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Interés y objetivos del trabajo

INTERES Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

La creciente demanda de aceite de oliva, dadas las propiedades beneficiosas que
posee para la salud y su presencia en la dieta Mediterranea, hacen que la agroindustria
del olivar sea de enorme importancia en Espafa y especialmente en Andalucia donde se
produce el 80% del aceite de oliva de Espafia. Las transformaciones tecnologicas
producidas en el proceso de elaboracion del aceite de oliva a lo largo de los ultimos
veinticinco afios han ido modificando notoriamente la produccién, composicion y
aprovechamiento de sus subproductos. El sistema de extraccion continua mediante
centrifugas de tres fases que genera aceite, “orujo” y “alpechin” se ha ido sustituyendo
progresivamente desde los afios noventa y en la actualidad, en casi la totalidad de las
almazaras del pais, se ha implantado el sistema continuo de dos fases donde, ademas de
aceite, se produce un residuo denominado “alpeorujo”. El objetivo de este cambio
tecnologico en el proceso de extraccion fue la reduccion del consumo de agua y de
energia aunque esta modificacion sin embargo genera un residuo cuyo manejo supuso
nuevas adaptaciones del sector respecto a su transporte y almacenamiento y lo que fue
mas importante respecto a su uso y valorizacion.

Actualmente el alpeorujo se destina, tras secarlo y extraerle el aceite de orujo, a la
cogeneracion de energia eléctrica y térmica mediante combustion, sin embargo, y
debido a la gran cantidad de residuo que se generan en cada una de las campafias
oleicolas, es necesaria la busqueda de vias alternativas para el tratamiento de estos
subproductos.

El alpeorujo, dada su composicion vegetal y su riqueza en materia organica asi
como de otros componentes de interés agroquimico, podria emplearse como un
enmendante organico. Este uso del alpeorujo como fertilizante contribuiria a restablecer
los niveles de materia orgdnica de los suelos que se pierde continuamente por
mineralizacion y provocan cambios en la estructura del suelo. Sin embargo el alpeorujo
posee componentes toxicos de naturaleza muy variada que producen efectos nocivos
sobre el suelo y los cultivos vegetales por lo que se necesita su estabilizacion antes de
su uso. Para dar respuestas al problema que genera la existencia de una gran cantidad de
alpeorujo y la falta de fuentes de materia organica, surgen iniciativas dentro del sector
de la agricultura ecologica donde se opta por la estabilizacion y biotransformacion de

este subproducto con objeto de obtener fertilizantes organicos.
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Se han realizado algunos estudios de utilizacion de tratamientos bioldgicos para la
estabilizacion del alpeorujo, sin embargo, y debido a la composicion compleja de este
residuo, estos tratamientos requieren largos periodos de tiempo y no son demasiado
efectivos. El fraccionamiento fisico del alpeorujo permitiria la separacion de sus
componentes que facilitaria la accion detoxificadora de los microorganismos. Por ello,
el objetivo de la presente Memoria Doctoral es plantear un aprovechamiento integrado
del alpeorujo mediante la combinacion de un fraccionamiento fisico y tratamiento
bioldgico. Esta nueva forma de abordaje para la valorizacion del alpeorujo nos
permitiria obtener antioxidantes que pueden ser utilizados con fines industriales y un
enmendante organico que aporte a las plantas grandes beneficios nutricionales. Este
objetivo general se abordard en la presente Memoria Doctoral con los siguientes

objetivos especificos:

L. Fraccionamiento fisico del alpeorujo y determinacién de su fitotoxicidad.

II. Uso de los hongos saprobios para la eliminacion de la fitotoxicidad del
alpeorujo.

III. Mecanismos de disminucion/eliminacion de la fitotoxicidad de las

fracciones fisicas del alpeorujo por los hongos saprobios.

IV.  Efecto del alpeorujo transformado por hongos saprobios sobre el
desarrollo de plantas inoculadas con micorrizas arbusculares.

V. Efecto del alpeorujo y sus fracciones fisicas tratadas con hongos saprobios

sobre el desarrollo de plantas bajo condiciones de campo.
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INTRODUCCION

1. Agricultura sostenible

En los afios 60 y 70 surge la denominada “Revolucion verde” en la que la mejora
de plantas cultivadas y practicas agricolas basadas en la agroquimica y en la
mecanizacion logré un gran aumento en la produccion agricola en zonas del mundo
como Latinoamérica y Asia. Con las mejoras obtenidas en el ambito productivo pronto
se extendio esta corriente a la mayor parte del mundo implantdndose un nuevo modelo
llamado ““agricultura intensiva”. La agricultura intensiva, basada en el uso excesivo de
fertilizantes y plaguicidas, trajo consigo multiples efectos negativos para el medio
ambiente. Entre ellos cabe destacar la contaminacion de acuiferos, suelo y aire, la
disminucién de la diversidad ecoldgica y la pérdida de fertilidad del suelo como
consecuencia de una mineralizacion rapida de la materia organica que afecta
directamente a la estructura del suelo y consecuentemente provoca problemas de
erosion y desertificacion. A ello ademas hay que anadir los altos costes energéticos que
supone la fabricacion de fertilizantes nitrogenados ya que la mayoria de la energia que
se consume proviene de combustibles fosiles no renovables.

Tras los inconvenientes surgidos en la revolucion verde, con el empleo excesivo
de agroquimicos y plaguicidas, el encarecimiento de los abonos y la sobreexplotacion
del suelo surge la necesidad de una agricultura de conservacion para mantener los
rendimientos alcanzados con la revolucion verde pero evitando el deterioro ambiental
que se producia. Es cuando surge la Agricultura sostenible definida como un sistema
integrado de practicas de produccion de plantas y animales, en los que se pretende
aumentar la cantidad y/o calidad de la produccién ademas de conservar los recursos
naturales de los sistemas agricolas y disminuir los impactos negativos de la agricultura
sobre el medio ambiente. Las practicas dirigidas a una agricultura sostenible
contemplan el uso del potencial bioldgico y genético de las especies animales y
vegetales con el fin de incrementar la productividad, potencian tanto los procesos
naturales en las précticas agricolas como las relaciones entre distintos organismos
(beneficiosas o de patogénesis) o el ciclado biogeoquimico de los nutrientes y reducen

el uso de los fertilizantes quimicos y fitosanitarios.
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Para alcanzar uno de los principales objetivos de la agricultura sostenible de
reducir el uso de fertilizantes quimicos, estd cobrando especial interés el empleo de
estrategias alternativas como son el uso tanto de biofertilizantes como de fertilizantes a
base de residuos. Se esta impulsando el uso de residuos y desechos del sistema de
produccion alimentaria para reciclar los nutrientes minerales, esto combinado con
avances tecnologicos como la biotecnologia y biorremediacion produce una integracion
de los subproductos generados en este sector. En este contexto los biofertilizantes son
también una forma de potenciar el crecimiento vegetal con el empleo de
microorganismos del suelo o rizosféricos. Los microorganismos del suelo intervienen
en los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes, solubilizando elementos minerales,
fijando el nitrogeno atmosférico y mineralizando los nutrientes integrados en los
compuestos organicos, lo que conlleva un aumento en la disponibilidad de nutrientes

para las plantas.

1.1. Biofertilizantes

Los biofertilizantes o abonos biologicos estan basados en el empleo de
microorganismos que promueven y benefician la nutriciéon y el crecimiento de las
plantas. Estos microorganismos facilitan de manera directa o indirecta la disponibilidad
de determinados nutrientes aunque también los hay que producen sustancias
(fitohormonas) promotoras del crecimiento vegetal. Ademads, algunos de estos
microorganismos pueden combinarse produciendo efectos sinérgicos cuando se aplican
de manera conjunta. Entre los microorganismos del suelo beneficiosos para las plantas
se encuentran los microorganismos saprobios que desempefian un papel fundamental en
la degradacion de la materia organica y ciclado de nutrientes, asi como los
microorganismos simbiontes mutualistas que son aquellos que establecen una relacion
con otro organismo y en la que las dos poblaciones resultan beneficiadas de este tipo de
interaccion. La simbiosis mutualista mas importante por su aplicabilidad como

biofertilizantes son las micorrizas.

Hongos formadores de micorrizas
El término micorriza hace referencia a determinadas asociaciones existentes entre

ciertos hongos del suelo y raices de plantas. Se estima que mas del 97% de las plantas
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terrestres se encuentran formando parte de esta simbiosis (Harley y Smith, 1983). Las
asociaciones micorricicas son muy variadas en estructura y funciéon pero las mas
extendidas en la naturaleza son las micorrizas arbusculares. Las micorrizas arbusculares
son asociaciones de hongos del phylum Glomeromycota con plantas superiores
(Schiifler et al., 2001).

En el proceso de formacion de la micorriza ocurren una serie de interacciones
hongo-planta que van a dar en ultimo extremo a una integracion morfoldgica y
funcional de ambos simbiontes (Gianinazzi-Pearson, 1996). El hongo arbuscular se
encuentra en forma de espora en el suelo y en condiciones favorables ésta germina y
forma micelio que se extiende a través del suelo. Una vez que la hifa alcanza la
superficie de la raiz de una planta hospedadora susceptible de ser micorrizada se
diferencia formando los apresorios, estructura formada tras una ramificacion de la hifa
y engrosamiento de su pared celular. Después la hifa penetra en la raiz de la planta y se
produce un crecimiento intercelular e intracelular de la misma hasta llegar a las zonas
del parénquima cortical donde se forman las estructuras mas caracteristicas de la
simbiosis, los arbusculos. Los arblisculos son ramificaciones dicotdmicas repetidas de
las hifas intracelulares donde se produce el transporte de nutrientes (Smith et al., 1994).

La micorriza es una simbiosis bidireccional con un papel fundamental en la
mejora de la nutricion de plantas principalmente a través de un aumento en la captacion
de fosforo a cambio de recibir carbono de los fotosintetizados de las plantas
hospedadoras (Jakobsen, 1995). Sin embargo, también se ha descrito que las micorrizas
juegan un papel destacado en aspectos no nutritivos de las plantas. Las micorrizas
confieren a las plantas resistencia/tolerancia frente a multiples estreses tanto bioticos
como abidticos. Se ha estudiado la resistencia y tolerancia que confieren las micorrizas
frente a patdogenos ya que compiten por los sitios de colonizaciéon o infeccion con las
poblaciones microbianas de la rizosfera (Linderman et al., 1983) y/o porque activan
mecanismos de defensa de las plantas (Cordier et al., 1996). La tolerancia frente a
estreses abidticos como sequia o salinidad se debe a la combinacion de efectos fisicos,
nutricionales, fisiologicos y celulares (Ruiz-Lozano, 2003). Se ha sugerido que las
micorrizas en estos casos mejoran la transferencia hidrica, el ajuste osmoético y las
propiedades fisicas del suelo aumentando la retencion hidrica, el intercambio gaseoso
de la planta hospedadora y los cambios nutricionales (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004).
Ademéas estas producen la estimulacion de actividades asimilativas esenciales para las

plantas y disminuyen el dafio oxidativo a biomoléculas protegiéndolas frente al
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fendmeno de senescencia nodular prematura inducida por sequia (Porcel, 2006). Las
micorrizas protegen ademas a las plantas incrementado la resistencia frente a estados de
deficiencia de nutrientes y suelos degradados por procesos erosivos y por exceso de
laboreo, tras incendios forestales o en zonas mineras. Por otro lado también aportan
resistencia frente a la presencia de metales pesados. Se ha descrito que las plantas
micorrizadas aumentan la tolerancia a metales como Zn y Cd (Ricken y Hofner, 1996;
Porcel y Ruiz-Lozano, 2004; Arriagada et al., 2004; Vivas et al., 2006). El aumento de
esta tolerancia de la planta a metales pesados no esta claro aunque parece ser debido a
la uniéon de dichos metales a la hifa que provoca por tanto una disminucién de la
translocacion del metal desde la raiz a la parte aérea o bien a la formacion de complejos
y precipitados con los mismos (Barea et al., 1993). Por otra parte se ha descrito que las
micorrizas son utiles en fitorremediacion ya que se ha observado que estas aumentan la
captacion de ciertos metales del suelo por parte de la planta de manera que se
conseguiria la eliminacion de dichos metales y su incorporacion a los tejidos vegetales
y estructuras fingicas (Dehn y Schiiepp, 1990; Rosen et al., 2005). Las micorrizas
también mejoran la estructura del suelo por medio de la formacién de agregados
estables, actuando el micelio junto con la raiz como nexo de union entre las particulas
organicas e inorganicas (Tisdall et al., 1997). Ademas mejoran el enraizamiento y
aumentan la superficie de intercambio hidrico en la planta penetrando en poros del
suelo que resultan inaccesibles para las raices (Allen, 1982). Se ha descrito que la
simbiosis micorrizica favorece la diversidad de las comunidades de plantas y la
sucesion vegetal.

Las micorrizas confieren resistencia a las plantas frente a pesticidas (Ocampo y
Hayman, 1980), herbicidas (Garcia-Romera y Ocampo, 1988) y diferentes residuos
como son los residuos procedentes de la industria petrolifera (Cabello, 1997). Se ha
propuesto el uso de micorrizas en biorremediacién ya que se ha observado que en
sustratos contaminados con hidrocarburos aromaticos la presencia de las micorrizas
provoca una disminucion de dichos contaminantes en el suelo (Volante et al., 2005). Se
ha observado que la aplicacion de otros residuos como orujos o restos de cafia de
azucar, tratados con hongos saprobios solubilizadores de fésforo junto con hongos
micorricicos, favorecieron el crecimiento y estado nutricional de la planta ensayada
(Caravaca et al., 2004a; Caravaca et al., 2004b). Por otro lado, se ha descrito que la
aplicacion de residuos agroindustriales como alpeorujo a plantas previamente

micorrizadas aumento la biomasa de plantas de lechuga y soja respecto a las plantas no
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micorrizadas aunque cuando la aplicacion del alpeorujo y la inoculacion de los hongos
arbusculares se realizd al mismo tiempo, aument6 la sensibilidad de estas al residuo
(Martin et al., 2002).

Podemos concluir por tanto que las micorrizas ademds de mostrar un papel
importante como biofertilizantes tienen un papel fundamental en aliviar distintos
estreses mediante un efecto indirecto de la mejora nutricional de la planta

(especialmente de P y N) o por efectos directos del hongo aun escasamente estudiados.

1.2. Fertilizantes a partir de residuos

1.2.1. Problematica de los residuos

Un residuo se define como aquella sustancia u objeto que deja de tener valor en el
contexto en el que se produce y del cual su poseedor se desprenda o del que tenga la
intencion u obligacion de desprenderse. Consecuentemente el volumen de residuos que
genera una sociedad se relaciona de forma directa con su nivel de desarrollo
econémico. En las ultimas décadas, el desarrollo econdmico general junto con el
incremento de poblacion que se ha producido a escala mundial, ha provocado un
aumento espectacular del volumen de residuos en todo el planeta.

