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RESUMEN

Biodegradacién de compuestos fendlicos del alpechin con As-
pergillus terreus

Se estudia la degradacién de alpechines con Aspergillus terreus en
condiciones de aerobiosis y temperatura de 28°C, utilizando como para-
metro el contenido fendlico.

Se analiza el efecto de la concentracion de alpechin con Aspergillus
terreus utilizando el mismo parametro.

Se han identificado por cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE)
10 compuestos fendlicos que suponen el 90% del total del alpechin.

PALABRAS-CLAVE: Almazara - Alpechin - Compuestos fendlicos -
Cromatografla lfquida de alta eficacia - Depuracién aerobia - Microorga-
nismo.

SUMMARY

Phenolic compounds biodegradation of olive mill wastewater with
Aspergillus terreus

Olive mill wastewater degradation by Aspergillus terreus and under
aerobic conditions at 28°C, was measured by the parameter of phenol
content.

We have explored the effect of different concentrations of olive mill
wastewater upon the activity of Aspergillus terreus.

Through HPLC, 10 phenol compounds (90% of the total phenolic
content of the olive mill wastewater) were identified.

KEY-WORDS: Aerobic depuration - High performance liquid chroma-
tography - Microorganism - Oil mill - Olive mill wastewater - Phenolic
compounds.

1. INTRODUCCION

El alpechin es el agua residual del proceso de extrac-
cién de aceite de oliva, presentando como caracteristica
mas importante una elevada DQO (entre 39.900-210.000
p.p.m.) y DBO (entre 9.600-150.000 p.p.m.) asi como un
cardcter recalcitrante para su autodepuracién debido a
su elevado contenido en compuestos fendlicos de alto
poder contaminante (1).

Tan sélo en la cuenca del rio Guadalquivir se puede
estimar una produccién media de 1.800.000 m3/afio, lo
que supone el equivalente a la contaminacion de una
poblacién de 3.500.000 habitantes (2), de las cuales se
vierten directamente de una forma incontrolada el 25%,
el 75% no vertido en la actualidad se trata en balsas de

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

evaporacién (3) que tan solo palian parcialmente el pro-
blema.

En orden a resolver dicha contaminacién se han pues-
to en practica diversos procesos que van desde la simple
evaporacion (4) hasta procesos fisico-quimicos como la
6smosis inversa y ultrafiltracién (5) pasando por procesos
microbioldgicos anaerobios (6). Todos ellos exigen alta
inversién y suponen una dificil amortizacién dado el ca-
racter temporal de la industria almazarera. La biodegrada-
cién que se estudia en el presente trabajo, puede ser una
alternativa viable si tal como se piensa, el alpechin pierde
parcialmente su poder antimicrobiano y pueda ser vertido,
tras un tratamiento posterior de tipo quimico sencillo.

Al ser el alpechin un subproducto vegetal posee un
alto contenido en compuestos fendlicos. De todos los
componentes descritos en él, sélo se prestara atencién
especial a los compuestos fendlicos de bajo peso mole-
cular. En la Tabla | se describen los compuestos fendli-
cos identificados y cuantificados en el alpechin segtn
varios autores. En la Tabla Il se describen los fenoles
totales en el alpechin.

Los &cidos hidroxicinadmicos (18) (cafeico, p-cumarico,
ferdlico y sindpico) se encuentran en la mayoria de las
plantas no en forma libre sino como acidos conjugados
solubles frecuentemente como O-ésteres incluyendo los
muy extendidos 1-O-acil glucésidos. También a menudo
se acumulan como amidas con una limitada distribucién
en la mayoria de los tejidos de las plantas. En las pare-
des de las células los acidos hidroxinamicos glucosilados
solubles se encuentran como O-ésteres en polimeros.

Asi por ejemplo el acido cafeico libre no existe en la
pulpa de la aceituna (12), pero si en el alpechin debido a
procesos de hidrélisis ocurridos durante la obtencién de
éste.

