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LEVADURA

El incremento en la exportacion de Zearaja flavirostris produce gran cantidad de residuos con compuestos
de interés comercial. La extraccién de aceite a partir de higado genera otros subproductos, como lodos y
fracciones acuosas (FA) ricas en proteinas y nutrientes. En este estudio se utilizaron las FA remantes de
tres procesos de extraccion de aceite (enzimatico, en frio y en caliente) a partir de higado de Z. flavorostris,
y se evaluaron como reemplazo parcial del medio de cultivo comercial YPD para Saccharomyces
cerevisiae. El patron de crecimiento y el rendimiento de biomasa de las levaduras cultivadas en medio
YPD fueron similares a los obtenidos con el medio YPD diluido y suplementado con las FA de las
extracciones enzimaticas de aceite (p<0.05). Los ensayos realizados con las FA de las extracciones en frio
y en caliente, no presentaron un crecimiento aceptable (p>0.05), ya que ninguno de estos metodos
generan peptidos de bajo peso molecular, y esta levadura no es capaz de utilizar las proteinas enteras
como fuente nutricional, ya que no libera proteasas al medio. Los resultados sugieren que las FA de
descarte son una buena fuente de nutrientes para el crecimiento de S. cerevisiae, ya que aportan los
macroelementos esenciales requeridos por este microorganismo haciendo factible su utilizacion en la
produccion de biomasa de esta levadura y de otros microorganismos beneficiosos, considerandose como
una alternativa econdmicamente viable con potenciales aplicacicnes en procesos biotecnoldgicos.
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REVALORIZACION DEL DESCARTE DE PROCESOS DE EXTRACCION
DE ACEITE DE HIGADO COMO MEDIO DE CULTIVO PARA LA
PRODUCCION DE BIOMASA DE LEVADURA

Andrea Salomone’ y Daniela Lamas®?

(1) Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero (INIDEP).
(2) Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)

INTRODUCCION

A nivel mundial, existe un creciente interés econémico en la pesca de rayas que se ve
reflejado en el aumento en los volimenes de desembarques, generados por la creciente demanda
comercial de carne, aletas y cartilago (Lamas & Massa, 2017; Silveira et al., 2014; Massa et al.,
2011). Durante el procesamiento de estos productos se generan gran cantidad de residuos
(cabezas, tronco, visceras, cola, etc.) que contienen proteinas, lipidos, vitaminas, minerales y
otros compuestos de interés comercial. En Argentina, la raya Zearaja flavirostris se encuentra
ampliamente distribuida sobre la plataforma continental y parte superior del talud (Koen Alonso et
al., 2011), y si bien se considera fauna acompafiante durante la pesca de arrastre de la merluza
(Merluccius Hubbsi), en los ultimos afios se incrementé su importancia a nivel comercial debido a
la creciente exportacion de sus aletas a paises asiaticos. Distintos estudios han sido realizados
para el aprovechamiento integral de esta especie, particularmente para la revalorizacion del
higado. Este 6rgano presenta altas proporciones de lipidos ricos en acidos grasos omega-3 que
pueden ser extraidos mediante distintos métodos (coccién y prensado, extraccion quimica y
enzimética entre otros), generando subproductos de descarte, como lodos y fracciones acuosas
ricas en proteinas, y macro y micronutrientes (Lamas & Massa, 2017; Ghaly et al., 2013). Entre las
potenciales aplicaciones se destacan su uso como ingredientes para alimentos de peces o
animales de cria o como o medio de cultivo de microorganismos de importancia comercial (Ghaly
et al., 2013; Martone et al., 2005).