El término contaminacion puede usarse para describir todos aquellos efectos de la
actividad humana que causan un efecto negativo en el medio ambiente, siendo la
producciodn de residuos la principal causa de contaminacion. En los distintos sectores de
actividades de nuestra sociedad, el sector primario representa el 80% del total de los
residuos generados. En este sector se incluyen los residuos agricolas, ganaderos,
forestales y aquellos derivados de técnicas extractivas (canteras y minas). Los residuos
forestales se emplean como combustible y como materia prima dentro de la industria
papelera. Los residuos ganaderos, entre los que se incluyen residuos ganaderos de cria
(excrementos, camas y lechos) y residuos de matadero (huesos, sangre y pellejo) y los
residuos agricolas que comprenden los residuos de poda y de cosecha, generalmente se
incineran o se someten a compostaje por diferentes técnicas. En un contexto mas
amplio pueden considerarse también como residuos agricolas los subproductos de
origen vegetal generados por las industrias de transformacion agricolas y algunos

residuos agricolas especificos. Entre estas industrias destacan la industria arrocera,
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oleicola, vitivinicola, del café, harineras, cerveceras, textil, de frutos secos y de
transformacion de hortalizas. La industria oleicola es especialmente importante en
Espafia y la produccion de residuos derivados de la agroindustria del olivar representa
un gran problema en la actualidad.

La intensificacion y globalizaciéon de la produccion agricola determina una
disminucion de los recursos naturales y un aumento de los desechos generados. Se hace
por tanto necesario una gestion de estos residuos cuyo objetivo primordial debe ser la
conversion de los residuos organicos en recursos, para lo cual es necesario aplicarle un

tratamiento acorde con el destino final.

1.2.2. La Biorremediacion como tecnologia del futuro

La biorremediacion es el uso de organismos vivos (bacterias, hongos, animales y
plantas) para degradar sustancias contaminantes. Las biotransformaciones de
compuestos organicos e inorganicos por la actividad metabolica de organismos son
procesos bioquimicos naturales que ocurren en el medio ambiente, aunque el hombre
puede interferir potenciando estos procesos o introduciendo organismos mas eficientes
para tal fin. La biorremediacion puede realizarse in Situ, cuando se realiza en su
localizacion original o bien ex Situ cuando el sedimento contaminado es transportado a
otra localizacion para su posterior tratamiento.

La biorremediacion puede llevarse cabo mediante:

Degradacion enzimética: Consiste en el empleo de enzimas en un sitio
contaminado con el fin de degradar las sustancias nocivas. Dichas enzimas son
previamente producidas por microorganismos transformados genéticamente o no. Esta
aplicacion de la biotecnologia lleva décadas funcionando y hoy en dia las compatfiias
biotecnoldgicas ofrecen las enzimas y los microorganismos genéticamente modificados
para tal fin. Este tipo de técnicas se emplea en la degradacion de contaminantes como
tintes industriales, efluentes como alpechines y distintos compuestos xenobioticos.

Remediacion microbiana: Se refiere al uso de microorganismos directamente en
el foco de la contaminacion o en el residuo. Estos microorganismos pueden ya existir
en ese sitio o pueden provenir de otros ecosistemas, en cuyo caso deben ser inoculados
en el sitio contaminado o en el residuo si se trata de una biorremediacion ex Situ.

Cuando no es necesaria la inoculacion de microorganismos, suelen administrarse
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nutrientes sobre el residuo o lugar de la contaminacion con el fin de acelerar el proceso.
Este tipo de biorremediacion se emplea en el tratamiento de suelos contaminados con
hidrocarburos aromaticos, metales pesados y en residuos soélidos urbanos y agricolas
(alpeorujo y alpechin), etc.

Fitorremediacion: Consiste en el uso de plantas verdes para contener, remover o
neutralizar compuestos organicos, metales pesados o radionucleidos.

Biorremediacion animal: Existen animales que actian como agentes
descontaminantes, ya que pueden desarrollarse en medios con fuerte toxicidad o poseer
en su interior microorganismos capaces de retener determinados compuestos como
metales pesados. Las lombrices son un ejemplo y una importante herramienta en este
campo ya que son capaces de crecer en lodos de aguas residuales, orujos y alpeorujos.

La biorremediacion se viene empleando en el tratamiento de todo tipo de residuos
con el fin de reducir la demanda bioldgica y quimica de dichos residuos y de este modo
poderlos utilizar o desechar sin ningun peligro medioambiental. En el caso de residuos
organicos con potencial fertilizante como los residuos agricolas, la biorremediacion
permite eliminar los componentes toxicos de estos y formar un producto estabilizado

con posibilidad de uso como abonos.

2. La agroindustria del olivar

2.1. La olivicultura

El cultivo del olivo es una antigua tradicion centenaria especialmente importante
por la obtencion del aceite de oliva. La produccion de aceite de oliva esta concentrada
en los paises de la cuenca mediterranea: Espafia, Portugal, Italia, Grecia, Turquia, Siria,
Tanez y Marruecos y representa el 89% de la produccion mundial (Fig. 1). Sin
embargo, recientemente paises como Argentina, Australia y Africa del sur estan
iniciandose en el cultivo intensivo de olivos.

Espana es uno de los principales paises productores de aceite de oliva de la
Comunidad Europea con una produccion media de 700.000 a 800.000 toneladas al afio
(Datos obtenidos del Internacional Olive Oil Councill). En la campaiia 2005-2006 el
balance de la produccion de aceite de oliva fue 824.600 toneladas (datos de la Agencia

para el Aceite de Oliva del Ministerio de agricultura, pesca y alimentacion). La
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superficie de olivar en Espafa se encuentra distribuida en su mayoria en Andalucia y
Castilla la Mancha y el resto se reparte entre Extremadura y Catalufia principalmente y
en menor medida en la Comunidad Valenciana, Aragén y Murcia. La produccién en
Andalucia representa un 80% de la produccion espafiola y mas del 40% de la europea.
La agroindustria del olivar que gira en torno a la obtencion del “denominado oro
liquido” produce multitud de problemas medioambientales debido a los residuos y

subproductos generados que resultan perniciosos para el medio ambiente.

B Francia
W Italia

O Grecia
OEspafia
OPortugal

Fig. 1. Porcentaje de produccion de aceite de oliva en los paises pertenecientes a la Comunidad

Economica Europea (Datos Internacional Olive Councill 2006).

2.2. Sistemas de extraccion del aceite de oliva

El proceso de extraccion del aceite de oliva comprende diferentes etapas. En
principio tiene lugar la recepcion y seleccion de las aceitunas en la almazara donde se
toman muestras para determinar la calidad y el rendimiento de las mismas. Las
aceitunas luego pasan por un sistema de ventiladores donde se lleva a cabo la limpieza
de hojas y piedras que contengan. Posteriormente se procede al lavado de las mismas
para eliminar restos de contaminantes agricolas como insecticidas o fertilizantes, asi
como polvo y otras suciedades. Una vez limpias, estas aceitunas se muelen mediante
trituradores para permitir la salida del aceite y la pasta de aceituna obtenida se bate para
finalmente extraer el aceite. La cantidad y propiedades fisico-quimicas de los residuos
generados en la produccion de aceite de oliva dependeran del método usado para la

extraccion (Fig. 2).
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Los sistemas de extraccion de aceite de oliva han ido cambiando progresivamente
debido a los avances tecnologicos en el sector, asi, a principios de los afios 70 el
sistema de prensado clasico por presion se sustituyo por un sistema de centrifugas en
tres fases. En este sistema se introduce la masa de aceituna en el decanter o decantador
centrifugo horizontal junto con agua del exterior para fluidificar la pasta y hacerla girar
a gran velocidad. Con esta centrifugacion se consigue la separacion por diferencia de
densidad de una fase liquida oleosa o aceite, otra liquida acuosa o alpechin resultante
del agua afnadida para fluidificar la pasta de aceituna antes de introducirla en la
centrifuga, la del lavado de aceituna, y la propia que contiene el fruto y una fase solida
u orujo compuesta por la pulpa, hueso y piel de la aceituna. Este sistema requiere la
aplicacion suplementaria de agua y provoca la aparicion de alpechines con un gran

poder contaminante.

Sistema de tres fases Sistema de dos fases
Agua (0,1-0,12 m®) Agua (0,1-0,12 m®)
| Lavado ™ | Lavado
v v
Molturado/ Molturado/
Tri‘lturado Agua (0.6-13 m) Tritlllrado

v / v
Centrifugado Centrifugado

horizontal horizontal
[
v v
Alpechin y agua Aceite Orujo Aceite Alpeorujo
de procesado (~550 ko) (=200 kg) (=800 kg)
Centrifugado | | Procesado Procesado
vertical posterior posterior
Aceite Aceite Residuos Aceite Residuos de
(210 kg) de orujo de orujo de orujo | | alpeorujo

Fig. 2. Extraccion del aceite de oliva mediante sistema de extraccion continua de tres y dos

fases (Alburquerque et al, 2004).
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A principios de los 90 se introdujo un nuevo sistema de extraccion de aceite de
oliva mediante centrifugas de dos fases que redujo en un 75% la proporcion de
residuos. Con este sistema de extraccion no es preciso aplicar agua del exterior a la
pasta de aceituna, por lo tanto el volumen generado de fase acuosa o alpechin es casi
nulo. Tras la centrifugacion con el sistema conocido como “sistema ecologico” se
obtiene la fase oleosa y un residuo solido con algo de aceite y con bastante mas
humedad que el que se obtiene en el sistema continuo de tres fases y conocido como
alpeorujo himedo o alperujo humedo.

Una de las principales ventajas de este sistema de extraccion de aceite de oliva
con respecto al de tres fases, como se ha mencionado anteriormente, es la reduccion de
la cantidad de agua empleada con la consecuente disminucion de los alpechines
obtenidos. Por otra parte, la calidad del aceite de oliva es mayor ya que con el sistema
de extraccion de dos fases el contenido de fenoles que permanece en el aceite de oliva
aumenta un 1% con respecto al de tres fases (Alba et al., 1992; Vierhuis et al., 2001).
Sin embargo este sistema genera un nuevo subproducto que muestra también problemas
al tratarse de un residuo de consistencia sélida y con alta humedad, por lo que se
requieren nuevos lugares de almacenaje, camiones para transportarlos y toda una serie
de adaptaciones a este nuevo residuo.

No obstante y a pesar de la desventaja en el uso y manejo del alpeorujo, hoy dia
en Espafia la mayoria de las almazaras emplean el sistema continuo de dos fases
produciendo cantidades enormes de dicho residuo, ya que se obtienen 80 toneladas de
alpeorujo de cada 100 toneladas de aceitunas extraidas. La produccion de alpeorujos es
especialmente importante en Andalucia, comunidad que cuenta con el mayor numero
de extractoras de Espafia, pues se han obtenido en las ultimas campafias entre 3.500.000
y 4.000.000 toneladas/afio (Datos campana 2006 suministrados por la Agencia para el

Aceite de Oliva del Ministerio de agricultura, pesca y alimentacion).

3. Valorizacion de subproductos del olivar

3.1. Alpechin

El alpechin, residuo liquido obtenido tras el proceso de extraccion del aceite de

oliva mediante el sistema de tres fases, esta constituido por restos de pulpa, aceite,
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mucilagos y pectinas suspendidos en una emulsion estable (Paredes et al., 1999). Su
composicion quimica es muy variable dependiendo de la variedad de aceitunas, el
proceso de extraccion, el periodo de recogida del fruto, etc. El alpechin presenta un alto
contenido en materia orgédnica asi como numerosos nutrientes como magnesio y potasio
ademas de acidos organicos, alcoholes, lipidos y polifenoles (Tabla 3). El poder
contaminante del alpechin ha sido atribuido fundamentalmente al contenido fendlico y
de 4cidos grasos asi como al efecto sinérgico de estos con otros compuestos organicos e
inorganicos (Della Greca et al.,, 2001). Estos atributos le confieren marcadas
propiedades tanto antibacterianas (Moreno et al., 2004) como fitotoxicas (Capasso et
al., 1992).

Se han realizado numerosas investigaciones dirigidas a reutilizar, directa o previa
transformacion estos efluentes con fines agroganaderos o industriales (Roig et al.,
20006). Para ello es necesario eliminar la alta demanda quimica organica y el contenido
fendlico del alpechin que pueden ocasionar problemas de contaminacion ambiental.
Entre los métodos fisicos utilizados destacan la evaporacion en balsas, criogénesis,
coagulaciéon con limos, separacion con membranas (6smosis reversa y ultrafiltracion),
floculacion con polielectrolitos, concentracion térmica y el empleo de biopolimeros que
absorben fenoles y sales del alpechin (Borja et al., 1998; Davies et al., 2004; Sarika et
al., 2005). El inconveniente de este tipo de tratamientos es la obtencion de fangos o
lodos de alpechin los cuales posteriormente hay que volver a tratar por medio de
compostaje u otras técnicas.

Ademas de estos tratamientos se ha estudiado el empleo de tecnologias avanzadas
de oxidacion, como herramienta para completar la mineralizacion de los componentes
toxicos del alpechin o para la eliminacion selectiva de los contaminantes mas
biorresistentes y su conversion a intermediarios biodegradables. Entre estos procesos
destacan la ozonacion, la irradiacion con UV, la fotocatalisis, el empleo del reactivo de
Fenton, la oxidacion electroquimica o la oxidacion con aire himedo (Benitez et al.,
1999; Rivas et al., 2001; Cermola et al., 2004; Vlyssides et al., 2005). Sin embargo
estos tratamientos parecen ser mas eficaces si se realizan como una pre-fase antes de un
tratamiento bioldgico (Benitez et al., 1999).

Dentro de los métodos bioldgicos utilizados para la valorizacion del alpechin
destacan los tratamientos anaerdbicos y aerobicos. La digestion bioldgica anaerdbica es
menos efectiva que los tratamientos aerdbicos pero poseen algunas ventajas entre las

que destacan un menor gasto energético y produccion de fangos y la posibilidad de
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aprovechar la produccion de biogas (Marques, 2001; Dhouib et al., 2006). El
tratamiento biologico aerdbico es mas eficaz que el anterior pero dadas sus
caracteristicas requieren diluciones del residuo antes de su tratamiento para paliar el
efecto bactericida, tratamiento no compatible con los recursos hidricos de la cuenca
Mediterranea. Ain asi han sido numerosos los estudios aerdbicos realizados tanto con
bacterias (Di Gioia et al., 2001), levaduras (Lanciotti et al., 2005) como con hongos
(Hamdi et al., 1991; Ben Hamman et al., 1999; D'Annibale et al., 2004) consiguiendo
en la mayoria de los casos, aunque de forma mas acusada cuando se emplearon hongos
en el tratamiento, la eliminacion de la carga fendlica y disminucién de la fitotoxicidad.
Ademas de todas estas técnicas encaminadas a la detoxificacion del alpechin para
su uso como enmendante también se ha utilizado este residuo como fuente para la
obtencion de productos de alto valor afiadido como hidroxitirosol (Fernandez-Bolafios
et al, 2002), =xantano, polihidroxialcanohatos (PHAs), exopolisacaridos,
polihidroxibutiratos y biosurfactantes (Ramos-Cormenzana et al., 1995; Paredes et al.,

2000) o como medio para la produccion de biomasa (Sanchez et al., 2004).

3.2. Alpeorujo

3.2.1. Caracteristicas y composicion quimica del alpeorujo

El alpeorujo es un producto natural obtenido de materiales crudos y por tanto sus
caracteristicas quimicas varian en funcién de la campana oleicola dependiendo de
variables como las condiciones climatologicas de la cosecha, la variedad de olivo o el
grado de maduracion del fruto. Este residuo es una mezcla compleja constituida por
piel, pulpa y huesos con un alto grado de humedad.

Entre las caracteristicas agroquimicas del alpeorujo destacan una humedad alta
(65%) en el caso del alpeorujo himedo que disminuye drasticamente (15%) después del
extractado y secado de dicho residuo (Tabla 1) (Cabrera et al., 2002).