Otro posible origen de los acidos fendlicos (veratrico,
vainillinico y siringico) es la lignina de las semillas de las
aceitunas en los que se encuentran como polimeros que
son capaces de reaccionar con otros compuestos (protei-
nas) formando estructuras resistentes a la biodegrada-
cién (19). Mediante el proceso de prensado que sufren
las semillas, se producen hidrdlisis quimicas y enziméti-
cas en el seno de este polimero.
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Tabla |
Compuestos fendlicos descritos en el alpechin

No flavonoides 7 8 _9_ 10 11 1_2_ 1:_3_* 14 15
(mg/L) o o T

Acidos cinamicos

Acido Cafeico - NC - - 90 NC - - NC
Acido Dihidrocafeico NC - - -~ - - - - -
1-cafeil glucosa - - - - - NC _ _ -
Acido p-cumarico - - - - - NC NC NC NC
Acido Fertlico - - - - - - NC - NC
Acid. Dihidroxicindmico NC - - - - - - - -

Acidos benzolico
y sus derivados

Acid. Protocatéquico NC NC - - - NC NC NC -
Aldh. Protocatéquico - - - - - - NC - -
Acido p-OHbenzoico - - - 0-590 - - NC NC NC
p-OHbenzaldehido - - - - - - NC NC -
Vainillol - - - NC - - - - -
Acido vainillinico - - - 0-1.360 242 NC NC NC NC
p-vainillina - - - - - - NC NC -
Acido siringico (b) NC - - T 710 - NC - -
Siringaldehido - - - - - - NC NC -
Acid. 2,6 diOHbenzoico - - - 0-1.060 - - - - -
Acid. 3,4,5 trimetoxibenzoico - - - - 80 - - - -
Acido veratrico - - - - 500 - - - -
Aci. 1,3,4 diOHmandelico - - - - - - - - NC
Aci. p-OHfenil acético - - - - 145 - - - -
Acid. p-OHfenil propiénico - - - - - - NC NC -

Derivados del alcohol
B-3,4 diOHfeniletanol

Hidroxi-tirosol - NC - - - NC - - NC
Tirosol - NC - - - NC NC - NC
4-OHtirosol m-glucésido - - - - - NC - - -
4-OHtirosol diglucésido - - - - - NC - - -
Oleuropeina - - - - - NC - - -
Esculetina NC - - - - - - - NC
Flavonoides

Apigenina - - - - - NC - - -
Cianidina - - NC - - - - - -
Flavanona o flavanol - - - - - NC - - -
Luteolina - - - - - . NC - - -
Luteolin 7-glucésido - - - - - NC - - -
Quercetina - - - - - NC - - -

NC: No cuantificado. En la cita 7 los porcentajes se refieren a peso/volumen.
(b): Aparecen con interrogacién en la cita 10.
*: Se han identificado en el pigmento del alpechin tras oxidacién con CuO.

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas http://grasasyaceites.revistas.csic.es
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)



Vol. 43 Fasc. 2 (1992) 77

Tabla Il
Fenoles totales en el alpechin en (mg. /L)

6 8 9 14 15 16 17

5.000 17.500 1.400 1.470 4.000 7.100 65.000

En el desarrollo del proceso de bioconversién de la
lignina (20), la fermentacién se puede orientar a una maxi-
ma obtencién de productos como enzimas lignoliticas, o
polimeros de la lignina, los cuales pueden tener algunas
modificaciones o bien compuestos fenélicos de bajo peso
molecular, al igual que pueden intervenir en la biosintesis
de la lignina como el 4cido sinapico (21).

No hay que olvidar que la lignina puede ser degrada-
da por bacterias con actividad lignolitica (22) obteniéndo-
se los acidos p-hidroxibenzoico, vainillinico, veratrico y p-
cumarico, o por hongos incrementando los compuestos
fendlicos hidrolizados y su solubilidad (23).

Debido a estas caracteristicas y dependiendo en qué
tiempo de la campahfa se obtiene el alpechin, la cantidad
en compuestos fendlicos puede variar en mas o menos.
Asi el contenido de fenoles decrece durante la madura-
cién de la aceituna (12).

Debido a la actividad antimicrobiana y efecto fitotdxi-
co de los compuestos fendlicos, es de una gran impor-
tancia la identificacién y cuantificacién de éstos para re-
solver uno de los problemas de contaminacién fluvial mas
importante existente en el momento.

