individuales (media + S.D.) producidas p
diferentes levaduras al inicio (Inicial) y después de 3 dias de cultivo en LC2 (Final). Ce
Final fue comparado con el correspondiente valor Initipk0.01. (n=3)
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Con respecto al perfil de carotenoides hallados al final del ensayo, luego de 3 dias
de incubacioén, se encontrdé que &h. glutinisY54 el perfil de carotenoides cambio
respecto a la etapa inicial. El extracto obtenido presentd cantidades significativamente
mayores de torulenob-O I NP { Scgr@en@ en‘comparacion a las concentraciones
iniciales El toruleno constituyé aproximadamente| 60 % del total de carotenoides

hallados obteniéndose asi, un extracto enriquecido en este pigmento.

Por otra parte, la torularodina se mantuvo constante (T&8aFinal). Este hecho
podria deberse a una saturacion en la oxidacion del toruleno, pendo la
acumuhcion deeste carotenoide evitando quese produzcan mayores cantidades de

torularodina,(Zoz et al., 2015; Mihalcea et al., 2011; Margarlith y Meydav, 1968)

Respecto &h. gramini¥'52, la situacion es diferente ya que, ademas de un menor
incremento en el contenido total de carotenoides, se observa la acumulacion del
LINEG O dzMard?eNd (Tabla6.3, Final). Este precursor representa un punto de
ramificacion en la biosintesis de carotenos, generando por un kdaroteno o
toruleno y torulaodina (Fig6.18), (Buzzini et al., 2007; Kot et al., 2018; Zoz et al., 2015;
Mihalcea et al., 2011; Margarlith y Meydav, 19d3ado que los productos finales de las
R2 & NJ-cxrbténo, tofuleno y/o torularodina), no cambiaron su concentracion en
estacepa, los Ultimos pasos de la carotenogénesis parecieran ralentizarse cuando la
levadura se desarrolla en LCRor el contrario, el perfil de carotenoides no caméro
Rh. mucilaginosd PSC 638, luego de crecer en LC2 (TéBlaFinal). Todos los

carotenoides aumentaron su concentracion especifica en la mgmaorcion
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La principal funcion de estos pigmentos en levaduras ubicuas, aerobias y
heterétrofas, como Rhodotorula spp. estd asociada a proteger moléculas vy
componentes celulares vitales, de lesacciones fotooxidativaéBuzzini et al., 2007;
Moore et al., 1989; Kot et al., 2018; Zoz et al., 2015; Frengova y Beshkova, 2908)
consecuencia, estos pigmentos antioxidantes les pemmgebrevivir en una gran
variedad de ambientes complejos, comos Isubproductos olivicolas (alperujo y
alpechines)(Jarboui et al., 2012; Ntougias et al., 2013; Marova et ad4,2doore et
al., 1989; Veig&odrigues et al., 2019; Margarlith y Meydav, 196Beng y Yang, 2016;
Mihalcea et al., 2011)Es asi que, estaresultados consolidan el concepto de que el
rendimiento en la biosintesis de carotenoides y la proporcién que se sintetiza de cada

uno de estos pigmentos, dependen de la especie y la cepa de levadura, por lo menos en

, 7-Caroteno |

|

> ' Toruleno

—> B- Caroteno

| LICOPENO |

Hidroxilacion
= y Oxidacién

v

Torularodina

Fig. 6.18. Pasos finalesle la ruta biosintéticade carotenoidesen levaduras. Se observa |
O2y @SNEA s Yy JRafotenohiddiabalZRE 2ebidcion emediada por la enzimbcopeno
ciclasalLuego aravés de reacciones de hidroxilaciéon y oxidacidn, el toruleno se transform
torularodina. Esquema adaptado danget al.,2019

el génerarhodotorulg/Aksu y Tugb&ren, 2005; Libkind et al., 2004; Moliné et al., 2012;

Cheng y Yang, 2016)

Cabe sefalar que, independientemente de las variaciones que se hallaron en el
perfil de caotenoides sintetizados, se observé un aumento en el contenido total de

carotenoides en las tres especies analizadas. Sin embargo, la cepa que obtuvo el mejor
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desempefio fueRh. glutinisY54 mientras que Rh. mucilaginos&PSC 638 presento la

menor producion especifica en LC2. No obstante, se obtuvieron mejores resultados en

cuanto a su desarrollo y sintesis de carotenoides en LC2, en comparacion a la fraccion

liquida del alperujo (AA) y los extractos acuosos (EAs) que se analizaron en este capitulo

y encapitulos anteriores.