La presencia en el alpeorujo de sales minerales, un pH ligeramente 4cido y un
alto contenido en materia organica lo hace importante a la hora de considerarlo como
abono mineral para las plantas. El alpeorujo es muy rico en K, al igual que el alpechin,
sin embargo es pobre en N, P, Ca y Mg comparado con otros enmendantes orgédnicos.

En cuanto a la proporcion de micronutrientes se ha descrito que el contenido de Mn es
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variable, presenta gran proporcion de Fe y cantidades considerables de Zn y Cu aunque
en mucha menor proporcion que de Fe. La mayoria de los constituyentes orgénicos que
presenta dicho residuo son lignina, hemicelulosa y celulosa, por tanto es un residuo
fundamentalmente lignoceluldsico susceptible al compostaje (Tabla 2). Sin embargo el
alpeorujo tiene particulas de pequefio tamafio y escaso material poroso lo que hace que
sea un sustrato poco apropiado para compostar debido a la susceptibilidad de

compactacion (Alburquerque et al., 2004).

Tabla 1. Caracterizacion de los distintos tipos de alpeorujo: alpeorujo himedo (ALPH), alpeorujo seco

no extractado (ALPSNE) y alpeorujo seco extractado (ALPSE) (Cabrera et al., 2002).

ALPH ALPSNE ALPSE
Humedad (%) 65,50 14,90 13,90
pH 5,62 6,06 5,88
N-Kjeldahl (%) 0,90 0,95 1,02
CIN 58,00 56,00 52,00
P,Os (%) 0,34 0,33 0,41
K,0 (%) 1,94 2,37 2,93
Na (%) 0,07 0,06 0,06
Materia organica (%) 88,60 87,20 87,70
Lignina (%) 37,80 35,40 35,10
Grasas (%) 2,54 5,57 0,91
Carbono hidrosoluble (mg/kg) 93,70 47,80 56,10
Extractos humicos totales (%) 15,20 14,40 12,70
Acidos humicos (%) 3,91 5,07 2,20

Las grasas muy escasas en el alpeorujo seco y extractado pero presentes en los
alpeorujos no extractados (himedos o secos) y los carbohidratos hidrosolubles entre los
que destacan el manitol y en menor cantidad sacarosa y fructosa constituyen una buena
fuente como sustrato de crecimiento de microorganismos (Guillén et al., 1992;
Alburquerque et al., 2004) (Tabla 1). Ademas, formando parte de la composicion
organica de este residuo, aparecen restos de pared celular de aceituna con una cantidad
considerable de polisacaridos pécticos y polimeros de hemicelulosas ricos en xilano y
xiloglucanos (Jiménez et al., 2001).

El alpeorujo, tal y como lo muestran algunos estudios, no puede aplicarse
directamente al suelo por los efectos fitotoxicos derivados principalmente de sustancias
como los fenoles (Martin et al., 2002, Sampedro et al., 2004b). Ademas la elevada
relacion C/N dificulta su aplicacion directa a los cultivos ya que provoca un hambre de

N en los mismos que se deberia corregir afladiendo una fuente adicional de nitrogeno
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como el estiércol (Cabrera et al., 2002) (Tabla 2). Unido a todo lo anteriormente
mencionado, la aplicacion del alpeorujo al suelo determina efectos en las propiedades
quimicas y estructurales de este ya que produce una inmovilizaciéon del N disponible
por las plantas, aumenta la salinidad en suelos de tipo anfisol por desplazamiento del
Cay el K al complejo de cambio y disminuye el Mg asequible a las plantas por efecto
antagonico con el K (Paredes et al., 1999). No obstante, estudios realizados con orujo
de tres fases en condiciones de campo, han demostrado que la aplicaciéon de este
produce un aumento de la capacidad hidrica del suelo, del contenido en carbono
organico total, de acidos humicos y fulvicos, de K y de la relacién C/N por disminucion

de N en suelo (Brunetti et al., 2005).

Tabla 2. Caracterizacion agroquimica del alpeorujo seco y extractado utilizado durante esta

Memoria Doctoral (Sampedro, 2005).

Caracterizacion agroquimica del
alpeorujo
pH 5,33
CIN 31,00
COT (g/kg) 585,00
CET (g/kg) 215,70
AH (g/kg) 29,60
AF (g/kg) 186,10
N (g/kg) 18,72
K (g/kg) 30,54
Na (g/kg) 0,17
Mg (g/kg) 3,82
Ca (g/kg) 13,61
P (g/kg) 2,11
Fe (g/kg) 1,12
Cu (mg/kg) 68,97
Zn (mg/kg) 65,24
Mn (mg/kg) 46,51
Hemicelulosa(g/100g alpeorujo) 9,97
Celulosa (g/100g alpeorujo) 17,09
LAD (g/100g alpeorujo) 24,36

’COT= Carbono organico total; CET= Carbono extraible total; AH= Acidos humicos,
AF= Acidos fulvicos; LAD= Lignina acido detergente.

Una comparativa agroquimica de los residuos obtenidos tras la extraccion de
aceite de oliva mediante el sistema de tres y dos fases ha puesto de manifiesto que el
contenido fendlico del alpechin es ligeramente mayor que el del alpeorujo,

manteniendo el mismo pH y una cantidad de materia orgdnica de la mitad respecto al
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alpeorujo. Segun algunos autores en el alpeorujo aparecen una mayor tipologia de
fenoles que en el alpechin (Lesage-Meessen et al., 2001). El alpeorujo en general
presenta un mayor contenido en materia organica, N, P, K, Fe, Cu y una relaciéon C/N

ligeramente superior que el alpechin (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas quimicas del alpechin y alpeorujo segun distintos autores: (a)

Vlyssides et al., 2004, (b) Cayuela et al., 2004, (c) Alburquerque et al., 2006a. MO= Materia

organica.

ALPECHIN (a) ALPEORUJO (b) (c)

pH 4,80 | pH 5,23 5,20
EC (dS/m) 12,00 |EC (dS/m) 5,24 4,12
MO (g/l) 57,40 | MO (g/l) 94,30 94,80
CIN 52 |C/N 49,30 57,90
N (g/) 0,76 | N (g/kg) 11,30 8,90
P (gl 0,53 | P (g/kg) 0,90 1,10
K (g/l) 2,37 | K (g/kg) 24,30 25,30
Na (g/l) 0,30 | Na (g/kg) n.d. n.d.
Ca (g/l) 0,27 | Ca(g/kg) n.d. 1,70
Mg (mg/l) 44,00 | Mg (g/kg) n.d. 0,80
Fe (mg/l) 120,00 | Fe (g/kg) 526,00 | 201,00
Cu (mg/l) 6,00 | Cu (g/kg) 17,00 16,00
Mn (mg/l) 12,00 | Mn(g/kg) 13,00 5,00
Zn (mg/l) 12,00 | Zn(g/kg) 18,00 13,00
Lipidos (g/l) 1,64 | Lipidos (%) 18,00 n.d.
Polifenoles (g/l) 10,70 | Fenoles (%) 1,20 1,60
Carbohidratos (g/l) 16,10 | Carbohidratos (%) 9,60 6,30

Por enmienda orgénica entendemos un sustrato procedente de materiales
carbonados de origen vegetal o animal, utilizada fundamentalmente para mantener o
aumentar el contenido en materia orgédnica del suelo y mejorar tanto sus propiedades
fisicas como su actividad quimica bioldgica. Segun el Real Decreto 824/2005, de 8 de
julio sobre productos fertilizantes, una enmienda organica de compost constituidos por
materiales orgéanicos biodegradables tiene que presentar un contenido minimo de
materia organica del 35%, una humedad entre 30 y 40% y una relacion C/N menor de
20. Por ello numerosos autores han propuesto el uso del alpeorujo como enmendante de
suelos agricolas al ser un residuo rico en materia organica (Nogales et al., 1999;
Cabrera et al., 2002). El aprovechamiento del alpeorujo como fertilizante contribuiria a
remediar la actual situacion paraddjica de la alta demanda de abonos organicos y la

escasez de materia organica en los suelos de la cuenca Mediterranea, frente al fuerte
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impacto medioambiental generado por la produccion de alpeorujo por parte de las
industrias oleicolas. Las pérdidas de humus por mineralizacion en los suelos espaioles
varian entre 200 y 2000 kg por hectirea y ano. Las cifras menores corresponden a
suelos con bajo contenido en materia organica y débil velocidad de mineralizacion
(zonas aridas, suelos calizos, cultivo de secano, zonas frias, laboreo reducido, etc.) y las
mas altas a suelos profundos, con alto contenido en materia organica y elevada
mineralizacion (zonas célidas, himedas, regadio, laboreo frecuente, etc.). Puesto que la
mayor parte de la superficie de cultivos en Espafia es en suelo calizo, en secano o con
limitacion hidrica, si se incorporara al suelo dicho residuo, el humus generado cubriria
en muchos casos las pérdidas por mineralizaciéon y en determinadas rotaciones o
cultivos seria excedentario.

Sin embargo, el alpeorujo es un material inestable con gran actividad
microbioldgica debido a la alta proporcion de materia orgénica biodisponible que
posee, por lo que, con el fin de poderlo usar en agricultura, se hace necesaria una
estabilizacion previa de este subproducto. Podemos considerar el alpeorujo como un
residuo organico biodegradable, al ser un subproducto de origen vegetal susceptible de
transformarse por la accion de microorganismos aerobios o anaerobios y dar lugar a una

enmienda organica.

3.2.2. Compuestos fendlicos del alpeorujo e importancia de su estudio

Los fenoles poseen uno o varios anillos aromaticos (fenoles monoméricos o
polifenoles) con sustituyentes hidroxilos o derivados funcionales tipo éster, metiléster o
glicésidos. Estos compuestos se encuentran formando parte de los tejidos de las plantas
0 como metabolitos primarios implicados en la sintesis de material esencial para estos,
como la sintesis de proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos, o bien intervienen como
metabolitos secundarios con una funcion restringida y poco clara en el metabolismo
general, ya que no son necesarios para la fotosintesis y respiracion pero son requeridos
para el crecimiento de las plantas.

Los fenoles intervienen en el crecimiento de las plantas y se han relacionado estos
con las auxinas y los acidos abcisico e indolacético. Se ha descrito que algunos fenoles
promueven el crecimiento de las plantas e inducen la dormancia en semillas mientras
que otros en cambio inhiben la germinacion de semillas, elongacion radical, expansion

de hojas, fotosintesis, absorcion de nutrientes y acumulaciéon de materia seca en
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vastagos y raices de plantas, de ahi sus propiedades fitotoxicas (Rasmussen y Einhellig,
1977; Reynolds, 1989; Lyu y Blum, 1990; Lyu et al., 1990). Los mecanismos por los
que los fenoles causan toxicidad parecen estar relacionados con la narcosis polar de las
células, el desacoplamiento de la oxidacion, alteraciones de electrofilicidad, de
hidrofobicidad y disociacion y unién de H en las biomoléculas (Korte et al., 2000).
Entre las funciones de los fenoles destaca su papel como sustancias alelopaticas
produciendo efectos beneficiosos o perjudiciales bien directa o indirectamente sobre
otras plantas o como moléculas senal ya que inducen la respuesta de los mecanismos de
defensa de la planta frente a estreses o ataque de patogenos (Li et al., 1993). También
se ha observado que los fenoles pueden afectar a los microorganismos de la rizosfera de
la planta. Asi los flavonoides, en procesos de simbiosis micorricica, pueden aumentar o
disminuir la germinacion de las esporas en funcion de su concentracion (Fries et al.,
1997). Se ha descrito también que los acidos fenolicos pueden inhibir la colonizacion
arbuscular (Pedersen et al., 1991). El papel de los fenoles en las micorrizas parece ser
un proceso complejo dependiente de multiples factores como el tipo de fenol y
concentracion, asi como del tipo de hongo micorricico y de la etapa del desarrollo de la
simbiosis (Scervino et al., 2005a; Scervino et al., 2005b). Los fenoles ademas forman
parte de pigmentos como los antocianos que son los responsables de la coloracion de
frutos y residuos como las aceitunas y el alpeorujo. Estos ademads son los encargados de
aportar la sensacion de gusto en frutos, siendo los causantes del amargor del aceite de
oliva o de las naranjas.

La composicion fenolica de las aceitunas varia en funcioén de su variedad, estado
de madurez y condiciones climdticas en las que se ha desarrollado cada campana
(Romero et al., 2004). En la aceituna aparecen componentes de tipo secoiridoide como
la oleuropeina (formada por la unién del 4cido elendlico, el hidroxitirosol y una
molécula de glucosa), verbascosido y ligustrosido; grupos de compuestos fenolicos
derivados del 4cido cinnamico (4cido ferulico, cafeico y p-cumadrico) y del acido
benzoico (acidos 3,4-dihidroxifenilacético y 4-hidroxibenzoico) y otra serie de fenoles
como el catecol, metilcatecol, fenilalcoholes (tirosol, hidroxitirosol), flavonoides
presentes en una concentracion relativamente alta (luteolina-7-glucosido, apigenina-7-
glucosido, rutina y quercetina) y pigmentos antocianos (cianidina-3-glucésido y
cianidina-3-rutindsido) responsables de la coloracion violacea de las aceitunas maduras

(Ryan et al., 2002).
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En el aceite de oliva virgen los compuestos fendlicos mayoritarios son el tirosol,
hidroxitirosol y sus formas conjugadas (oleuropeina, ligustrésido y verbascosido) y
lignanos (pinoresinol y acetopinoresinol) (Brenes et al., 1999; Brenes et al., 2002). Los
fenoles y sus derivados aparecen en la mayoria de los efluentes contaminantes de los
procesos industriales y agricolas dependiendo del proceso. Asi mediante el sistema de
centrifugacion en dos fases el 98% del contenido fenolico de la aceituna se queda en el
alpeorujo quedando un 2% en el aceite de oliva (Vierhuis et al., 2001). El alpeorujo
contiene una gran variedad de compuestos fenolicos diferentes por su peso molecular,
posee compuestos de peso molecular bajo (un anillo aromético con uno o mas grupos
sustituyentes) y compuestos fenolicos complejos de alto peso molecular (varios anillos
aromaticos condensados con algunos grupos sustituyentes). Los principales fenoles
detectados en el alpeorujo son fenilalcoholes como el hidroxitirosol y p-tirosol,
derivados del acido cinnamico (acido p-cumadrico, acido cafeico y acido ferulico), acido

vainillico y vainillina (Lesage-Meessen et al., 2001; Sampedro et al., 2004a).

HO. O,
:O/\/ Oleuropeina
HO'
H,CH,OH CH,CH,OH
OH
OH OH
Hidroxitirosol Tirosol

Fig. 3. Estructura de los fenoles presentes en el alpeorujo con poder antioxidante.

Numerosos estudios han puesto de manifiesto que los fenoles representan la
fraccion mas recalcitrante del alpechin y alpeorujo con importantes propiedades
fitotoxicas (Capasso et al., 1992). Sin embargo estos fenoles, principalmente aquellos
que también estan presentes en el aceite de oliva, como son el hidroxitirosol, el tirosol y

la oleuropeina (Fig. 3) tienen multiples efectos bioldgicos, por su poder antioxidante
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intervieniendo en la prevencion del cancer y de enfermedades coronarias (Angerosa et
al., 2000; Gordon et al., 2001), sus propiedades nutricionales (Galli y Visioli, 1999) y
las propiedades organolépticas que aporta al aceite de oliva. Por tanto el alpeorujo
puede usarse como fuente potencial de biofenoles de alto interés por sus propiedades
beneficiosas para la salud humana con diferentes usos dentro de la industria
farmacéutica y alimentaria (Aragéon y Palancar, 2001). Al mismo tiempo este uso del
alpeorujo resolveria un problema medioambiental ya que disminuiria el contenido
fenolico de este y por tanto su efecto fitotdxico, con lo que podria plantearse su uso

como fertilizante o enmendante organico.