Para su identificacién y cuantificacién se ha utilizado
el método de cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE),
que es 10 veces mas sensible que la cromatografia de
gases (CG). Es una técnica rapida y versétil para separar
y cuantificar los compuestos fendlicos en el alpechin. Una
de las ventajas de CLAE en los estudios de biodegrada-
cién es la separaciéon de compuestos con diferentes pola-
ridades en una sola inyeccién, ademas puede haber una
menor interferencia de otros compuestos, ya que la de-
teccién si se hace en un detector de diodos, se puede
observar la muestra que se esta analizando en un rango
de longitud de onda entre 190 a 600 nm.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Alpechin utilizado

En la Tabla Ill se encuentran las caracteristicas mas
interesantes del alpechin utilizado en los experimentos.
Las muestras se tomaron de “Jimena Osuna S.A.” obte-
nidas por un proceso “Pieralisi” continuo. Fueron recolec-
tadas a la salida de la dltima centrifuga. Se introdujeron
en frascos estériles para su traslado al laboratorio y al-
macenados a -20°C en el momento de su recepcién.

2.2. Tratamiento previo del alpechin

Antes de proceder al tratamiento biolégico todas las
muestras se filtran al vacio en un Biichner, con objeto de
eliminar las particulas suspendidas presentes en la mues-
tra. A continuacién del proceso de filtrado, el alpechin se
somete a una esterilizacién en autoclave a 121°C duran-
te 20 minutos.
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Tabla il

Caracteristicas fisico-quimicas del alpechin

()
pH 5,26
DQO 212,25
DBO 179,45
Sdlidos totales 55,59
Sélidos volatiles 44,46
Sélidos no volatiles 11,13
Sélidos sedimentables 7,75
Sélidos no sedimentables 47,84
Sélidos suspendidos 2,44
Sélidos disueltos 45,40
Fenoles totales 0,7%

2.3. Medios de cultivo

Se han utilizado concentraciones de alpechin del 20%
al 100% utilizando medio minimo de mantenimiento
(MMM) (24) para las diluciones. En la Tabla IV se descri-
be la composicién del MMM.

Tabla IV
Composicién del medio minimo de mantenimiento

Fosfato bi-potasico 1,604g.
Fosfato mono-potésico 0,504g.
Sulfato aménico 1,25g.
Nitrato amdnico 1,00 g.
Sulfato magnésico pentahidratado 0,50 g.
Cloruro sédico 0,25 g.
Cloruro férrico hexahidratado 0,025 g.
Cloruro célcico 0,010g.
Agua Destilada c.s.p. 1.000 mL.

La disolucién de cada uno de los reactivos se hizo por separado para
evitar que los fosfatos precipiten con el resto de los reactivos adiciona-
dos. El medio fue esterilizado a 121°C durante 20 minutos.

2.4. Microorganismo

Se ha utilizado el hongo Aspergillus terreus cedido
por el Departamento de Microbiologia, Facultad de Far-
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macia de la Universidad de Granada. El Aspergillus te-
rreus fue aislado de un cultivo de enriquecimiento, utili-
zando como fuente de carbono alternativa el pigmento
del alpechin teniéndose en cuenta la propia composicién
del pigmento segun Pérez Torres (13).

2.5. Preparacién de los inéculos

Para la preparacién de los inéculos se partié de espo-
ras suspendidas en solucién salina (1,9x108 esporas via-
bles por mililitro), se inoculé un 1% en medio liquido (al-
pechin a diferentes concentraciones), posteriormente se
incubd a 28°C/72 horas. Al siguiente indculo se le afadié
un 10% del inéculo sembrado e incubado y nuevamente
se incubd a 28°C/72 horas. No fue necesario ajustar el
pH del medio ya que el alpechin tiene un pH entre 4,5-
5,5 el cual es favorable para el crecimiento del hongo.

2.6. Reactor
En todos los casos los experimentos se realizaron en

un reactor de 5 litros de capacidad tipo tanque agitado,
cuyo esquema se representa en la Figura 1.

@ VACIO

Figura 1
Esquema del Reactor

1. Depésito de almacenamiento, 2. Bafio termostatado, 3. Control
de temperatura, 4. Filtro, 5. Agitador, 6 .Termémetro, 7. Toma de mues-
tras, 8. Bala de aire, 9. Manorreductor, 10. Diafragma.