6.3.Conclusiones parciales

T

Rh. mucilaginosaLPSC 638, puede desarrollarse en todos los medios
desfenolizados que se estudiaron. El proceso de desfenolizacion favorece el
desarrollo de la levadura

En los medios constituidos por una mayor concentracion de alperujo (EA 30% y
en AA), se hallé un namero significativamente mayor de células cuando la

levadura crece en la condicion desfenolizada, en comparacion a la normal.

No hubo diferencias significais en el desarrollo de la levadura en ambas

condiciones del EA 10%.

El contenido deeompuestos fendlicoyg el crecimiento de la levadura (medido
como nuamero de células o peso seco) no estan correlacionados. De hecho, se
obtiene aproximadamente el mismaimero de células en todos los medios
desfenolizados, a pesar de las diferenciadaenoncentracién de compuestos
fendlicos.

En todos los medios analizados, hay un consumo marcado de glucosa en las dos

condiciones evaluadas.
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La levadura consume proteigi@dolamente en la condicion normal de los medios

analizados.

En EA 30% y AA desfenolizadasconcentracion de proteisaumenta edebido

al crecimiento de&Rh. mucilaginosaPSC 638

La desfenolizacion aumenta la produccién volumétrica total (my-Egoteno/

L) en EA 30% y A¥en el caso del ultimo medio, también modifica el patron de
sintesis. Por lo que, este procedimiento mejoraria el desempefio de la levadura
en cuanto a la sintesis de carotenoides.

En EA 10%, no se hallaron diferencias sigtiifeecsen laproducciéon volumétrica

total de carotenoides entre la condicion normal y la desfenolizada.

En relacion a la Tasa especifica de produccién de carotenoides (mg/ g biomasa x
dia), no se observaron diferencias significativas entre las muestras normales y

desfenolizadas en ninguno de los medios analizados.

En los medios desfenolizados la disminuaiénla toxicidad puede cambiar el

metabolismo deRh. mucilaginosaPSC 638 hacia la division celular.

La extraccion de compuestos fendlicos de bajo peso molecular, que usualmente
presentan actividad antimicrobiana y fitotoxica, convierte a la fracdginda

del alperujo tratada hidrotermalmente, en un medio adecuado para el desarrollo
de levaduras del géne®hodotorula.

El uso de levaduras del géndriodotorulaaisladas desde residuos olivicolas
(Rh. glutinisY54y Rh. graminisY52) mejora la productividad de biomasa y

carotenoides, respecto a una levadura obtenida de un banco de levadrinas (
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mucilaginosa LPSC 638). Estas especies, estarian mejor adaptadas a las
caracteristicas fisicoquimicas de los subproductos olivicolaspraparacion a
aguellas provenientes de otras fuentes, coRlo. mucilaginosaPSC 638.

El tratamiento hidrotermal sobre alperujo, permite la liberaciéncdenpuestos
fendlicosde bajo peso molecular y la mayor solubilidad de azucares, quedando
disponibles como fuentes de C, para las levaduras estudiadas

Las tres especies del géndRbodotorulaRh. graminisr52,Rh glutinisy54,Rh.
mucilaginosa LPSC638), pudieron desarrollar en el medio resultante del
tratamiento hidroterma) solo cuando fue desfenoddo mediante 2 pasajes
través deuna columna cromatogréfica.