3.2.3. Usos y aprovechamientos del alpeorujo

Desde la aparicion del alpeorujo como nuevo residuo en la extraccion de aceite
mediante la tecnologia de dos fases se han realizado numerosos estudios encaminados
al aprovechamiento de dicho residuo. Los usos del alpeorujo mas importantes que se

conocen son:

1. Aceite de alpeorujo

El alpeorujo obtenido en las almazaras se transporta a las industrias orujeras con
el fin de obtener aceite de orujo. Este alpeorujo humedo se vacia en balsas de
desecacion en las que se mantiene en torno a los 8 o 10 dias y posteriormente se seca en
secaderos rotativos con aire caliente a 400 °C hasta obtener un residuo con un 5% de
humedad. A continuacién se extrae el aceite de orujo con n-hexano, obteniéndose el
alpeorujo seco y extractado u orujillo como residuo final que contiene muy poco aceite
y una humedad del 10-13%. Tras el cambio en la metodologia de extraccion, las
orujeras se encuentran con un residuo nuevo mas humedo (62%) con cada vez menos
aceite que extractar y un alto contenido en azucares. El secado de este nuevo residuo es
dificil ya que se produce la caramelizacion de los azlicares que contiene, compuestos no
deseados como hidrocarburos policiclicos aromaticos y bolsas de aire que generan
explosiones (Arjona et al., 2005). Dadas las dificultades en el secado y extraccion del
aceite de orujo y los problemas que conlleva, en algunos sitios se esta empezando a
prescindir de esta alternativa y destinar el alpeorujo directamente a la produccion de

biocombustible (Celma et al., 2002).
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2. Energia

En los ultimos afios se estan empezando a utilizar fuentes de energia alternativa,
aparte del petroleo y gas natural en las plantas de cogeneracion de energia con residuos
organicos procedentes de la agricultura (restos de poda) y la agroindustria (orujos de la
agroindustria olivarera o vinicola). La cogeneracion de energia es un proceso mediante
el cual se obtiene energia eléctrica y/o mecdnica y energia térmica a partir de una
misma fuente de energia. El alpeorujo seco y extractado se puede utilizar como
combustible para la cogeneracion de energia eléctrica y térmica por combustion ya que
presenta un poder calorifico de 400 Kcal’kg (Masghouni y Hassairi, 2000; Caputo et
al., 2003). En algunas orujeras se han introducido estas plantas de cogeneracion y la
energia que obtienen la utilizan para el secado del alpeorujo humedo y el
autoabastecimiento de energia eléctrica. El inconveniente de este aprovechamiento del
alpeorujo es la alta produccion de cenizas como residuo tltimo de la combustion.

El alpeorujo también puede utilizarse en la produccioén de biogas (una mezcla de
CH4 y CO3) a partir de un proceso biotecnologico de digestion anaerdbica (Tekin y
Dalgic, 2000) o para la produccion de metano (Borja et al., 2003). Otra alternativa de
producir energia a partir de alpeorujo es mediante el método fisico-quimico que
propone Jurado et al (2003) por ¢l que a partir de biomasa de alpeorujo se obtiene un
gas sintético llamado “syngas” formado por una mezcla de CO, y H; del que se obtiene

combustible sintético.

3. Abono agricola

El alpeorujo se puede utilizar como abono de suelos agricolas por su alto
contenido en materia orgénica y presencia de micronutrientes. Sin embargo, debido a
los niveles elevados de fenoles del alpeorujo que originan sintomas de fitotoxicidad en
los cultivos y a que el uso directo de este en el suelo tiene un efecto perjudicial en la
estabilidad estructural del mismo, se opta por el tratamiento de dicho residuo antes de
su uso para eliminar su toxicidad (Ruiz et al., 1997).

La valorizacion del alpeorujo mediante compostaje estd siendo objeto de estudio
en los ultimos afnos debido a que las caracteristicas fisicas del mismo hacen dificil el
proceso. Se han descrito que para que no se produzca compactacion en el proceso, por
las propiedades semisolidas del alpeorujo, es necesario emplear agentes
descompactantes como hojas de olivo, paja, residuos de algodon, serrin de alamo y

astillas de madera (Cegarra et al., 2000; Filippi et al., 2002). Sus propiedades fisicas
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también lo hacen un sustrato dificil para la aireacion de las pilas de compost por lo que
se han realizado diferentes estudios para optimizar el compostaje (Cayuela et al., 2006).
En todos los casos el alpeorujo compostado mostr6 un alto grado de humificacion, sin
efectos fitotoxicos y con un alto contenido en nutrientes minerales, representando este
tipo de tratamientos una estrategia alternativa para el reciclaje de estos subproductos
(Garcia-Gomez et al., 2003; Alburquerque et al., 2006b; Alburquerque et al., 2006c¢).
Otra forma de compostar el alpeorujo puede ser mediante el uso de lombrices epigeicas
ya que este residuo posibilita el crecimiento y reproduccion de las mismas. Los
productos obtenidos mediante vermicompostaje presentaron un menor contenido en
compuestos fitotoxicos y baja relacion C/N, aunque estos resultados fueron mas
patentes cuando se mezclo el alpeorujo con otros residuos (Nogales et al., 1999;
Saavedra et al., 2006).

Sin embargo el tiempo necesario para llevar a cabo estos compostajes es largo por
lo que se estan buscando alternativas para acelerar dicho proceso. Estudios recientes
demuestran que la incubacion del alpeorujo con determinados hongos saprobios
disminuye y en algunos casos eliminan la fitotoxicidad de este debido principalmente a
la degradacion y/o polimerizacion de fenoles presentes en este residuo en un periodo de

cinco meses (Sampedro et al., 2005; Sampedro, 2005).

4. Productos de alto valor afadido

El alpeorujo contiene compuestos de interés para la industria farmacéutica,
cosmética y alimentaria. Es un residuo muy rico en hidroxitirosol, tirosol y oleuropeina,
potentes antioxidantes que se pueden extraer del residuo por medio de tratamiento
térmico al vapor (Fernandez-Bolaiios et al., 2002). El alpeorujo se puede utilizar para la
produccion de pectina, compuesto de gran interés en la industria alimentaria ya que es
usada como agente gelificante, estabilizante y emulsionante (Cardoso et al., 2003).
Ademas también se ha estudiado la mezcla de alpeorujo con polimeros termoplasticos

para la fabricacion de contenedores (Siracusa et al., 2001).

5. Otras formas de valorizacion

El alpeorujo se puede usar en la fabricacion de piensos concentrados para la
alimentacion de especies de rumiantes poco sensibles a la presencia de fenoles como el
ganado ovino y caprino (Molina y Nefzaoui, 1996). Sin embargo, dada la alta

proporcion de fibras poco digeribles y el bajo contenido en proteinas de estos piensos,
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se recomienda la aplicacion de un suplemento proteico (Molina y Nefzaoui, 1996;
Molina et al., 2003; Martin-Garcia et al., 2004).

Se han realizado estudios de aplicacion del alpeorujo como herbicida natural, ya
que debido a sus propiedades fitotoxicas puede emplearse en el marco del control
integrado contra plantas devastadoras de cultivos como el Orobanche crenata Forsk
(Kaddour et al., 2005). Ademas el alpeorujo puede inmovilizar pesticidas como la
simazina o insecticidas como el imidacloprid en el suelo para reducir el riesgo de
contaminacion de las aguas subterraneas (Albarran et al., 2004; Cox et al., 2004).
También se ha descrito la posibilidad de utilizar el alpeorujo como material absorbente
de metales pesados (Pagnanelli et al., 2002).

Por otro lado las almazaras estdn empezando a separar los huesos presentes en el
alpeorujo debido al aumento de su mercado no s6lo como combustible, sino por su uso
como abrasivo, materia prima para la obtencion de carbon activo (Guneysu et al., 2004)
e incluso para favorecer el compostaje de otros materiales organicos (Garcia-Gomez et

al., 2005).

4. Hongos transformadores de alpeorujo

Los hongos constituyen un grupo muy heterogéneo de organismos de vida
heterotrofica. La inmensa mayoria presenta una digestion externa o lisotrofica gracias a
la difusion de sustancias enzimdticas apropiadas que les hace susceptibles de degradar
la materia organica de distintos sustratos o residuos. Los grupos taxondmicos mas
importantes en la degradacion de la materia organica son los hongos de las clases
Zygomycetes, Deuteromycetes, Ascomycetes y Basidiomycetes todos ellos
pertenecientes a la Div. Eumycota. En el grupo de los Zigomicetes se incluyen hongos
del orden Mucorales que son incapaces de degradar polisacaridos como la celulosa y
lignina, pero que solubilizan aziicares en competicion con las bacterias del suelo y otros
que contienen quitinasas, enzima que degrada el componente mayoritario de la pared
celular de hongos e insectos. Perteneciente a este grupo destaca también el orden
Glomales entre los que se incluyen los hongos endomicorricicos capaces de formar una
simbiosis mutualista con plantas superiores e intervenir en procesos de ciclado de la
materia organica en el suelo por medio de la captacion de fosforo. Los Deuteromicetes

u hongos imperfectos comprenden un grupo muy heterogéneo morfoldégicamente,
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enzimaticamente muy versatiles y conocidos por intervenir en procesos de
podredumbre como los del grupo de Paecilomyces. Los grupos Ascomicetes y
Basidiomicetes también son importantes en procesos de descomposicion ya que
producen una gran variedad de enzimas hidroliticas y ligninoliticas. Dentro de los
Ascomicetes se incluyen hongos tan conocidos como Penicillium y Aspergillus y en los
Basidiomicetes aparecen los denominados hongos degradadores de madera productores
de enzimas lignocelulosicas como la lacasa, la lignina peroxidasa o manganeso
peroxidasa.

Los hongos debido a su diversidad metabdlica poseen un enorme potencial en
aplicaciones biotecnoldgicas. En los ultimos afios, con el desarrollo de la biotecnologia
los microorganismos y sus enzimas han recibido una especial atencidon por su
aplicabilidad en biodegradacion. Dado nuestro interés en el estudio de los hongos en el
ambito de la degradacion de sustancias optaremos por una clasificacion ecofisioldgica
de los hongos en funcioén de su habitat y del lugar de adquisicion de sus nutrientes y
energia. De acuerdo con esta clasificacion podemos distinguir entre hongos saprobios

del suelo y hongos degradadores de madera.

4.1. Hongos saprobios del suelo

La importancia de los hongos saprobios del suelo radica principalmente en el
papel que desempefian en la descomposicion de la materia organica siendo esenciales
en la movilizacion, almacenamiento y liberacion de nutrientes a partir del material
vegetal en ecosistemas terrestres. Estos hongos intervienen en los procesos de
descomposicion de la materia organica del suelo por medio de degradaciones
enzimaticas aunque también llevan a cabo reacciones de condensacion de esta materia
originando la formacion del complejo humico (Lahdesmaki y Piispanen, 1988).

Son hongos ubiquistas debido a la gran diversidad de enzimas que producen y a
sus estrategias de supervivencia especificas como el crecimiento a través de hifas y la
capacidad para producir esporas de resistencia en condiciones adversas. Utilizan una
gran variedad de fuentes carbonadas desde azlcares sencillos hasta pectinas, celulosa o
lignina. Como fuentes nitrogenadas emplean amonio o nitratos aunque también pueden
utilizar proteinas, acidos nucleicos y otros compuestos nitrogenados. Estos hongos

pueden producir enzimas importantes para la degradacion como proteasas, amilasas,
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pectinasas, celulasas, ligninasas y xilanasas aunque también son capaces de producir en
menor cantidad quitinasas, cutinasas, fitasas y fosfatasas que también juegan un papel
importante en la degradacion de materia organica.

Este tipo de microorganismos y sus enzimas se emplean en procesos
biotecnoldgicos de biodegradacion de residuos agricolas, agroindustriales o de la
industria alimentaria (Kapoor et al., 1978; Petre et al., 1999) y en la degradacion de
hidrocarburos policiclicos aromaticos en el suelo (Potin et al., 2004). Estos hongos
también se emplean en el tratamiento de efluentes industriales nitroceluldsicos (Souza
et al., 2005), en la industria papelera degradando papel mediante la produccion de
enzimas hidroliticas que posteriormente seran empleadas con otros fines (Das et al.,
1997), como degradadores de fibras textiles y para blanqueo de papel a través de
celulasas y xilanasas (Bruhlmann et al., 1994). Algunos autores han determinado la
capacidad de ciertos hongos del género Penicillium para metabolizar fenoles
(Hofrichter y Scheibner, 1993; Hofrichter et al., 1995). Recientemente se ha descrito
que diversos hongos del género Fusarium son capaces de detoxificar el alpeorujo

(Martin et al., 2002; Sampedro et al., 2005).

4.2. Hongos saprobios de la madera

A este grupo de hongos saprobios pertenecen los hongos de la podredumbre
blanda, parda y blanca que se caracterizan por crecer en madera provocando su
pudricion. Los hongos de la podredumbre blanda y parda atacan fundamentalmente a la

celulosa mientras que los de la podredumbre blanca a la celulosa y la lignina.

Hongos de la podredumbre blanda

Estos hongos atacan poco o nada a la lignina aunque si a la celulosa y
hemicelulosa por lo que aparecen en las etapas mas tempranas del proceso de pudricion
de la madera. Requieren una fuente de nitrégeno alta para producir la podredumbre que
generalmente obtienen del suelo. Se conocen unos 300 géneros de hongos de la
podredumbre blanda pertenecientes a los Ascomicetes y Deuteromicetes entre los que

destacan Cephalosporium, Acremonium y Paecilomyces.
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Hongos de la podredumbre parda

Estos hongos degradan fundamentalmente compuestos celulosicos y
hemiceluldsicos provocando una despolimerizacion de estos polisacaridos y en los
residuos lignoceluldsicos generando una acumulacion de lignina oxidada que representa
una fuente potencial de compuestos aromaticos en la materia orgénica del suelo y da
lugar a un color pardo al que deben su nombre (Buswell y Odier, 1987). Este grupo de
hongos es el menos numeroso de los hongos de la podredumbre de la madera (7%),
pertenecen todos ellos al grupo de los Basidiomicetes y destacan géneros como Fomes

o Poria (Eriksson et al., 1990).

Hongos de la podredumbre blanca

Los hongos de la podredumbre blanca son un grupo ecofisiolégicamente muy
diverso pertenecientes la mayoria a los Basidiomicetes y en menor representacion a los
Ascomicetes. Estos hongos se caracterizan por degradar preferentemente la lignina y
acumular celulosa y hemicelulosa lo que le da a la madera un aspecto blanquecino al
que debe su nombre (Pointing, 2001). La habilidad para degradar lignina por estos
hongos se asocia con la liberacion de enzimas extracelulares como la lignina
peroxidasa, manganeso peroxidasa y la lacasa asi como oxidasas que generan H,O,
necesario para la actividad peroxidasa (Hatakka, 1994; Tuor et al., 1995).
Recientemente se ha encontrado en alguno de estos hongos un enzima hibrida entre la
lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa, la peroxidasa versatil, que también

interviene en los procesos de ligninolisis (Banci et al., 2003).

Pycnoporus cinnabarinus (Jacq.) Fr Trametes versicolor, L.