Para la realizacién de un experimento, una vez esteri-
lizados todos los componentes del reactor, se agrega
alpechin a la concentracién deseada, se adiciona el in6-
culo preparado como se ha descrito en el apartado 2.5.,
con un caudal de aire de 720 ml/min esterilizado por
filtracién. Se mantiene una agitacién de 200 r.p.m. A in-
tervalos regulares se toman muestras para determinar el
contenido fendlico.
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2.7. Métodos Analiticos

2.7.1. Medida del pH
Se efectué en un pH-metro Crison.

2.7.2. Demanda Quimica de Oxfgeno

Se efectud el andlisis segin Rodier (25) con algunas
modificaciones por Capitan Vallvey y Alonso Hernandez
(26).

2.7.3. Demanda Bioquimica de Oxigeno

Se efectudé el analisis segin Official Methods of
Analysis of the Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) (27).

2.7.4. Contenido en sélidos

Se efectué el analisis segun Official Methods of
Analysis of the Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) (28).

2.7.5. Contenido fendlico

El contenido fendlico total se ha determinado siguien-
do el método de Folin-Ciocalteau (29). Para realizar los
andlisis individuales se utilizé6 un cromatégrafo formado
por los siguientes elementos: Cromatégrafo 501 de Waters
Associates. Dos bombas M45, 501 de Waters. Inyector
Perkin Elmer con un loop de 6uL. Controlador automatico
de gradiente 680 de Waters. Columna de fase reversa
C1s (12,5 cms x 4 mm 1.D.), contenido Spherisorb C1g
unido a una fase de silice. Un UV/VIS detector de diodos
2140 de LKB. Un software Wavescan EG de LKB y PE
Nelson 3.000 series Chromatography Data System (Per-
kin Elmer Nelson Systems Inc.). Impresora NEC. Prinwri-
ter CP7.

La deteccion se hizo a 6 longitudes de onda com-
prendidas entre 190 a 365 nm sobre los eluatos obteni-
dos segln se describe en la Tabla V.

Tabla V
Gradiente utilizado en la elucién de compuetos fendlicos de bajo

peso molecular

Tiempo flujo A% B% Curva
(min.)  mL/min.)

. 1,0 100 0 5
3,0 1,0 100 0 5
5,0 1,0 50 50 5

10,0 1,1 40 60 5
20,0 1.2 30 70 5
22,0 1,2 25 75 5
25,0 1,2 20 80 5
30,0 1,2 15 85 5
35,0 1,2 15 85 5
37,0 1,0 100 0 5

Para A: Acido acético-Agua (2:98).
B: Agua-Acido acético-Metanol (68:2:30).

Se utilizaron como patrones compuestos comerciales
de alta pureza de las casas comerciales de Fluka AG,
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Sigma y Merk, los acidos protocatéquico, vainillinico, ca-
feico, p-hidroxifenil acético, p-hidroxibenzoico, siringico,
p-cumarico fertlico, galico, p-hidroxifenilpropiénico y sina-
pico, vainillol, p-vainillina y siringaldehido.

El procedimiento de extraccién fue segin la metodolo-
gfa de Olano y Hernandez (30). Se tomaron 200 mL de
alpechin sin degradar y degradado por el Aspergillus te-
rreus. Se concentraron en rotavapor a presion reducida a
35°C hasta aproximadamente un tercio del volumen ini-
cial. Las muestras se acidificaron con HCl y se realizaron
tres extracciones sucesivas con éter etilico (v/v) a tempe-
ratura ambiente. Se reunieron las tres fracciones organi-
cas y se secaron con NaxSO4 anhidro durante 30-40 mi-
nutos. Transcurrido este tiempo se concentré a sequedad
en rotavapor, y se recogié con 2 mL de mezcla Metanol/
H20 (1:1). Se filtré con un filtro millipore de 0,45p.

Finalizada la extraccion y redisolucién en metanol/H20
los compuestos fenélicos de bajo peso molecular se se-
pararon e identificaron por la técnica CLAE. Estos se
identificaron por su tiempo de retencién y por el cociente
entre los factores de respuesta a 280 y 340 nm.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla VI se encuentran los porcentajes degrada-
dos de cada uno de los compuestos fendlicos identifica-
dos para cada una de las diluciones empleadas. En la
ultima fila se encuentra el porcentaje total de fenoles de-
gradados respecto a la concentracién inicial de partida.
Hay que significar que los fenoles identificados suponen
un 90% de la carga total de fenoles presentes en el alpe-
chin.