La levadura Saccharomyces cerevisiae es conocida desde la antigiiedad, y continta
utilizandose hoy en dia en la industria del pan, del vino y de la cerveza. Siendo un organismo de
estudio comun, se considera un potente modelo biolégico de organismos eucariotas (Gorter de
Vries et al.,, 2017). La biotecnologia ha mantenido el uso tradicional que se ha hecho de esta
levadura, mejorando e innovando los procesos de panificacion y de produccion de bebidas
alcohdlicas. Esta levadura es una de las especies considerada como microorganismo GRAS, por
lo que ha sido aprobada para su uso como aditivo alimentario (Boyle et al., 2006; Food and Drugs
Administration, 2018). Inactivada por temperatura, se emplea como fuente de nutrientes con
propiedades antioxidantes en alimentaciéon animal y humana, tanto en forma de levadura integra
como a partir de sus derivados (Czerucka et al., 2007; Yalcm et al., 2011; Datta et al., 2017).

El objetivo de este estudio fue recuperar las fracciones acuosas (FA) remantes de
diferentes procesos utilizados para la extraccion de aceite de higado de Z. flavirostris, y evaluar su
capacidad como medio de cultivo para la produccién de biomasa de S. cerevisiae.
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MATERIALES Y METODOS

1. Extraccién de aceite de higado de raya

Para cada uno de los tres métodos de extraccion de aceite se utilizaron tres higados de raya
(aproximadamente 50 gramos c/u), que fueron homogeneizados de forma independiente en 50 ml
de agua destilada a 50 °C (homogenato). Los ensayos fueron realizados con cada FA de forma
individual, por triplicado.

1.1. Extraccién con enzima (E)

La hidrdlisis enzimatica se realizé en un reactor termostatizado con agitacion constante
durante una hora, utilizando la enzima Purazyme AS 60L (alkaline serine protease, Bacillus
licherniformis) en una relacion enzima / homogenato del 2%. La enzima se inactivo calentando la
mezcla a 85 °C durante 10 minutos. El hidrolizado se centrifug6é a 13000 rpm durante 30 minutos a
4 °C, y posteriormente fue congelado a - 20 °C. Se separaron los lodos, la fase oleosa y la
fraccion acuosa, cortando el contenido congelado de los tubos.

1.2. Extraccion en frio (F)

El homogenato se agité durante 5 minutos en vortex, controlando que la temperatura no
exceda de 15 °C. A continuacion se centrifugé durante 15 minutos a 15 °C y 6500 rpm, y
finalmente se recolectaron las fases oleosa y acuosa (FA).

1.3. Extraccion en caliente (C)

Se calent6é el homogenato a 95 °C durante 30 minutos con agitaciébn magnética constante,
en un reactor, luego se enfrié6 a temperatura ambiente y se centrifug6é durante 15 minutos a 6500
rpm. Finalmente se recolectaron las fases oleosa y acuosa (FA).

2. Obtencion y caracterizacion proteica de las FA remanentes de los procesos de
extraccion de aceite

Las FA de cada extraccion, fueron centrifugadas durante 20 minutos (4000 rpm; 20 °C). Se
recuperaron los sobrenadantes, se ajusté el pH a 4,5 y se almacenaron de forma individual a -20
°C hasta su uso.

Para la extraccion y desnaturalizacion de las proteinas de las FA, fueron centrifugados 1 ml
de cada muestra durante 20 minutos (5000 rpm; 4 °C) y los sobrenadantes fueron tratados con
Buffer de siembra 5X (2,5 ml SDS 10%; 0,2 ml pMercaptoetanol; 0,5 ml Azul de Bromofenol
0,05%; 0,5 ml Tris 0,5 M pH 6,8), calentados a 100 °C durante 5 minutos, e inmediatamente
enfriados en hielo. La electroforesis se realiz6 en condiciones desnaturalizantes, al 10 % para el
gel separador y al 4 % para el gel concentrador (Acrilamida 30 %; Bisacrilamida 0.8 %; SDS 10 %;
Persulfato de Amonio 100 mg/ml; TEMED; Buffer del gel separador: Tris 1M pH = 8,8; Buffer del
gel concentrador: Tris 0,5 M pH = 6,8). La corrida electroforética se llevé a cabo utilizando Buffer
Tris-Glicina (Glicina 14,4 g/l; Trizma Base 3 g/l; SDS 10%), durante 2 horas a 120V. El gel fue
teflido durante 1 hora (0,25 g Coomasie Blue; 45 % Metanol; 10 % Acido acético en agua
destilada), y se revel6 con varios lavados en solucién de decoloracion (10 % Metanol; 40 % Acido
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acético en agua destilada) durante toda la noche (Laemmli, 1970).