Fig. 5. Hongos de la podredumbre blanca.
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Estas enzimas se liberan durante el metabolismo del hongo y generan radicales
intermediarios que llevan a cabo una serie de reacciones oxidativas entre las que se
incluyen oxidaciones, hidroxilaciones, polimerizaciones fendlicas, dimerizaciones
fenolicas y dimetilaciones. Los productos mas simples de la degradacion de la lignina
pueden penetrar en las hifas fungicas e incorporarse a las rutas catabolicas
intracelulares.

Los hongos de la podredumbre blanca estdn siendo ampliamente investigados por
su aplicabilidad biotecnologica. Se ha descrito que las enzimas producidas por estos
hongos son capaces de degradar una gran diversidad de polimeros orgénicos complejos,
algunos contaminantes ambientales con una estructura quimica similar a la lignina e
incluso compuestos xenobiodticos gracias a la alta inespecificidad del sustrato. Estos
hongos son capaces de degradar compuestos xenobiodticos como los desechos de
municiones (trinitrotolueno, nitroglicerina), pesticidas, compuestos organoclorados,
organofosfatos, bifenilos policlorados (PCBg), hidrocarburos policiclicos aromaticos
(PAH), efluentes de industrias blanqueadoras de papel, tintes sintéticos, polimeros
sintéticos, creosota y pentaclorofenoles (PCP) (Majcherczyk et al., 1998; Pointing,
2001; Keum y Li, 2004). Ademas estos hongos tienen la capacidad de biodegradar
residuos como el alpechin y alpeorujo causando una disminucién en la coloracion,
contenido fenolico y fitotoxicidad (Madrid et al., 1995; D’ Annibale et al., 1998; Kissi
et al., 2001; Sampedro et al., 2004a).

5. Residuos lignocelulosicos

Los residuos lignoceluldsicos engloban al conjunto de materiales constituidos por
celulosa, lignina, hemicelulosa y pectina en diferente proporcidon segin la procedencia
(Fengel y Wegener, 1984). Estos residuos de naturaleza lignoceluldsica se pueden
agrupar en residuos industriales (derivados de la fabricaciéon de pasta de papel y
transformados de madera), residuos forestales (procedentes de la limpieza y
silvicultura), residuos agricolas (cultivos, frutos secos, cereales y excedentes de
cosechas) y residuos urbanos (papeles, cartones y similares). Estos materiales
lignoceluldsicos, que generalmente constituyen desechos, pueden ser revalorizados y
utilizados como materia prima de numerosos productos quimicos y biolégicos que estan

constituidos por los componentes que integran a estos residuos (celulosa, pectina). La
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transformacion y descomposicion de estos materiales en productos derivados, mediante
hidrolisis y oxidaciones enzimdticas, es muy importante para su bioconversion e
incorporacion en el ciclo del carbono.

Dado que el alpeorujo se puede considerar como un material lignocelulésico con
gran interés para su utilizacién tanto energética, agricola o con fines industriales

realizaremos una revision de los principales componentes de dicho residuo.

Celulosa

La celulosa es el componente mayoritario de los materiales lignoceluldsicos y
esta constituido por unidades de B-glucosa unidas entre si por enlaces 3 1-4. Debido a
su configuracion molecular, las cadenas de celulosa tienden a agregarse formando las
estructuras denominadas microfibrillas que a su vez se unen entre si mediante puentes

de hidrogeno.

Pectina

La pectina es un polisacarido con una estructura compleja constituido
fundamentalmente por cadenas lineales de moléculas de acido D-galacturénico, que
unidas entre si constituyen el acido poligalacturénico y ademas llevan entremezcladas
moléculas de ramnosa, arabinosa, galactosa, xilosa, mucosa o acido glucuroénico.
Numerosos estudios muestran que la mayoria de los residuos agroindustriales contienen
pectina, la cual usan como fuente carbonada diversos microorganismos (Botella et al.,

2004).

Hemicelulosa

La hemicelulosa es un compuesto aun mal definido que aparece en los residuos
en forma amorfa o paracristalina con un grado de complejidad intermedio. El término
hemicelulosa incluye una vasta mezcla de polisacaridos heterogéneos como el
xiloglucano, arabinogalactano, galactomanano, manano y glucomanano formados
fundamentalmente por xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, glucosa y acido
galacturénico. Todas las hemicelulosas poseen una especie de columna vertebral
formada por una cadena plana de azlicares unidos, casi siempre mediante enlaces 3 1-4,
de las que pueden salir ramificaciones muy cortas, generalmente de un solo azucar.

Poseen alguna caracteristica estructural que les impide formar agregados como las
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cadenas de celulosa, aunque si pueden cocristalizar con éstas por medio de puentes de
hidrogeno.

El xiloglucano es el polisacdrido hemicelulésico mas importante en residuos
vegetales de mono y dicotiledoneas. El esqueleto del xiloglucano es idéntico al de la
celulosa pero unido principalmente a residuos de xilosa y en menor cantidad a

moléculas de galactosa, arabinosa y mucosa.

Lignina

La lignina, junto con la celulosa y la hemicelulosa es el principal componente de
las plantas y la forma mas abundante de carbono en la biosfera. La lignina es un
polimero tridimensional amorfo muy heterogéneo, de naturaleza no polisacaridica que
estd constituida por unidades de fenilpropano unidas por distintos tipos de enlaces.
Dada su compleja y heterogénea estructura hacen que sea un polimero dificilmente
degradable (Kirk y Farrel, 1987). Se forma por deshidrogenacion enzimatica de los
alcoholes cumarilico, coniferilico y sinapilico seguida por una polimerizacion, que al
no estar controlada enzimaticamente y dado que los radicales pueden reaccionar unos
con otros en una gran variedad de formas hace que dicho polimero no tenga una forma
unica. La lignina contiene subestructuras fenolicas (con grupos hidroxilos fenolicos en
el anillo aromatico) y no fenoélicas aunque se ha descrito que el 90% de la lignina
natural son subestructuras no fenolicas (Geng y Li, 2002). Algunos autores sugieren
que la presencia de lignina en las plantas se debe a la ausencia de mecanismo
excretorio, de forma que esta no seria mas que una forma de detoxificacion de
sustancias fenodlicas. La lignina ademas se considera una importante precursora de las

sustancias humicas teniendo un papel muy importante en el ciclo del carbono.

6. Enzimas implicadas en procesos de degradacion de materiales

lignocelulosicos

Las enzimas implicadas en la degradacion de materiales lignoceluldsicos abarcan
un amplio grupo entre las que destacan las enzimas que atacan directamente a
componentes de la pared celular (celulosa, pectina, hemicelulosa y lignina) y otras que

cooperan en su degradacion (Leonowicz et al., 1999).
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Celulasas

Las celulasas son un conjunto de [ 1-4 glucanasas que rompen enlaces [3
glucosidicos. Dentro de este grupo de enzimas destacan la endo-1,4-B-glucanasa, dos
tipos de exo-1,4-B-glucanasas (celobiohidrolasa y glucohidrolasa) y la B-glucosidasa.
Las endoglucanasas rompen enlaces internos de las cadenas polisacaridicas
produciendo celulosa, celobiosa y fracciones de alto peso molecular mientras que las
exohidrolasas actiian en los extremos finales de las cadenas liberando disacaridos como
la celobiosa. Dada la naturaleza cristalina de la celulosa su degradacion es muy lenta.

Se ha demostrado la produccién de celulasas por hongos saprobios de la madera
como Phanerochaete chrysosporium (Lawoko et al., 2000), Trametes versicolor,
Pleurotus eryngii (Ruiz-Duefias y Martinez, 1996) o P. ostreatus (Baldrian et al.,
2005). También los hongos saprobios del suelo como Trichoderma, Fusarium y
Penicillium utilizan la celulasa para degradar celulosa y usarla como fuente de carbono

(Baig et al., 2003; Jorgensen et al., 2005).

Pectinasas

Las pectinasas engloban a un grupo de enzimas despolimerasas que catalizan la
ruptura de la pectina. Estas enzimas hidrolizan enlaces glucosidicos a(1-4) de las
moléculas de 4cido galacturénico en los enlaces terminales de las cadenas pécticas
(exopectinasas) liberando unidades de 4cido galacturénico o bien lo hacen en varios
puntos al azar (endopectinasas) liberando cadenas mas cortas de acido galacturénico.

Se ha demostrado la presencia de estas enzimas en hongos patdogenos
pertenecientes al género Fusarium para romper la pared celular de las plantas a las que
atacan (Bonnin et al., 2002). La mayoria de los residuos agroindustriales contienen
pectinas que constituyen una fuente nutritiva para multitud de microorganismos, por
ello algunos autores han empleado residuos agricolas, entre ellos residuos de cafia de
azucar y alpechin, como fuente carbonada para la produccién de endopectinasas por

hongos saprobios como Penicillium y Aspergillus (Hart et al., 1991; Bai et al., 2004).

Hemicelulasa

La hemicelulosa se degrada por enzimas como la endo-f-1,4-xiloglucanasa, endo-
1,4-B-xilanasa, P-xyloxidasa, a-glucuronidasa, a-L-arabinofuranosidasa, 1,4-p-
mannanasa, -mannosidasa, B-glucosidasa, a-galactosidasa y acetilesterasa. Todas estas

enzimas son capaces de hidrolizar los polimeros de hemicelulosa en sus
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correspondientes monosacaridos y disacaridos. La enzima endo-B-1,4-xiloglucanasa
hidroliza el xiloglucano liberando fracciones de bajo peso molecular a partir de los
extremos de la cadena de polisacaridos (Fry, 1995).

Se ha observado la presencia de estas enzimas en hongos saprobios como Pl.
ostreatus, Trichoderma viride, Paecilomyces farinosus o Wardomyces inflatus (Tribak
et al., 2002) y en otros como Fusarium oxysporum y Ph. chrysosporium cuando crecen
en residuos de cafia de azicar (Cheilas et al., 2000; Khalil, 2002). También se ha
detectado produccion de xilanasas en hongos como Aspergillus niger o Penicillium
chrysogenum cultivados en residuos agroindustriales de arroz, cafia de azucar o

remolacha (Abdel-Sater y El Said, 2001).

Enzimas degradadoras de la lignina

La ligninolisis o despolimerizacién de la lignina es un proceso complejo llevado a
cabo en la naturaleza por microorganismos ligninoliticos (algunas bacterias pero
principalmente hongos ligninoliticos). Es un proceso oxidativo, multienzimatico e
inespecifico en el que participan enzimas ligninoliticas que junto con los metabolitos y
los radicales libres generados posteriormente sufren diferentes reacciones conduciendo
a la despolimerizacion de la lignina (Higuchi et al., 1990). Parece existir una
degradacion preferencial de las enzimas ligninoliticas por las unidades fendlicas de la
lignina y a continuacion las no fendlicas (Camarero et al., 1994). Las investigaciones
sobre la biodegradacion de la lignina han proliferado en las ultimas décadas en
respuesta a sus multiples aplicaciones potenciales en distintas areas.

En la degradacion de la lignina intervienen enzimas oxidorreductasas del tipo
peroxidasa como la lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y peroxidasa versatil y
fenoloxidasas como la lacasa. Otras enzimas extracelulares implicadas en la
degradacion de la lignina y que cooperan con las anteriores son oxidasas que generan
H,0, y deshidrogenasas asociadas al micelio que reducen los compuestos derivados de
la lignina, en este grupo se incluyen la aril-alcohol oxidasa, glioxal oxidasa, aril-alcohol
deshidrogenasa y quinona-reductasa (Martinez et al.,, 2005). Las enzimas
oxidorreductoras, entre las que destacan fenoloxidasas y peroxidasas, estan implicadas
en la degradacion de una extensa variedad de compuestos contaminantes por la
oxidacién de compuestos aromdticos como fenoles, sustituyentes fenolicos, anilinas,

PAHs, compuestos no aromaticos incluidos alcanos y sus sustituyentes.
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Fenoloxidasas

La lacasa es una de las principales enzimas del tipo fenoloxidasa que esta
ampliamente distribuida en plantas superiores, hongos y algunas bacterias (Mayer y
Harel, 1979; Duran et al., 2002). Su mecanismo de accion se basa en la oxidacion de un
sustrato reducido que provoca la formacion de un radical libre (cation) después de
transferir un electron a la lacasa. Los radicales generados son los que estan implicados
en reacciones de ataque a la lignina (Gianfreda et al., 1999). Algunas investigaciones
muestran indicios de que las lacasas oxidan solamente las subunidades fenolicas de la
lignina, que son las mas faciles de oxidar pero las menos abundantes (10-15%), y éstas
interaccionan con los componentes no fenolicos a través de los radicales formados
(D'Acunzo y Galli, 2003). Sin embargo se ha podido demostrar que las lacasas pueden
oxidar compuestos fendlicos y aminas aromaticas usando el oxigeno como aceptor de
electrones y compuestos no fenolicos en presencia de mediadores (Bourbonnais y
Paice, 1990). Entre los mediadores destacan el ABTS y el HBT que son compuestos de
bajo peso molecular que, oxidados por la lacasa, forman radicales estables que son
esenciales en la oxidacion de compuestos no fenolicos (Martinez et al., 1994). En los
hongos este enzima puede ser parcialmente constitutivo o estar inducido por la
presencia de determinados sustratos.

Las lacasas se caracterizan por tener una baja especificidad de sustrato y porque
su eficiencia catalitica varia en funcion del pH, grado de aireacion, agitacion, fuentes de
N y presencia de inductores como el alcohol veratrico, compuestos fenolicos como
vainillina (De la Rubia et al., 2002) o microelementos como el Cu (Saparrat et al.,
2002). Ademas estas enzimas actian de forma diferente en funcion de la molécula a
degradar, asi la transformacion de fenoles depende del peso molecular del sustituyente
y de la posicion del anillo aromatico respecto a su grupo OH. Algunos estudios indican
que esta enzima no se inhibe en agitacion, lo cual facilita la incubaciéon de determinados
extractos con lacasa (Wesenberg et al., 2003). A pesar de estar poco claro el
funcionamiento de las lacasas hay autores que afirman que el efecto de las
fenoloxidasas es la polimerizacion de fenoles (Youn et al., 1995) mientras que las
peroxidasas son responsables de la despolimerizacion, sin embargo cada dia maés
estudios se inclinan a afirmar que las fenoloxidasas llevan a cabo tanto
polimerizaciones como despolimerizaciones oxidativas (Tien y Kirk, 1983; Gianfreda

etal., 1999).
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Las lacasas se emplean en multiples procesos de biorremediacion, degradacion de
herbicidas, pesticidas y compuestos xenobidticos como hidrocarburos policiclicos
aromaticos, alquenos, clorofenoles, carbazoles, fluorenos etc., ademas de su uso en el
blanqueo de pastas de papel y en la decoloracion de una amplia variedad de tintes
sintéticos (Grey et al., 1998; Mayer y Staples, 2002; Baldrian, 2006). Junto con su
capacidad oxidativa, se ha observado que la lacasa puede inmovilizar compuestos
fenolicos y anilinas del suelo mediante su union al complejo himico de este lo que
conlleva disminucion de su biodisponibilidad y reduccion de la fitotoxicidad (Tatsumi
et al., 1994). Ademas la lacasa producida por hongos ligninoliticos constituye una
herramienta importante para la biorremediacion de residuos agroindustriales como
residuos de cafa de azucar, alpechin y alpeorujo. Estudios realizados con lacasas
purificadas de los hongos Pha. chrysosporium, Chalara paradoxa, Lentinula edodes
mostraron que estas juegan un papel muy importante en la decoloracién y
detoxificacion del alpechin (Robles et al., 2000; Tsioulpas et al., 2002; Dias et al.,
2004). Por otro lado se ha descrito que incubaciones directas de los hongos en alpechin
producen disminucion del contenido fendlico y coloracion asociados a una disminucion
de la fitotoxicidad del residuo, dada la inducciéon que provocan los componentes
fendlicos presentes en el alpechin sobre la produccion de este enzima por los hongos
(Pérez et al., 1998). También se ha demostrado la presencia de actividad lacasa en el
alpeorujo cuando dicho residuo se incubd durante 2 y 20 semanas con determinados
hongos saprobios que provocaron una polimerizacion de los fenoles presentes en dicho

residuo y una disminucion de la fitotoxicidad de este (Sampedro et al., 2005).