De la observacién de dicha tabla se puede deducir
que al aumentar la concentracién del alpechin el efecto
de degradacién por Aspergillus terreus va haciéndose en
general menor.

Tabla VI

Porcentaje de compuestos fenélicos degradados
a diferentes concentraciones de alpechin

Compuesto 20% 40% 60% 80% 100%
Ac. protocatéquico 99,58 100 42,31 58,51 66,07
Vainillol 77,38 54,91 16,38 40,05 55,00
Ac. p-hidroxibenzoico 93,43 91,98 42,39 31,04 53,21
Ac. p-hidroxifenil acético - 83,55 -23,21 -85,85 -49,33
Ac. vainillinico 85,50 94,35 69,82 56,57 39,85
Ac. cafeico 98,03 84,38 68,83 67,60 74,85
pV+Ac. siringico ~ 91,20 4550 42,79 67,91
Siringaldehido 75,34 87,58 7221 62,97 83,63
Ac. p-cumarico 98,09 96,42 89,00 70,39 90,74
%Degradacién

Fenoles totales 68,90 66,61 34,98 30,55 42,08

pV: paravainillina.
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Se observa no obstante cuando se trabaja con alpe-
chin sin diluir que para algunos fenoles la degradacién
aumenta ligeramente; también es de notar para el p-
hidroxifenil acético que no solamente no se degrada sino
que aumenta su concentracién en el medio, probable-
mente debido a que aparezca como consecuencia del
metabolismo flngico, lo que ya se ha indicado por varios

6 L,A
8
JL_.&J _—\A,\_‘ —
 Snm
Figura 2

Perfil cromatografico por CLAE de los extractos del alpechin sin inoculo

37 min,

1. Acido protocatéquico, 2. Vainillol, 3. Acido p-hidroxibenzolco, 4. Aci-
do p-hidroxifenil acético, 5. Acido vainillinico, 6. Acido cafeico, 7. p-
vainillina + acido siringico, 8. Siringaldehido, 9. Acido p-cumérico.

37 min,

Figura 3
Perfil cromatografico por CLAE de los extractos del alpechin inoculado

2. Vainiflol, 3. Acido p-hidroxibenzoico, 4. Acido p-hidroxifenil acético,
5. Acido vainillinico, 6. Acido cafelco, 7. p-vainillina + &cido siringico,
8. Siringaldehido, 9 Acido p-cumérico.

http://grasasyaceites.revistas.csic.es



80

autores. Segun Pérez Torres (13) parece ser que cuando
va asociada la degradacién del acido cafeico con el 4cido
p-hidroxifenil acético o en la degradacién simultanea del
p-hidroxifenil acético, vainillinico y siringico se detecta la
aparicién de nuevos picos. En estudios realizados por
Kadam y col.(20), la degradacién de los compuestos fe-
nélicos en primer lugar, hay una pérdida inicial de grupos
metoxilo, seguida de una pérdida de grupos OH del anillo
aromatico antes que la dioxigenasa del hongo rompa el
anillo, estos anillos son convertidos a estructuras de tipo
o-difenoles. Algunas de estas estructuras son formadas
por demetilacién, que resulta en la pérdida de grupos
metoxilo, los cuales se detectarian como nuevos picos.

En las Figuras 2 y 3 se exponen a titulo de ejemplo,
los cromatogramas obtenidos en las condiciones indica-
das, en el apartado de métodos analiticos (contenido fe-
nélico) para el alpechin tratado al 40% obtenidos a A 280
nm.

Con objeto de comprobar la bondad del método se-
guido, se han determinado algunos parametros caracte-
risticos de la columna, como el factor de capacidad (k’),
el factor de selectividad () y resolucién (R) que se en-
cuentran en la Tabla VIl

De la observacién de esta tabla, el factor de capaci-
dad (K') se encuentra entre 1y 10, siendo-de confianza el
andlisis cualitativo, el factor de selectividad (o) se en-
cuentra entre 1y 2, lo cual demuestra que hay una bue-
na relacién de capacidad entre dos picos k'2/k’4.