3. Efecto de las FA de los procesos de extraccion de aceite sobre el crecimiento de S.
cerevisiae

Se utiliz6 S. cerevisiae, producto comercial, marca Levex. Para obtener un cultivo
metabdlicamente estable, se inoculd 1 g de liofilizado en 50 ml de medio YPD completo (1%
levadura; 2% peptona; 2% glucosa) en erlemeyer de 250 ml por 24 hs a 30 + 1 °C con agitacion a
150 rpm. Para determinar la viabilidad del cultivo se realiz6 recuento de colonias en agar YPD a
24 y 48 hs de iniciado el mismo. El volumen para inocular 1 x 10* UFC (unidades formadoras de
colonias) fue determinado por la medida de absorbancia a 620 nm (ODs20). El método de cultivo
fue monofasico (sin el agregado de medio de cultivo nuevo durante el proceso).

Para evaluar la capacidad de las FA como suplemento nutricional para el crecimiento de
las levaduras se realizaron ensayos con los medios de cultivos detallados en la Tabla 1. EI Medio
Modificado es el que fue obtenido por el agregado de la fase acuosa recuperada de cada
tratamiento llevado a cabo para la obtencion de aceite. EI Medio YPDd, se utiliza como control
negativo respecto al medio YPDc.

Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo utilizados

Medio de Cultivo Composicién
YPDc
(Control +) YPD completo
YPD diluido en ¥4, suplementado con FA
Medio Modificado a una concentracion final de 10 mg/mL
de proteina
YPDd . L
(Control -) YPD diluido en ¥

Para la confeccién de las curvas de crecimiento, se inocularon los medios de cultivo con 1
X 104 UFC en un volumen final de 10 ml, se incubaron en estufa a 30 £ 1 °C con agitacién a 150
rpm, y se midio la absorbancia a 620 nm, tomando alicuotas a diferentes tiempos durante 48
horas. La determinacién del rendimiento de biomasa se llevé a cabo a las 24 horas de cultivo,
cosechando las células por centrifugacion a 4000 rpm y 4 °C, que posteriormente fueron secadas
en estufa a 60 £ 1 °C, hasta peso constante; y se expres6 como peso seco/litro de medio de
cultivo. Se incluyeron controles negativos de los diferentes medios de cultivo utilizados, sin
in6culo. En paralelo a cada ensayo se determiné la viabilidad de las células mediante ensayos de
recuento en placa en Agar-YPD. Se sembraron en superficie diferentes diluciones de los cultivos
de 24 hs por duplicado. Se realiz6 el recuento de las placas que contenian entre 50 y 200 UFC.

2. Analisis estadisticos

Se realizaron ensayos por triplicado, para cada una de las FA obtenidas de los distintos
métodos de extraccion de aceite a partir de los higados. Los datos se expresaron como la media +
desvio estandar. Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante el andlisis de la
varianza (ANOVA) utilizando un intervalo de confidencia del 95 % (p < 0.05) (GraphPad Prism).
Para la comparacién del rendimiento de biomasa de cada ensayo, se utilizé6 el Test Newman-
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Keuls de comparaciones mdltiples, que permite comparar las medias de los t-niveles de un factor
después de haber rechazado la hipétesis nula de igualdad de medias mediante la técnica ANOVA.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Perfil proteico de las FA

La separacion electroforética de las proteinas de las diferentes FA se muestra en la Figura
1. Los tres higados que fueron tratados con la enzima (E1/E2/E3) muestran hidrdlisis casi
completa de las proteinas, generando péptidos menores a 10 kDa. Los tratamientos para la
extraccion de aceite en frio (F1/F2/F3) y caliente (C1/C2/C3) no presentaron hidrdlisis proteica, ya
gue no se generaron péptidos menores a 10 kDa a partir de estos procesos.