Peroxidasas

Las peroxidasas son oxidoreductasas implicadas en la biodegradacion de la
lignina que catalizan oxidaciones tras su activacion con H,O, y en presencia de
mediadores. El H,O, se genera por oxidasas extracelulares que reducen el O, a
peroxido de hidrogeno en una reaccion catalitica. Las tres peroxidasas implicadas en la
degradacion de la lignina por hongos son la lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa
(MnP) y la recientemente descubierta peroxidasa versatil (Banci et al., 2003). Estas
enzimas oxidan subestructuras fendlicas y no fenoélicas de la lignina por captacion de un
electron y consecuente generacion de un cation. La lignina peroxidasa ataca a las
subunidades de la lignina no fendlicas en cambio la MnP puede actuar como un

oxidante difusible oxidando subunidades fendlicas y no fenolicas (Jensen et al., 1997).
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Algunos estudios han puesto de manifiesto que la lignina peroxidasa no es una
caracteristica ampliamente distribuida entre los hongos de la podredumbre blanca, de
hecho la mayoria de ellos solo producen lacasa y usualmente MnP (Hatakka, 1994).

El mecanismo de accion de la MnP se caracteriza por la oxidacion de Mn, un
elemento ubiquista en el suelo y en los compuestos lignoceluldsicos, de Mn (IT) a Mn
(IIT). Este Mn III es acomplejado posteriormente por un acido organico generalmente
producido por los hongos y de esta forma actlia como oxidante difusible de lignina
(Gold et al., 2000). Al igual que las lacasas la actividad catalitica de esta enzima varia
en funcion de la fuente de nitrogeno, presencia de inductores como el Mn que activa su
funcionamiento o la agitacion que parece tener un efecto negativo en su actividad.
Como sustratos utiliza fenoles, aminas, compuestos aromaticos no fenolicos, acidos
carboxilicos, tioles y &cidos grasos insaturados, con los que interaccionan y generan
nuevos radicales (Hatakka, 1994).

La MnP generalmente se emplea junto con la lacasa y la lignina peroxidasa en
procesos de biorremediacion ya que cada enzima presenta modo de accion, potencial
redox y requerimientos cataliticos diferentes produciendo por tanto una degradacion
mas completa. A pesar de su valor biotecnologico, la aplicacion de las peroxidasas ha
sido debatida debido a su baja estabilidad operacional (Colonna et al., 1999).

Son multiples los hongos ligninoliticos en los que se ha detectado la produccion
de MnP (Hofrichter, 2002), en algunas especies de hongos como PI. ostreatus o L.
edodes es la tnica peroxidasa producida, en cambio otras especies de hongos como
Phlebia radiata, T. versicolor producen ademas lignina peroxidasa (Leatham, 1986;
Hatakka, 1994). El potencial degradativo de la MnP, al igual que la lacasa no estad
limitado a la lignina, sino que se ha estudiado su posible uso en contaminantes
organicos como tintes sintéticos (Boer et al., 2004), decoloracion de efluentes de pasta
de papel (Michel et al., 1991) y xenobidticos persistentes como antracenos (Eibes et al.,
2005) e hidrocarburos policiclicos aromaticos (Baborova et al., 2006). El alpechin se ha
empleado como medio de cultivo de Panus tigrinus para la produccion de lacasa y MnP
(Fenice et al., 2003). Por otro lado se ha observado que la actividad MnP de Ph.
flavido-alba provoco decoloracion de residuos de papel y del alpechin (Pérez et al.,
1996; Pérez et al., 1998).
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MATERIALES Y METODOS

1. Alpeorujo seco y extractado
1.1. Caracteristicas del alpeorujo

El orujo resultante del proceso de extraccion del aceite de oliva utilizando el
sistema continuo de dos fases, tras su secado en secaderos rotativos con aire caliente a
400 °C se somete a una segunda extraccion con n-hexano originando aceite de orujo y
un residuo denominado alpeorujo seco y extractado (DOR) con un porcentaje de aceite
muy bajo y una humedad del 10-13%.

Se ha utilizado el alpeorujo seco y extractado procedente de la empresa oleicola
Sierra Sur S.A. (Granada). El alpeorujo, antes de su utilizacion, se autoclavé 3 veces en

ciclos de 20 min a 120 °C y se conservo a 4 °C hasta su posterior utilizacion.

1.2. Extracciones fisicas del alpeorujo

Para el estudio de los componentes fitotoxicos del alpeorujo se llevaron a cabo
extracciones fisicas diferentes, tanto por la metodologia empleada como por los

disolventes utilizados.

1.2.1. Extracciones solido-liquido con extractor rotativo orbital

Inicialmente se realizaron extracciones de alpeorujo mediante un extractor
rotativo orbital con: (1) agua, (2) metanol y (3) acetato de etilo siguiendo el esquema
Al. Tras dichas extracciones se obtuvieron tres fracciones sdlidas: solido extractado con
agua, con metanol y con acetato de etilo y tres extractos liquidos: extracto de agua, de
metanol y de acetato de etilo. Los extractos de alpeorujo se obtuvieron mezclandose con
los respectivos solventes durante 8 h en proporcion 1:2 (p:v). Transcurrido este tiempo
las mezclas resultantes se filtraron a través de una gasa, se centrifugaron a 10.000 xg
durante 10 min y los sobrenadantes se filtraron con papel de filtro. El extracto acuoso

resultante se almacend a -20 °C hasta su posterior utilizacion. Los extractos metanodlicos
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y de acetato de etilo tras la centrifugacion y filtracion se evaporaron en un rotavapor
hasta su sequedad y el s6lido obtenido se resuspendié en agua destilada en el mismo
volumen de partida. Debido a la apolaridad del extracto de acetato de etilo, para su
resuspension en agua o medio de cultivo, fue necesario agitar la mezcla vigorosamente.
Los solidos resultantes de la extraccion con agua, metanol y acetato de etilo tras
secarlos durante 24 h bajo campana de extraccion al aire se guardaron a -4 °C hasta su
posterior utilizacion.

Al extracto de agua obtenido tras esta primera fase de extraccion orbital se le
realiz6 posteriormente una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo, que se
describira posteriormente. Asimismo, el sélido extractado con acetato de etilo también
se volvid a extractar con agua obteniéndose un nuevo extracto de agua y un nuevo

solido extractado con agua.

Esquema Al. Esquema del proceso de extraccion del alpeorujo seco y extractado con

extractor rotativo orbital.

Extraccion con acetato de etilo
Extraccion Extraccion
con agua con metanol

Extracto de acetato de
etilo 11

— DOR

Alpeorujo extractado con
metanol

Alpeorujo extractado con

agua I

Extraccion con acetato de etilo

Exfracto de acetato de Alpeorujo extractado con

etilo I acetato de etilo

Extraccion con agua

Extracto de agua Il Alpeorujo extractado con
agua Il

1.2.2. Extracciones solido-liquido con Soxhlet

Se realizaron tres tipos de extracciones solido-liquido mediante Soxhlet (Pobel,

Barcelona, Spain) siguiendo el Esquema A2: (1) secuencial utilizando diferentes
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disolventes en orden creciente de polaridad: acetato de etilo, n-propanol, metanol y
agua; (2) secuencial utilizando acetato de etilo y agua y (3) directamente con agua. Para
ello, muestras de 100 g de alpeorujo seco y extractado recogidas en cartuchos de papel
de celulosa se extrajeron con 400 ml de los diferentes solventes durante 8 h salvo para la
obtencion del extracto acuoso que se realizd durante 16 h. Transcurrido el tiempo de
extraccion, los extractos liquidos se evaporaron en rotavapor hasta su sequedad
resuspendiendo el solido obtenido en agua destilada en el volumen de partida. Las
muestras de alpeorujo solido obtenido tras la extraccion se secaron durante 24 h bajo la

campana de extraccion y se guardaron a -4 °C hasta su posterior utilizacion.

Esquema A2. Esquema del proceso de extraccion del alpeorujo seco y extractado con soxhlet.

Extraccion con Extraccion con

agua acetato de etilo

DOR
Alpeorujo extractado con ) . Alpeorujo extractado con
agua 111 Extraccion con acetato de etilo acetato de etilo
Extraccion con agua
Alpeorujo extractado con Extracto de acetato de etilo .
acetato de etilo Alpeorujo extractado Extracto de agua II
con agua Il
Extraccion con n-propanol
Alpeorujo extractado Exiracto de n-propanol
con n-propanol
Extraccion con metanol
Alpeorujo extractado con Extracto de metanol

metanol

Extraccion con agua

Alpeorujo extractado Extracto de agua I
con agua I

1.2.3. Extraccion liquido-liquido de acetato de etilo a partir de extracto
acuoso

A partir del extracto acuoso obtenido mediante extractor orbital tal y como se
describe en el apartado 1.2.1. se realizd una extraccion liquido-liquido en decantador

con acetato de etilo en proporcion 1:1 (v:v) obteniéndose una fase de acetato de etilo y
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otra de agua. Este proceso se repitio tres veces y cada uno de los extractos de acetato de
etilo se filtro a través de un algodon cubierto con SO4Na, anhidro para eliminar el
posible contenido en agua y posteriormente se evaporaron en rotavapor hasta sequedad.
El sélido evaporado se resuspendi6 en agua tal y como se procedié en todos los

anteriores extractos organicos y se almacend hasta su posterior utilizacion.

2. Hongos saprobios

2.1. Tipos y caracteristicas de los hongos saprobios utilizados

Para realizar los ensayos se usaron dos tipos de hongos saprobios en funcion de su
habitat natural, hongos saprobios del suelo y hongos saprobios de la madera. Se
utilizaron los hongos saprobios del suelo Fusarium lateritium, F. oxysporum 738, F.
graminearum, Mucor racemosus, Penicillium chrysogenum-10, P. chrysogenum. Los
de la madera fueron: Pleurotus pulmonarius, Pl. eryngii,

hongos saprobios

Phanerochaete chrysosporium, Coriolopsis rigida, Trametes versicolor, T. trogii,

Pycnoporus cinnabarinus, Phlebia radiata y Fomes sclerodermeus.

Especie/cepa

Procedencia

Referencia

F. lateritium

F. oxysporum 738
F. graminearum
M. racemosus

P. chrysogenum 10
P. chrysogenum
Pl. pulmonarius
Pl. eryngii

Ph. chrysosporium
C.rigida

T. versicolor

T. trogii

Py. cinnabarinus
Phl. radiata

Fo. sclerodermeus

Aislado de suelo de Buenos Aires
Aislado de suelo de Buenos Aires
Aislado de suelo de Buenos Aires
Aislado de alpeorujo

Aislado de suelo de Castafar de Ibores
Aislado de suelo de Granada
Aislado de madera de latifoliadas
Carpoforo comercial

Aislado de madera de pino
Aislado de madera de haya
Aislado de madera de haya
Aislado de madera de sauce
Aislado de madera de haya
Aislado de madera de roble

Aislado de madera de 4lamo

Nees, 1817, BAFC Cultn° 2317
Schltdl, 1824, BAFC Cult n° 738
Schwabe, 1839, BAFC Cultn°® 122
Bull 1791, EEZ 2

Thom, 1910, EEZ 10

Thom, 1910, EEZ 1

(Fr.) Quél., 1872, CBS 507.85
(DC.) Gillet, 1874, CBS 613.91
Burdsall, 1974, ATCC n° 24725
Berk. & Mont. Murill, 1908, CECT 20449
(L.) Lloyd, 1921, A 136

Berk, 1850, 463-B

(Jacq.) Fr. 1881, CECT 20448

Fr, 1821, CBS 184.83

(Lév.) Cooke, 1885, 2756
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2.2. Aislamiento de hongos saprobios del suelo

Los hongos saprobios del suelo se aislaron a partir de muestras de suelos
rizosféricos de distintos cultivos de Granada, Caceres y Buenos Aires (Argentina). El
aislamiento de dichos hongos se realizé segin el método descrito por Widden y Bisset
(1972) que consiste en lavados del suelo a través de varios tubos de metacrilato
divididos en 3 secciones mediante filtros sucesivos de malla metalica y luz decreciente
de superior a inferior.

Una vez colocadas las muestras en la parte superior de cada tubo estos se llenaron
con agua estéril, y se hizo burbujear el agua con las muestras por medio de introduccion
de aire durante 3 min. A continuacion, los tubos se vaciaron y se llenaron de nuevo con
agua estéril, repitiendo la misma operacion hasta 5 veces, cantidad necesaria para
eliminar completamente la poblacion fungica superficial (esporas, esclerocios, etc.),
segin una curva de lavado realizada previamente. Se lavaron 4 muestras por cada
muestreo.

Tras el ultimo lavado, las particulas retenidas en los diferentes filtros una vez
secas, se transfirieron a placas de Petri con medio de cultivo extracto de malta (MEA) y
antibioticos (estreptomicina:tetraciclina; 0,5%:0,25%). Las placas se incubaron a 28 °C
durante varios dias y los hongos que crecieron se repicaron en tubos de ensayo con

medio agar patata (PDA) en pico de flauta y se conservaron a 4 °C hasta su utilizacion.

2.3. Aislamiento de hongos saprobios de la madera

Los hongos saprobios de la madera se aislaron de troncos de madera en
descomposicion a partir del micelio y de los cuerpos fructiferos (solo para los
basidiomicetos). El micelio recogido se coloco en placas de Petri que contenia medio de
cultivo MEA con antibidtico y se incubaron en estufa a 28 °C. Se obtuvo un cultivo

puro resembrando una porcidn de éste en una nueva placa.

3. Hongos arbusculares

El hongo micorricico elegido para los ensayos fue Glomus deserticola (Trappe,

Bloss and Menge) procedente del Instituto de Agrobioldgicas de Galicia (CSIC). El

47



Materiales y métodos

in6culo utilizado estaba formado por suelo, esporas (25-35 esporas/g), micelio y
fragmentos de raices colonizadas con los endofitos (60-70% de longitud de raices
infectadas).

La inoculacion se realiz6 anadiendo 8 g de indculo-suelo por maceta y
mezclandolo homogéneamente con el sustrato. En los tratamientos control sin micorriza
se afladio un filtrado de suelo para restituir el componente bioldgico libre de propagulos

formadores de micorrizas VA.

4. Medios de cultivo

4.1. Medio de cultivo para hongos saprobios

Los hongos saprobios se cultivaron en placas de Petri con medio MEA
esterilizado en autoclave a 120 °C durante 20 min. A dicho medio se le afiadieron los
antibioticos, estreptomicina (5pg/l) y tetraciclina (2,5 pg/l) previamente esterilizados
por filtracion con filtros Millipore de 0,2 pm de tamafio de poro. Los hongos saprobios
sembrados en placas de Petri con dichos medios se incubaron a 28 °C en oscuridad

durante 1 semana aproximadamente dependiendo de la especie de hongo.