Tabla VI
Parametros cromatograficos basicos para alpechin al 100%

Compuesto tr (min) K o R

Ac. Protocatéquico 7.200 1.748 - -
Vainillol 8.333 2.181 1.248 2.589
Ac. p-OHbenzoico  10.817 3.129 1.435 3.830

Ac. p-OHfenilacético 11.433 3.364 1.075 3.708
Ac. vainillinico 12.667 3.835 1.140 3.013
Ac. cafeico 14.067 4.369 1.139 3.819
pV+Ac. siringico 15283 4833 1.106 3.913
Siringaldehido 16.483 5291 1.095 3.737
Ac. p-cumarico 19.700 6.519 1.232 3.618

pV: paravainillina.

4. CONCLUSIONES

De los experimentos realizados hasta el momento, se
puede concluir, que el Aspergillus terreus se comporta
como un buen degradador de compuestos fendlicos de
bajo peso molecular, habiéndose acomodado bien, cuan-
do se ha partido de alpechin sin diluir, observandose no
obstante una disminucién de su accién degradadora, al
aumentar la concentracién de alpechin. Cabe pensar por
tanto que el alpechin tratado sea de menor capacidad
antimicrobiana.

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

Grasas y Aceites

BIBLIOGRAFIA

Moreno, E.; Pérez, J.; Ramos Cormenzana, A. & Martinez, J. (1987)—~
“Antimicrobial effect of waste water from olive oil extraction plants
selecting soil bacterial after incubation with diluted waste”.— Microbios
51, 169-174.

Rodrigo Roman, J. (1990).— “Situacién en Espafia de los alpechi-
nes”.— Jornadas Técnicas “Tratamiento sobre los alpechines”.— 31
mayo, 1 junio. Cérdoba.

Fiestas Ros de Ursinos, J.A. (1986).— “Aprovechamiento de subpro-
ductos y tratamiento de aguas residuales de la industria agroalimen-
taria con especial atencién al alpechin”.— Curso ANQUE, “Tecnologla
de la transformacion fisico-quimica y biolégica de los alimentos”,
393-442. Granada.

Storm, J. (1989).— “Evaporacién del alpechin”. Jornadas sobre inno-
vacion tecnolégica, medio ambiente y desarrollo. Sevilla.

Reimers Sudrez, G. (1983).— “Posibilidades de tratamiento del alpe-
chin por ultrafiltracién y dsmosis inversa’.— Quimica e Industria, 273-
274.

Fiestas Ros de Ursinos, J.A.; Martin Martin, A. & Borja Padilla, R.
(1990).- “Influence of inmovilization supports on the kinetic constants
of anaerobic purification of olive mill waste water”.— Biological Wastes
33, 131-142,

Carola, C.; Arpino, A. et Lanzani, A. (1975).— “Lo smaltimento della
acque di vegetazione provenienti dagli implanti di estrazione dell'olio
dalle olive e studio della loro possibile utilizzazione”.— Riv. Ital. Sos-
tanze Grasse 52, 335-340.

Pompei, C. et Codovilli, F. (1974).- “Resultati preliminari sul tratta-
mento di depurazione della acque di vegetazione delle olive per os-
mosi inversa”.—~ Sci. Tecnol. Alimenti 4, 363-364.

Raggazzi, E. et Veronesse, G. (1967).— “Richerche sui constituenti
idrosolubili delle olive. Nota Il. Pigmenti e polisaccaridi".— An. Chim.
57, 1398-1413.

Lépez Aparicio, F.J.; Garcla-Granados Lépez de Hierro, A. y Rodri-
guez Alonso, M. (1977).— “Estudio del contenido en éacidos carboxili-
cos del alpechin de la aceituna y evolucion de los mismos”.— Grasas
y Aceites 28, 393-401.

Balice, V. and Cera, O. (1984).— “Acid phenolic fraction of the olive
vegetation water determined by a gas chromatographic method”~
Grasas y Aceites 35, 178-180.