El 2 EB PM F1 R B € @ O

Figura 1. SDS-PAGE al 10% de las fracciones acuosas proteicas remanentes de la extraccidon de
aceite por diferentes tratamientos: E1/E2/E3: extraccion enzimdtica; F1/F2/F3: extraccion en frio;
C1/C2/C3: extraccion en caliente. Cada calle corresponde a un higado individual. PM: marcador de peso
molecular (kDa).

De acuerdo a estos resultados, solo las FA de las hidrolisis enziméticas deberian presentar
propiedades como medio de cultivo, ya que estan compuestas mayoritariamente por péptidos de
bajo peso molecular, que pueden ser metabolizados por la levadura (Sturley & Young, 1988). Sin
embargo, se utilizaron todas las FA de los tres procesos de extraccion de aceite para no descartar
la posibilidad del aprovechamiento integral del remanente de las extracciones de aceite en frio y
en caliente, que son procesos mas econémicos que la extraccion enzimatica.

2. Efecto de las FA de los procesos de extraccion de aceite sobre el crecimiento de S.
cerevisiae

Las curvas de crecimiento de las levaduras, tanto en medio YPDc como en los medios
modificados suplementados con la FA obtenida por el método enziméatico (E1/E2/E3), presentaron
la misma cinética de crecimiento hasta las 48 horas de cultivo. S. cerevisiae se caracteriza por no
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presentar exigentes requerimientos nutricionales para su crecimiento, donde la glicélisis constituye
la principal via de obtencion de energia, utilizando por lo general azlcares simples (glucosa,
fructosa, sacarosa), etanol y/o glicerol como fuente de carbono (Ferreyra et al., 2014; Paulo et al.,
2015). Esta cepa comercial es capaz de metabolizar péptidos de bajo peso molecular y
aminodcidos libres como fuente de carbono alternativa a los azlcares simples, pero no proteinas
mayores a 10 kDa ya que no libera al medio enzimas proteoliticas, a diferencia de las levaduras
patégenas, modificadas genéticamente o mutantes por presién de seleccion (Sturley & Young,
1988). Cuando dichas fuentes de carbono se encuentran ausentes o son limitadas, ocurren
regulaciones a nivel transcripcional de genes involucrados en el metabolismo de fuentes de
carbono no fermentables (Turcotte et al., 2010; Paulo et al., 2015), adaptandose a los nutrientes
presentes medio de cultivo. De esta manera, los péptidos de bajo peso molecular y aminoéacidos
libres que componen la FA del hidrolizado proteico, pueden ser adquiridos y metabolizados por la
levadura, compensando la baja disponibilidad de hidratos de carbono en el medio YDPd (Figura
2).

Las fracciones acuosas provenientes de las extracciones de aceite en frio y en caliente,
utilizadas para suplementar el medio YPDd (F1/F2/F3 y C1/C2/C3), no presentaron un crecimiento
aceptable, comparable con las cultivadas en el control negativo (YPDd sin suplementar) (Figura
2). Esto ocurre ya que este microorganismo, COmo se mencion0 anteriormente, no es capaz de
utilizar las proteinas enteras como fuente de energia, pudiendo solo utilizar la glucosa que le
provee el medio YPD diluido, que se agotan rapidamente (Stueley & Young, 1988).

YPDc
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25+
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Figura 2. Curvas de crecimiento de S. cerevisiae obtenidas por medida de Absorbancia en funcién
del tiempo. YPDc: Medio YPD completo utilizado como control positivo del crecimiento. E1/E2/E3: Medios
modificados con las FA de las extracciones enzimaticas. F1/F2/F3: Medios modificados con las FA de las
extracciones en frio. C1/C2/C3: Medios modificados con las FA de las extracciones en caliente. YPDd:
medio YPD diluido en ¥, utilizado como control negativo del crecimiento. Cada curva corresponde a un
higado tratado de forma independiente, y los ensayos de crecimiento se realizaron por triplicado.