Medio MEA
Composicion Concentracion g/l
Extracto de Malta 2
Peptona 2
Glucosa 20
Agar 15
pH 4,7
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5. Incubacién del alpeorujo y sus extractos sélidos y liquidos con

hongos saprobios

5.1. Incubacion del alpeorujo y sus extractos solidos con hongos

saprobios

Los hongos saprobios se cultivaron durante 10 dias a 28 °C en oscuridad en
matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con 100 g de cebada previamente cocida y
esterilizada (120 °C durante 20 min). Cada matraz se inoculd con 4 trozos de medio de
cultivo MEA con los distintos hongos saprobios.

Se incubaron estaticamente 80 g de alpeorujo o de los extractos sélidos estériles
en matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad durante 2, 4 o 20 semanas segun el
experimento a 28 °C. Cada matraz se inoculd con 6 granos de cebada incubada con los
distintos hongos utilizados en nuestro estudio. Como controles se utilizaron matraces
con alpeorujo a los que se anadié granos de cebada sin inocular.

Tras el periodo de incubacion, las muestras destinadas a ensayos de fitotoxicidad
se autoclavaron a 120 °C durante 20 min y se guardaron a 4 °C y las muestras destinadas

a estudios bioquimicos se almacenaron a -80 °C.

5.2. Incubacién de los extractos liquidos de alpeorujo con hongos

saprobios

Los hongos saprobios se cultivaron inicialmente en extracto acuoso de alpeorujo
con objeto de activar la maquinaria enzimatica degradativa de compuestos fendlicos.
Estos se cultivaron en matraces de 250 ml con 70 ml de extracto acuoso de alpeorujo,
realizado tal y como se ha descrito anteriormente, diluido a la mitad para evitar que las
condiciones de toxicidad fueran limitantes para su crecimiento y con los nutrientes del
medio Czapek a excepcion de la fuente de carbono. Tras la esterilizacion a 120 °C
durante 20 min cada matraz se inoculd con 2 cuadrados 0.5x0.5 cm de medio con los
hongos, y se dejaron crecer durante 15 dias en agitacion en una camara de cultivo a 28
°C. Transcurrido este tiempo el micelio fungico generado se filtrdé con un colador estéril

y se homogeneizo. Una cucharada de este homogeneizado fue el indculo utilizado para
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la incubacion de los extractos de alpeorujo objeto de estudio con los hongos saprobios

seleccionados.

Medio CZAPEK

Composicion Concentracion (g/l)
NOs;Na 2

CIK 0,59
SOsMg.7H,0 0,59
SO4Fe.7TH,0 0,01
POsHK 1

Sacarosa 30

pH 5

Los extractos obtenidos del alpeorujo después del fraccionamiento fisico se
incubaron en matraces de 250 ml con 70 ml de cada uno de los extractos. Cada matraz
se inoculd con una cucharada del homogeneizado de micelio de los distintos hongos
saprobios objeto de estudio. Al igual que los in6culos, los cultivos se mantuvieron en
agitacion durante 15 dias en una cadmara de cultivo a 28 °C.

Transcurrido el periodo de incubacion, los extractos de alpeorujo se centrifugaron
a 10.000 xg durante 10 min y se filtraron con filtros estériles para recoger el micelio. El
sobrenadante se almacend a -80 °C para los distintos ensayos bioquimicos y de
toxicidad. El micelio del hongo se lavo y tras su secado a 100 °C se determind el peso

S€CO.

6. Ensayos con plantas

6.1. Suelo empleado

Como sustrato para el crecimiento de las plantas se utilizé suelo procedente de la
finca experimental de la EEZ, CSIC, Granada. Las caracteristicas analiticas de este

suelo son las siguientes:
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Caracteristicas analiticas del suelo
empleado

Composicion Concentracién
Arena 35,8%
Arcilla 20,6%
Limo 43,6%
Materia organica 1,8%
Nitrogeno 0,3 mg/kg
Fosforo 6,2 mg/kg
Potasio 132 mg/kg
pH 8,1

El suelo se sometié a un doble tamizado, el primero se realizd con una criba de 1
cm de luz de malla para eliminar partes gruesas y el segundo con 4 mm de luz de malla.
Este suelo se mezcld con arena de cuarzo en proporcion 2:3 (v:v) para los ensayos en
maceta y con arena:turba:vermiculita 1:1:1 (v:v) para los semilleros. Estas mezclas se
esterilizaron en un tindalizador a vapor fluente 100 °C durante 1 h, repitiendo el proceso
durante 3 dias consecutivos. De esta forma queda libre de propagulos de micorrizas y

otros organismos que puedan interferir en el experimento.

6.2. Plantas

Se utilizaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum L., variedad Muchamiel) y

alfalfa (Medicago sativa L., variedad Aragon) para la realizacion de los ensayos.

6.3. Esterilizacion de semillas

Las semillas se esterilizaron en superficie durante 15 min con una solucién al 50%
de agua e hipoclorito sdédico al 3,5%. Pasado este tiempo se lavaron varias veces con

agua estéril para eliminar posibles restos y se les anadi6o H,O, al 7% durante 15 min.

Posteriormente se volvieron a lavar con agua estéril hasta la completa eliminacion del
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H,0; y se dejaron en imbibicion 1 h y media, las semillas de tomate y 30 min las de

alfalfa.

6.4. Cultivos hidropénicos

Estos ensayos se realizaron en tubos de cristal de 20x200 mm, con 15 ml de
solucion nutritiva Hewitt (Hewitt, 1966). Los diferentes extractos liquidos de alpeorujo
obtenidos tal y como se describe anteriormente se afiadieron al medio de cultivo a una
proporcion final de 0, 2,5, 5, 10 y 15% del volumen final. En cada tubo se introdujo un
trozo de papel Whatman n°l como modo de soporte para la semilla. Los tubos se
autoclavaron a 120 °C durante 20 min.

Las semillas de tomate esterilizadas y germinadas tal y como se indica
anteriormente se colocaron en los tubos y se dejaron crecer en una camara de cultivo
bajo condiciones controladas de luz y temperatura. A los 15 dias de crecimiento se
recogieron las plantas determindndose el peso humedo y seco tras secarlas a 70 °C

durante 48 h.

6.5. Cultivos en maceta

Transcurrido el tiempo de imbibicion tras la esterilizacion, las semillas se
colocaron en placas de Petri con papel de filtro humedecido con agua estéril y se
mantuvieron en una estufa a 28 °C hasta su germinacion. Las semillas germinadas se
transfirieron a semilleros que contenian como sustrato una mezcla de
suelo:arena:turba:vermiculita 1:1:1:1 (v:v). Tras su crecimiento las plantulas se
transplantaron a macetas seleccionadas en base a la homogeneidad de tamafio.

Las plantas se cultivaron en macetas, con una capacidad de 300 ml, bajo
condiciones controladas en una cdmara de cultivo con un 70%-80% de humedad
relativa, temperaturas dia/noche de 25/15 °C, un fotoperiodo de 16 h y una intensidad

1 ™25 Se regaron por capilaridad y recibieron durante todo su

luminosa de 460 pmo
crecimiento un aporte semanal de 10 ml de solucién nutritiva Hewitt (Hewitt, 1966). La
composicion de esta solucion varid en funcion del tratamiento, asi para los tratamientos
con micorrizas la cantidad de fosforo anadido fue menor (0,5 g/l) que para los controles

no inoculados. La composicion de la solucion nutritiva es la siguiente:
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Solucién nutritiva HEWITT

Composicion Concentracion (g/l) ml/I solucion
KNO; 30,3 10
Ca(NO;),. 4H,0 70,8 20
MgS04.7H,O 18,14 20

Fe (II)-EDTA 2,5 10
MnSO,.7H,O 2,23 1
CuS04.5H,0 2,4 0,1
ZnSO4.2H20 2,9 0,1
H;BO; 18,6 0,1
Na2M004.2H20 0,35 0, 1
NaH,P0,4.2H,0 20,8 10
Agua hasta 1000ml
pH 7

6.6. Ensayos de campo

Los experimentos de campo se llevaron a cabo en la finca experimental de la EEZ
(CSIC, Granada). Para ello se delimitaron parcelas de 30x40 cm a las que se afnadio el
alpeorujo tratado o sin tratar y se mezcld con el suelo. Las plantas de tomate obtenidas
tras esterilizar y germinar las semillas tal y como se describe anteriormente se
transplantaron a macetas de 100 ml de volumen que contenian como sustrato
suelo:arena:vermiculita 1:1:1. Tras un mes de crecimiento en el invernadero se
seleccionaron las plantas en base a su homogeneidad de tamafio y se transplantaron a las
parcelas. Se regaron en funcion de las necesidades hidricas y se cosecharon a las 2, 6 y

10 semanas de crecimiento.

6.7. Determinaciones realizadas en ensayos con plantas

En el momento de la cosecha, el sistema radical se separ6 del suelo lavandolo con
agua corriente. Se determiné el peso seco de la parte aérea y raiz tras secarlas a 70 °C
durante 48 h. Previamente, las raices se dividieron en dos alicuotas: una se utilizd para
determinar el peso seco estableciendo la relacion peso himedo-peso seco de la alicuota

con el peso humedo de la totalidad de la raiz. La otra alicuota se tifid siguiendo la
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técnica clasica basada en el uso de fuscina para cuantificar las estructuras fingicas que

colonizan la raiz.

7. Cuantificacion de la micorrizacion en raices

7.1. Tincion de raices

Una vez obtenidas en el momento de la cosecha, las raices se tifieron siguiendo el
método de Phillips y Hayman (1970). Una vez lavadas y troceadas las raices se
sumergieron en KOH al 10% y se mantuvieron 15 min a 100 °C al bafio maria. Este
tratamiento permite la digestion parcial de las paredes y cubiertas celulares de la raiz. A
continuacion se lavaron con abundante agua corriente para eliminar los restos de KOH
en la raiz. Después se trataron con CIH 0,1N durante 3 min a temperatura ambiente con
el objeto de neutralizar y preparar las raices para la entrada del colorante. Las raices se
tifieron con una solucion de fuscina al 0,05% en acido lactico durante 10 min a 100 °C.
Una vez tefidas se eliminé el exceso de colorante y se conservaron en una solucion de
acido lactico hasta su posterior observacion a la lupa binocular. El colorante fuscina tifie
las estructuras que contienen quitina, principal componente de las paredes celulares de
algunos hongos, entre ellos los formadores de micorrizas arbusculares (Bartnicki-
Garcia, 1968), asi se observan los componentes del hongo en el interior de la raiz sin

que ésta se coloree.

7.2. Cuantificaciéon de la micorrizacion

El grado de colonizacion micorricica se midié usando el método de Giovannetti y
Mosse (1980). Para ello los fragmentos de raices tefiidas se extienden al azar en una
placa de 10 cm de lado dividida en cuadriculas de 1,3 cm y se observa en la lupa
binocular el numero de intersecciones de las raices con la cuadricula que presentan
micorrizaciéon y de las que en el punto de cruce no la presentan. El porcentaje de
micorrizacion se define como el porcentaje de intersecciones que muestran infeccion

con respecto al total de intersecciones.
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8. Ensayos de fitotoxicidad en Lepidium sativum

El ensayo de fitotoxicidad se realizd, aunque con modificaciones, segun el método
de Zucconi et al. (1981) que consiste en la medicion del indice de germinabilidad de
semillas de berro de jardin (Lepidium sativum L.). Los ensayos se realizaron en placas
Petri de 9 cm de didmetro con un disco de papel Whatman n°1 a las que se afiadio 2 ml
tanto de agua destilada, usada como control, como de los diferentes extractos de
alpeorujo a las distintas concentraciones. Finalmente se distribuyeron 20 semillas de
berro por placa previamente imbibidas en agua corriente durante 1 h y se dejaron
incubar a 28 °C en oscuridad durante 48 h. Transcurrido este tiempo se detuvo la
germinacion anadiendo 1 ml de etanol por placa.

Los ensayos de germinabilidad del solido se realizaron de forma similar, aunque
usando la vermiculita como soporte. A las placas de Petri se les anadié una cantidad
total de 10 g de vermiculita por placa mezclada con alpeorujo en distintas
concentraciones. Posteriormente se dispuso un disco de papel Whatman n°l sobre la
mezcla y se afadid 10 ml de agua destilada estéril hasta alcanzar la capacidad de campo.
Las semillas de berro (20) previamente imbibidas en agua corriente durante una hora se
dispusieron en las placas y se dejaron incubar 72 h a 28 °C en oscuridad.

En ambos casos se contabilizo el nimero de semillas germinadas por placa y se
determin6 la longitud de la radicula de las mismas mediante un escalimetro. Se

realizaron 4 repeticiones por tratamiento.

El porcentaje del indice de germinacion (IG) se determind de acuerdo con la

G L
IG=( X ) x 100
Gy Lo

G y Go= n° semillas germinadas en el extracto y el control

siguiente formula:

donde:

Ly Ly = es la medida de la longitud radicular en el extracto y en el control.
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9. Ensayos de decoloracion de alpeorujo

Debido a que las condiciones de cultivo influyen profundamente sobre las
condiciones fisiologicas degradativas de los hongos, se utilizaron varios medios de
cultivo para determinar la disminucion de color en los extractos de alpeorujo incubado
con hongos saprobios. Se prepararon medios a los que se anadieron agar o MEA con
concentraciones de 5, 25 y 50% de extracto acuoso de alpeorujo. Los hongos saprobios
se inocularon en las placas Petri con los distintos medios de cultivo y se incubaron a 28
°C durante 60 dias. Se realizaron 3 réplicas por tratamiento. Posteriormente se midio el
porcentaje de decoloracion de los extractos de alpeorujo tras el crecimiento de los
hongos saprobios mediante la medida de densidad optica del medio por el programa
“Quantity One”. Los resultados se expresaron como la diferencia de densidad 6ptica del

medio control y en el que creci6 el hongo.

10. Teécnicas bioquimicas y determinaciones enzimaticas

10.1. Obtencion de los extractos enzimaticos de alpeorujo

Para la determinacién de las actividades enzimaticas: endopolimetilgalacturonasa,
endoglucanasa, endoxiloglucanasa y manganeso peroxidasa, asi como para la
determinacion de azucares totales presentes en el alpeorujo se realiz6 la extraccion de
este siguiendo el procedimiento descrito por Rejon-Palomares et al. (1996).

Las muestras de alpeorujo seco y extractado se molieron en un mortero de
porcelana hasta conseguir un polvo fino. A continuaciéon se anadid polivinil
polipirrolidona (PVPP) en proporcion 0,15 g/g de alpeorujo, para evitar la inhibicion de
la actividad enzimatica por fenoles y 0,15 mM de fenilmetilsulfonil fluor (PMSF), para
inhibir las proteasas. La mezcla resultante se homogeneizé en el tampon de extraccion B
en proporcion 1:3 (peso alpeorujo:volumen). La mezcla obtenida se filtrd a través de
una gasa y se centrifugd a 15.700 xg durante 20 min a 4 °C. El extracto obtenido se

conservo a -20 °C hasta su posterior utilizacion.
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Tampon de extraccion B
Composicién Concentracién
Tampon Tris-HCI pH 7,0 0,1M
MgCl, 10 mM
-mercaptoetanol 10 mM
Triton X-100 0,3% (v:v)
Azida de Na 0,03% (p:v)
pH 7

10.2. Sustratos utilizados

Como sustratos enzimaticos se emplearon pectina citrica, carboximetilcelulosa y
xiloglucano  respectivamente para la  determinacion de las actividades
endopolimetilgalacturonasa (endo-PMG; EC 3.2.1.15), endoglucanasa (endo-GN; EC
3.2.1.4) y endoxiloglucanasa (endo-XG). Estos sustratos se disolvieron en tampon
citrico fosfato 50 mM a pH 5 en proporciones 0,5% para las actividades endoglucanasa
y endoxiloglucanasa y 1% para la actividad endopolimetilgalacturonasa. Todas las
disoluciones se conservaron a 4 °C durante periodos de tiempo nunca superior a 4

s€émanas.