Vazquez Roncero, A.; Maestro Duran, R. y Graciani Constante, E.
(1974).— “Componentes fendlicos de la aceituna Il. Polifenoles del
alpechin”.— Grasas y Aceites 25, 341-345.

Pérez Torres, J. (1988).— "Transformacién microbiana de componen-
tes aromaticos del alpechin”— Tesis Doctoral. Dpto. de Microbiolo-
gla. Facultad de Farmacia. Universidad de Granada.

Saez Mertre, L.E. (1989).— “Contenido fenélico del alpechin y activi-
dad antibacteriana”.~ Licenciatura. Dpto. Microbiologla. Facultad de
Farmacia. Universidad de Granada.

Ledén Cabello, M.2 de los R. (1990).— “Estudio de la accién antibiética
de los componentes fendlicos del olivo (Olea Europea L.)".— Tesis
Doctoral. Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad de Sevilla.
Garcla Garcfa, P.; Garrido Fernandez, A.; Lemonier, J.P.; Overend,
R.P. y Chornet, E. (1990).— “Aplicacién de la tecnologia Jet-reactor a
la oxidacién hiumeda de las aguas residuales de las industrias deri-
vadas del olivo”.~ Grasas y Aceites 41, 158-162.

Montedoro, G.; Bertuccioli, M.; et Petruccioli, G. (1975).— “Effetti dei
trattamenti con additivi enzimatici e con detannizzanti alle paste di
oliva sottopaste ed estrazione per presione unica, sui rendimenti in
olio, sulla velocita di estrazione e sulle caratteristiche analitiche degli
oli, delle acque di vegetazione e delle acque residuale”.~ Riv. Ital.
Sostanze Grasse 52, 255-265.

Strack, D. (1990).— “Metabolism of hydroxycimnamic acid conjuga-
tes”.— XV International Conference Groupe Polyphenols. Strasbourgh.
Sainz-Jiménez, C. & Gémez Alarcdn, G. (1986).— “Effects of vegeta-
tion water on fungal microflora”.— En FAQ (ed.). International Sympo-
sium on olive by products valorization, 61-76. Sevilla.

Kadam, K.L. & Drew, S.W. (1986).— “Study of lignin biotransformation
by Aspergillus fumigatus and white rot fungi using 14C-Labeled and
unlabeled kraft lignins”.~ Biotechnology and Bioengineering 28, 394-
404.

Barthes, P.; Duran, H. et Gorrichon, L. (1990).— “Nouvelle synthese
d'acide sinapique marque”.— XV International Conference, Groupe
Polyphenols, Strasbourgh.

Janshekar, H. & Fiechter, A. (1982).~ “On the bacterial degradation
of lignin".— European J. Apply. Microbiol Biotechnol 14, 47-50.

http://grasasyaceites.revistas.csic.es



Vol. 43 Fasc. 2 (1992)

24.

25.
26.
27.
28.
29.

30.

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

. Trojanowski, A.; Hitterman & Majcherczyk. (1989).— “Conversion of

industrial lignin by fungal cultures in pellet form”.— Biomass Congres.
Lisboa. *

Janshekar, H.; Brown, C. & Fiechter, A. (1981).— “Determination of
biodegraded lignin by ultraviolet spectrophotometry”.— Analytica Chi-
mica Acta 130, 80-91.

Rodier, J. (1985).— “Andlisis de las aguas”.— (ed.) Omega, 528-533.
Capitan Valley, L. y Alonso Hernandez, E.J. (1987).~ “Técnicos en
analisis de aguas”.— Fondo Social Europeo. Universidad de Granada,
33-35.

Sauter, A. &Stoub, K. (1990).- Official Methods of Analysis (AOAC).—
Waters and Salt 11, 314-316.

Sauter, A. & Stoub, K. (1990).- Official Methods of Analysis (AOAC).—
Waters and Salt 11, 317.

Ribéreau-Gayon, P. (1968).— “Les composés phénoliques des végé-
taux”.— Dunod. Parfs.

Olano, A. & Hernandez, T. (1985).— “Study of the separation of low
molecular weight phenolic compounds by HPLC and GLC".- Bull.
Liaison. Groupe. Polyphenols 12, 80-91.

(Recibido: Julio 1991)

Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

81

http://grasasyaceites.revistas.csic.es