Los datos obtenidos en el célculo de rendimiento de biomasa por litro de cultivo (Figura 3),
fueron consistentes con los observados en las curvas de crecimiento (Figura 2). Las fracciones
acuosas provenientes de los tratamientos de extraccion de aceite en frio y en caliente (F1/F2/F3 'y
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C1/C2/C3), no presentaron un crecimiento aceptable cuando se compararon con el control positivo
(YPDc; p > 0.05), siendo similares a la biomasa obtenida en el medio de cultivo utilizado como
control negativo (YPDd). La biomasa producida con los medios modificados suplementados con
las FA obtenidas por la extraccion de aceite por el método enzimético (E1/E2/E3), no presentaron
diferencias significativas con el control positivo (YPDc; p < 0.05), indicando que la fraccion acuosa
de este método de extraccidén es capaz de suplementar al medio YPDd para su uso como medio
de cultivo para esta levadura.

La viabilidad de las levaduras, que fue determinada a las 24 horas de cultivo en todos los
ensayos, se correlacionaron con los datos obtenidos por las medidas de absorbancia de las
curvas de crecimiento. En la Tabla 2 se muestran los promedios de los recuentos de células
correspondientes al estudio de determinacion de biomasa (Figura 2), que confirman que la
biomasa generada al menos hasta las 24 hs de cultivo fue viable en todos los casos.

20-
15« —
- s =
310-

] H ﬂ
0 ] ] ] ] |} ] ’—l_‘

o L N 0% D I S
&L ¢ e oo o L

Medio de Cultivo

Figura 3. Grafico de los rendimientos de biomasa de levadura por litro de medio de cultivo. YPDc:
Medio YPD completo, control positivo. E1/E2/E3: Medios modificados con las FA de las extracciones
enzimaticas. F1/F2/F3: Medios modificados con las FA de las extracciones en frio. C1/C2/C3: Medios
modificados con las FA de las extracciones en caliente. YPDd: medio YPD diluido en ¥4, control negativo.

Tabla 2. Recuento de levaduras viables luego de 24 hs de cultivo. YPDc: control positivo. E1/E2/E3:
Medios modificados con las FA de las extracciones enzimaticas. F1/F2/F3: Medios modificados con las FA
de las extracciones en frio. C1/C2/C3: Medios modificados con las FA de las extracciones en caliente.
YPDd: control negativo. UFC: unidades formadoras de colonias.

MEDIO DE CULTIVO

YPDc El E2 E3 F1 F2 F3 C1 C2 C3 YPDd

UFC/

ol 2,1x10° | 2x10° 1,9x10° | 1,0x10° | 2,9x10° | 2,8x10° | 2,8x10° | 2,7x10° | 2,9x10° | 2,9x10° 3x10°
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CONCLUSIONES

En este estudio se utilizaron las fracciones acuosas remantes de tres procesos de
extraccion de aceite a partir de higado de Z. flavorostris, que fueron evaluadas como posible
reemplazo del medio de cultivo comercial YPD para S. cerevisiae. El patrén de crecimiento de las
células y el rendimiento de biomasa fue similar, utilizando tanto el medio de cultivo estandar para
esta levadura (YPDc) como el diluido al cuarto y suplementado con las fracciones acuosas
obtenidas por el método de extraccién enzimatico (E1/E2/E3). Los resultados sugieren que éstas
fracciones de descarte aportan una fuente alternativa de carbono (péptidos y aminoacidos libres),
y macro y microelementos suficientes para el crecimiento de S. cerevisiae en procesos
biotecnoldgicos. Futuros ensayos se deberian llevar a cabo utilizando hidrolizados proteicos como
medio de cultivo completo para la produccion de biomasa de esta levadura y de otros
microorganismos beneficiosos, ya que es una alternativa econdmicamente viable vy
ecolégicamente sustentable.
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