Los principales pigmentos carotenoides sintetizados fueron: toruleno,

0 2 NYzf | NE&Rteng.l & |

La estrategia de acoplar la recuperacion de compuestos fendlicos desde el
alperujo, con la prodccion de carotenoides por levaduras del género
Rhodotorulabrindaria resultados prometedores para la reutilizacion integral del
alperujo. Si, ademas, se utilizan levaduras aisladas de un entorno similar al del
alperujo, mejora aun mas el rendimiento débproceso Esto, permitiria aplicar

uno de los principios rectores de la bioeconomia el cual es, el aprovechamiento

de los residuos agroindustriales mediante su reconversion
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A modo de Conclusién General, se presenta un esqu@eguema 1)jle las
diferentes estrategiagjue se evaluaron en la presentesis, donde se estudio la
revalorizacion deélperujo como material de partida para la obtencion de medios de
cultivos para el desarrollo de cepas del génehmdotorula

En la grafica se destacanamarillo los productogue se podrian obtener a partir
de losdiferentes tratamientos evaluados: aceite, pigmentearotenoides levadura
residual, biofenoles de interés comercial y biomasa resicamta para procesos
biotecnoldgicos.

A partir del desengrasado del alperujo, sbtienen cantidades significativas de
aceite, el cual, luego de un proceso de refinado puedmercializarseA su vez, el
alperujo resultante (desengrasado) puede someterse a un proceso de secado, lo que
permitiria su almacenamiento. El alperujo seco gadgrasado constituy6 la materia
prima para la realizacion de extractos acuosos (EAs), que constituyeron medios de
cultivo liquidos para el desarrollo #h. mucilaginosaPSC 638. El sdélido resultante se
espera que tenga una menor carga organica debith extraccién de material soluble
con el agua.

Al mismo tiempo, a partir de la centrifugacion del alperujo fresco, se obtuvo el
agua de alperujo (AA). Su desengrasado, dié como resultado la obtencién de cantidades
significativas de aceite. A su vez, el AA resultante, constituyd otra opcion de medio
liguido para el desarrollo de la cepa estudiada.

Tanto los EAs como el AA, fueron desfenolizados empleando acetato de etilo y
mediante este proceso, se recuperan biofenoles de interés, y, se generan medios
liquidos mas aptos para el crecimiento de microoiganws. El desarrollo d&h.

mucilaginosa LPSC 638 en estos medios permite la obtencién de pigmentos
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OFNPGSY2ARSa RS AYLR NI y-€oteno)dabieniside sna2 > G 2 N
mayor cantidad de biomasa microbiana, respeztiasde los medios normales

Por otra parteJa combinacién del alperujo y bagazo de cebada (BSG), constituye
una opcién novedosa de reconversion de dos subproductos agroindustriales abundantes
en el SOB. En efecto, la combinacién de ambos, arrojo resultados prometedores para
ser uilizados como sustratos sélidos de bajo costo para el desarrollo y sintesis de
OFNRPGSY2ARSAa o002 NiafotSnd)2eBRh. (m2idNddphosAPBARGBY, Las & |
propiedades fisicoquimicas de ambos subproductos resultaron complementarias para

mejorar eldesarrollo de la levadura.

Finalmente, aplicando un tratamiento hidrotérmico se separan una fase liquida
(L), un aceite enriquecido en compuestos fenolicos y un sélido mas digerible. A partir de
L, mediante técnicas cromatograficas, se recuperan compudstagicos de interés
econdmico como hidroxitirosol, tirosol y DHPG. A su vez, el liquido resultante
desfenolizado (LC2), se reutilizO6 como medio de cultivo liquido para levaduras del
género Rhodotorula Obteniéndose, por un lado, carotenoides de intee€endmico
6 0 2 NJHzEOF WR X1 ShArdtend), y ‘biomasa microbiana, ademéas de un LC2 con
menor carga organica.

Para concluir, esta Tesis demuestra el gran potencial de reconversion del alperujo,
a través de los diferentes productos obtenidos. A la vez, las variantes de reutilizacion
expuestas, permitirian reducir el impacto ambiental que generan este tipo deuoessid
cuando son depositados en grandes volumenes, sin un tratamiento previo y por un largo

periodo de tiempo. En consecuencia, se brinda nueva propuesta de reutilizacion que
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se encuadra dentro del concepto de economia circular. El cual, en la actyasiad

cobrando relevancia e interés a escala global y nacional.
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