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El proceso de produccién de aceite de oliva
mediante el sistema de dos fases genera aceite y
un residuo semisélido con un alto porcentaje de
humedad (65-70%) llamado alperujo. La mayoria
de los tratamientos que se han propuesto para
bajar la carga toxica de los residuos derivados de
la industria olivicola, no contemplan la
recuperacibn de compuestos bioactivos.
Recientemente se ha desarrollado un nuevo
tratamiento térmico que facilita la recuperacion
de compuestos de interés como biofenoles y
azUcares. Mediante este tratamiento se obtiene a
partir del alperujo un liquido enriquecido en
compuestos bioactivos (L) y un menor volumen
de solido rico en celulosa, mas digerible y
fermentable [1]. Sin embargo, también se
generan compuestos de degradacion de
azucares como furfural e hidroximetilfurfural, los
cuales inhiben el crecimiento de
microorganismos. Luego de extraidos dichos
compuestos junto con los fenoles mediante
cromatografia en columna, tendremos un liquido
rico en azucares (LC) con potencial para ser
utilizado en bioprocesos. Previamente hemos
evaluado la utilizacién de un extracto acuoso de
alperujo como sustrato para el crecimiento de
una levadura productora de carotenos,
Rhodotorulla sp. Si bien el crecimiento de la cepa
y la produccion de carotenos son adecuados, se
empieza a observar una inhibicion con
concentraciones de alperujo mayores al 10 g/100
mL, por lo que evaluar un sustrato libre de
biofenoles y otros toxicos se hace necesario para
mejorar el proceso.

El objetivo general del trabajo es evaluar la
capacidad de las fracciones liquidas
provenientes del tratamiento térmico del alperujo
como sustratos para el crecimiento de levaduras
oleaginosas.

Microorganismos: Estudiamos el crecimiento de
3 cepas de levaduras del género Rhodotorulla,
dos de las cuales (Rh. Glutinis y Rh. Graminis)
fueron aisladas de fermentaciones de aceituna
de mesa. La tercera cepa evaluada (Rhodotorulla
sp.) es una donacion del banco de levaduras del
Instituto de Botanica Carlos Spegazzini
dependiente de la Universidad Nacional de La
Plata. Esta cepa es la que se evalud previamente
en subproductos olivicolas sin pretratamiento.
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Medios de cultivo: el alperujo se proceso
mediante tratamiento térmico de 30 min, 160°C.
Luego de centrifugacion a baja velocidad se
separd el liquido obtenido (L) el cual fue
introducido en una columna con capacidad para
retener fenoles y los productos de degradacién
de azlcares. El eluato resultante (LC) fue pasado
por otra columna similar obteniéndose un nuevo
eluato (LC2). Se evalu6 la capacidad de los 3
licores para sostener el crecimiento de las
levaduras.

Cultivo de microorganismo: las distintas cepas de
Rhodotorulla fueron incubadas en los diferentes
medios (L, LC, y LC2) puros o diluidos con agua
destilada a 30°C con agitacién constante de 200
rpm. A distintos tiempos una alicuota del medio
fue extraida en esterilidad, diluida
convenientemente y sembrada en palcas de
medio YM sin antibidticos. Las placas fueron
incubadas a 30°C durante 48 h momento en el
cual se procedio a realizar el recuento de
colonias.

El tratamiento térmico pone a disposicion una
importante cantidad de azlcares (L=26+5g/L;
LC=17+1 g/L; LC2=8,8+0,8 g/L), que podrian ser
consumidos por la levadura, pero también se
generan inhibidores como el hidroximetilfurfural
(L=4,8+0,5 g/L; LC=1,1+0,2 g/L; LC2=0,46+0,08
g/L) y se solubilizan niveles de fenoles (L=2,2+0,1
g/L; LC=1,2+0,3 g/L; LC2=0,53+0,06 g/L) que
resultan téxicos para el crecimiento de las 3
cepas.

Luego de 3 h de cultivo en L a 30°C y con
agitacion (200 rpm) el recuento de levaduras
viables cae a 0. Las tres cepas son sensibles a la
cantidad de fenoles e inhibidores presentes. No
se encontraron diferencias significativas para la
constante de inactivacién (k) entre las cepas
provenientes de la fermentacién de las aceitunas
de mesa entre si, pero si hubo diferencias
comparandolas con la cepa proveniente del
banco de cepas (Figura 1).
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Figura 1. A- Curva de muerte de las distintas cepas de
levadura en funcion del tiempo cuando se las incuba
en L a30°C. B-Velocidad méaxima de inactivacion de
las distintas cepas. Diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0,01, n=3)

La velocidad maxima de inactivacion es mayor
para esta Ultima lo que indicaria que las cepas
provenientes de la fermentaciébn estan mas
adaptadas a la concentracion de biofenoles.

Los resultados muestran que es imprescindible
disminuir la cantidad de inhibidores presentes,
para poder aplicar un tratamiento bioldgico a este
residuo. Esto puede lograrse mediante extraccién
selectiva (por cromatografia en columna) o
mediante la dilucion con agua. Si bien esta Ultima
opcién implica un gasto extra en agua, es de
notar que en una almazara se generan liquidos
de lavado que podrian utilizarse para este fin.
Ambas estrategias fueron estudiadas. El
crecimiento de Rhodotorulla sp en la fase liquida
con fenoles (L) y defenolizada (LC), ambas puras
y diluidas con agua al 12,5; 25 y 50 % fue
ensayado (Figura 2).

L adn diluido al 50% no permite el crecimiento de
las levaduras. Sin embargo hay una disminucion
de la toxicidad a medida que se diluye. Luego de
un primer paso por la columna de cromatografia,
y diluyendo el LC al 25 y 12,5 % se logra el
crecimiento de la levadura. Es decir que la
dilucién con agua funciona como una estrategia
simple para reducir el efecto inhibitorio de la
muestra. Si esta se acopla a la defenolizacion
mediante cromatografia se obtienen mejores
resultados. LC2 puro es adecuado para el
crecimiento de las levaduras, sin necesidad de
dilucién (Figura 3). La obtencion de este licor
radica en el uso de una columna con un lecho de
intercambio mayor. Esta estrategia resulta la mas
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adecuada, ya que por un lado permite una mayor
recuperacién de biofenoles y al mismo tiempo
permite la aplicaciéon de un tratamiento biol6gico
que genera otros productos de alto valor
agregado como levaduras y carotenos.
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Figura 2. Curvas de Unidades Formadoras de
Colonias de Rhodotorulla sp./mLa30°CenL (A)yLC
(B) a distintas diluciones. (n=3)
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Figura 3. Curvas de Unidades Formadoras de
Colonias/mL de Rhodotorulla sp. a30° CenlL, LCy
LC2 puros. (n=3)
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