Obtencion de xiloglucano

La obtencion del xiloglucano se realizd a partir de 100 semillas de capuchina
(Tropaelum majus L.) rehidratadas durante 18 horas y homogeneizadas con una “Sorval
omnimixer” con 25 ml de agua destilada. Al homogeneizado resultante se le afiadieron
450 ml de una solucion NaOH 2 M y NaBH4 0,05% y se mantuvo al bafio maria durante
1 h con agitacién cada 15 min. Esta mezcla se centrifug6 a 2.000 xg durante 10 min y el
sobrenadante resultante se mezclé con 990 ml de acido acético:etanol 1:10 (v:v) y se
mantuvo durante 30 min para permitir la precipitacion del xiloglucano crudo. A este
precipitado disuelto en 300 ml de agua destilada se le afiadié 100 ml de la solucion B de
Fhelings [NaK(COO),(CHOH), 1,6 M y KOH 4,45 M] y se mantuvo en agitacion a 40

°C durante 30 min. Tras enfriarse, al homogeneizado se le afiadieron 100 ml de la
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solucion A de Fhelings (CuSO4 0,47 M) y se centrifug6 a 2.000 xg durante 10 min. El
precipitado se disolvié en 300 ml de acido acético:agua 1:4 (v:v) y el xiloglucano no
acomplejado se dejo precipitar durante 12 h afiadiendo 600 ml de etanol. El xiloglucano
resultante se disolvié en 200 ml de agua y se le anadio EDTA 6,7 mM, manteniéndose
en agitacion durante 1 h. EI homogeneizado obtenido se volvio a centrifugar a 2.000 xg
durante 10 min, tomandose de nuevo el sobrenadante para mezclarlo con 200 ml de
etanol y mantenerlo en agitacion durante 15 min a 4 °C. El xiloglucano se lavo repetidas

veces con etanol al 50% tras lo cual se liofilizé y se conservé hasta su utilizacion.
10.3. Determinacion cuantitativa de las actividades enzimaticas

10.3.1. Determinacion de la actividad endohidrolitica

Para la determinacion de las actividades enzimaticas endohidroliticas se utilizo el
método de viscosimetria de Rejon-Palomares et al. (1996), basado en la valoracion de la
pérdida de viscosidad de la mezcla de la reaccion como consecuencia de la accion
hidrolitica del enzima en las partes internas de las cadenas, que causan una
despolimerizacion y por lo tanto una pérdida de viscosidad.

La reaccion se llevo a cabo a 37 °C en un volumen de reaccion de 1 ml de los
diferentes sustratos para cada una de las distintas actividades y 200 pl de muestra. La
reaccion se inicid contabilizando la pérdida de viscosidad de la mezcla de reaccion a
tiempo 0 y transcurridos 30 min. La viscosidad se midi6 en una jeringa de 1 ml y se
contabiliz6 el tiempo que tardaba en bajar 500 pl de la mezcla de la reaccion. La
actividad enzimatica se calcul6 en base al porcentaje de disminucion de la viscosidad de
la disolucion del sustrato respecto al tiempo. Esta actividad se expresé en unidades
internacionales, definida como la actividad relativa (A.R.)/g de alpeorujo a los 30 min
de reaccion. El célculo de actividad relativa se realizdo en funcion de las siguientes

relaciones matematicas y de las medidas de Ty y Tk.

1 50 .Tx To-T,
AR=——-.1000 Tso= 00 X=
Tso %X To

.100
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Donde:

%X = pérdida de viscosidad de la mezcla de reaccion a un tiempo x de reaccion.
To= viscosidad de la mezcla de reaccion a tiempo O.

Tx= viscosidad de la mezcla de reaccion a tiempo 30 min.

Tso= tiempo necesario para alcanzar un pérdida de viscosidad de la mezcla de

reaccion del 50% a 30 min.

10.3.2. Determinacion de la actividad lacasa

La lacasa (EC 1.10.3.2) es un fenoloxidasa que reduce el oxigeno molecular a
agua, siendo capaz de oxidar distintos compuestos tanto fendlicos como no fenolicos.La
actividad lacasa se midio segun el método propuesto por Saparrat et al. (2000) basado
en la oxidacion, por parte de la lacasa, de un sustrato, lo que produce un cambio de
color. Como sustrato se utilizé el 2,6-dimetoxifenol (DMF).

En el caso de la determinacion de lacasa en muestras solidas, se afiadid 1 g de
alpeorujo a 10 ml de agua en tubos de ensayo de 15 ml. Los tubos se colocaron en una
placa agitadora a temperatura ambiente durante 3 h y posteriormente se centrifugaron a
12.000 xg durante 10 min y el sobrenadante obtenido se dializ6 frente a agua destilada
en membranas de celulosa de 6000 — 8000 Daltons de tamafio de poro durante 24 h a 4
°C. Para la determinacién de lacasa de extractos de alpeorujo estas se dializaron de igual
forma que los sobrenadantes obtenidos de la extraccion descrita anteriormente.

La actividad lacasa se valord directamente en la cubeta del espectrofotometro a
469 nm determinando la cinética de la reaccion enzima-sustrato a temperatura ambiente.

Los reactivos utilizados por orden de aplicacion fueron:

Actividad lacasa
Composicion Concentracion i
Tampon acetato sodico pH 5 200 mM 500
Muestra 100
Agua destilada 300
Dimetoxifenol DMF 50 mM 100

59



Materiales y métodos

La actividad lacasa se expreso en unidades internacionales (UI) por g de alpeorujo

teniendo en cuenta el coeficiente de extincion molar del DMF g469 =27500 Mlem™.

10.3.3. Determinacion de la actividad manganeso peroxidasa

La actividad manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13) se determiné segun el método
de Péri¢ y Gold (1991) modificado. La MnP es una enzima que cataliza la oxidacion de
Mn*" a Mn** dependiente de H,O, oxidando a una amplia variedad de compuestos
fenolicos y no fenolicos. Para la determinacion de la actividad la mezcla de la reaccion

contenia:

Actividad manganeso peroxidasa
Composicion Concentracion ul
Tartrato 200 mM, pH 5 100 mM 500
Mn*" 10 mM 5 mM 10
DMF 50 mM 100 uM 100
Muestra 100
Agua 280
H,0, 10 mM® 100 uM 10

* Preparada diariamente y afiadida en Gltimo lugar a la mezcla de reaccion.

La reaccion se realizd durante 15 min a temperatura ambiente midiéndose
transcurrido este tiempo la absorbancia en el espectrofotdmetro a 469 nm. La actividad
MnP se expresé en unidades internacionales (UI) por g de alpeorujo considerando el

coeficiente de extincion molar del DMF g460 =27500 M lcm’™!.

10.4. Determinaciones analiticas

10.4.1. Determinacién de azUcares totales

El contenido en azilicares totales se determin6 segun el método de antrona descrito

por Whithan et al., (1971) que se basa en la cuantificacion de hexosas, aldopentosas y
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acidos hexourdnicos que se encuentren, bien libres o formando parte de un polisacérido.
El medio 4cido en el que se realiza la reaccion, hidroliza los enlaces glucosidicos y los
monosacaridos resultantes reaccionan con la antrona produciendo un color verde
azulado que se mide a 625 nm en el espectrofotometro.

La reaccion se llevo a cabo en tubos de cristal sumergidos en hielo a los cuales se
les habia afiadido previamente 5 ml de reactivo de antrona. A continuacion y sobre
dicho reactivo se le afiadié 1 ml de extracto de alpeorujo con sus respectivas diluciones,
deslizando la muestra por la pared para evitar la mezcla. Tras agitar vigorosamente los
tubos se hierven 10 min a 100 °C. Pasado este tiempo se detuvo la reaccién en un bafio
con hielo y finalmente se midi6 su absorbancia en el espectrofotdémetro usando como
curva patron glucosa a unas concentraciones de 20 a 160 ug/ml y como blanco agua
destilada.

El contenido de azucares se expresé como mg de azucares por g de alpeorujo.

= Reactivo de Antrona: a 20 ml de agua destilada se afiaden poco a poco
100 ml de acido sulfurico concentrado. En el momento de usar se disuelven

0,2 g de antrona en 100 ml de esta mezcla.

10.4.2. Determinacion de polifenoles totales extractables

El contenido de fenoles del alpeorujo seco y extractado se realizd mediante una
determinacion colorimétrica por el método de Ribereau-Gayon (1968) basado en la
reduccion en medio alcalino de una mezcla de 4cidos fosfomolibdico y fosfowolframico
(reactivo de Folin-Ciocalteau) por los compuestos fendlicos y la consiguiente formacion
de una mezcla de 6xidos azules de wolframio y molibdeno que absorben la luz en una
franja de 620 nm a 750 nm. La medida de la absorcién a 725 nm es proporcional a la
concentracion del compuesto.

Para la determinacion de polifenoles se tomaron alicuotas de 0,2 g de alpeorujo a
las que se le afiadi6 10 ml de una mezcla de acetona:agua (1:1) con 4cido formico al
0.5%. Los tubos con la mezcla se mantuvieron en hielo y se sonicaron en un bafio de
ultrasonido durante 10 min. A continuacion se mantuvieron en agitacion a 4 °C durante
24 h. Transcurrido este tiempo la mezcla se volvid a sonicar durante 10 min y
finalmente se centrifugd a 1100 xg durante 30 min a 4° C. El sobrenadante se utilizo

para la determinacion de fenoles.
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La determinacion de fenoles del alpeorujo y de los distintos extractos de éste se
llevo a cabo en tubos con 880 ul de agua a los que se le afiadieron 120 ul del extracto de
alpeorujo o de la solucion de acido tanico utilizada como curva patrén (0 a 100 pg/ml).
La reaccion se inicio afiadiendo 500 ul de reactivo de Folin-Ciocalteau y 2,5 ml de
Na,COs al 20% (p:v). Tras 35 min de incubacion a temperatura ambiente se midi6 la
absorbancia de la mezcla de reaccion en el espectrofotometro a 725 nm. Los datos

obtenidos se expresaron en g de fenoles por kg de alpeorujo.

11. Cromatografia en capa fina (TLC)

Se utilizaron placas de aluminio de cromatografia en capa fina de MERCK de
Silica gel 60 F,s4 (20x20 cm). Se aplicaron mediante un capilar, 10 pl de los diferentes
extractos de alpeorujo obtenidos tras evaporarlos en rotavapor y resuspenderlos en
metanol. Un vez secas las muestras aplicadas a las placas, se introdujeron en la cubeta
que contenia 25 ml de los solventes. Para la elucion y separacion de los componentes
fenolicos se utilizaron acetona:n-hexano 4:6 (v:v). Tras la elucién de los compuestos
fenolicos la visualizacion se realizé con luz ultravioleta a 254 nm. El revelado de las
placas se llevdo a cabo pulverizando una solucion acuosa al 1% de FeCl para la
visualizacion de los componentes fenodlicos. Una vez pulverizados los cromatogramas se

introdujeron en una estufa a 100 °C durante 5 min.

12. Cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa acoplada a

la deteccion por espectrometria de masas

Los distintos extractos de alpeorujo se liofilizaron, se resuspendieron en metanol y
se centrifugaron a 2.300 xg durante 10 min. Finalmente los extractos se filtraron con un
filtro de 0,45 um se inyectaron en el sistema cromatografico para su posterior analisis.

Se utilizé un cromatégrafo liquido SURVEYOR MS micro HPLC, (Thermo
Finnigan, San Jos¢, CA, USA) con una columna una Hypersil BDS C18 de 25 cm de
largo y 4,6 mm de ancho y un tamafio de particula de Sum (Thermo, Bellefonte, PA,
USA). La separacion se realizd bajo gradiente de elucion donde las fases moviles
estaban constituidas por agua acidificada con acido acético 0,05% (A) y metanol (B).

Después de 2 min al 5% del solvente B la elucion transcurridé segin las siguientes
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condiciones: del 5% de B al 10% de B en 3 min; 20% de B en 13 min; 30% B en 25
min; 50% B en 10 min y 95% de B en 17 min, manteniéndose esta mezcla constante
durante 5 min més. El flujo de elucion de la fase movil fue de 1 ml/min y se inyect6 20
ul de muestra.

Un 20% del eluyente se analizd con un detector UV Surveyor PDA (Thermo
Finnigan, San Jos¢ CA, USA) monitoreando la reaccion a 280 nm y 320 nm. El 80% del
eluyente restante se analiz6 por ESI/MS en modo negativo usando un instrumento
Finnigan LCQ DECA XP Plus ion trap controlado por el programa Xcalibur. Para el
analisis de las muestras se utilizaron las siguientes condiciones: flujo de muestra
inyectada en el ionizador de 3 pl/min, voltaje capilar de 10V, voltaje del spray a 3 kV,
voltaje del tubo de la lente de compensacion 10V y temperatura del capilar a 270 °C.

Los datos se obtuvieron en modo MS1 y MS/MS.

13. Andlisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos de los distintos experimentos realizados se sometieron a
un andlisis de normalidad y homogeneidad de varianzas. Tras éste andlisis, ante la
ausencia de diferencias significativas se efectud un analisis de varianza (ANOVA). Los
datos expresados en porcentaje se transformaron en el arco seno de su raiz cuadrada.
Las barras de error en las graficas representan la desviacion estdndar y las letras
representan valores estadisticamente distintos mediante el test de Tukey o Duncan’s

para comparaciones multiples (p< 0,05).
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I. Fraccionamiento fisico del alpeorujo y determinacion de su

fitotoxicidad

1.1. Fitotoxicidad del alpeorujo

Objetivo

Estudios recientes han puesto de manifiesto que el alpeorujo resulta fitotoxico
para las plantas cultivadas en invernadero, sin embargo, no se conoce si el efecto de
dicho residuo se mantiene en plantas cultivadas en condiciones no controladas (Martin
et al., 2002, Sampedro et al., 2004b). Por ello se va a investigar los efectos fitotoxicos

del alpeorujo sobre el crecimiento de plantas bajo condiciones de campo.

1.1.1. Analisis de la fitotoxicidad del alpeorujo sobre plantas cultivadas

en macetas

Materiales y métodos

Disefio experimental
El experimento se disefid con un factor de variacion, que fue la aplicacién de
alpeorujo a diferentes dosis (0, 2,5, 5y 10%). Los experimentos se realizaron en plantas

de tomate con cuatro repeticiones por tratamiento.

Sistema de cultivo

Se emplearon semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.) esterilizadas en
superficie y pregerminadas en semillero. Cuando las semillas alcanzaron un tamafio
adecuado se transfirieron a macetas de 300 ml de capacidad que contenian una mezcla
de suelo:arena (1:1) esterilizado. El alpeorujo se aplico a las macetas en proporciones de
2,5, 5y 10% salvo al control, al que no se le afiadi6 alpeorujo. Las plantas se cultivaron
en condiciones controladas de invernadero durante 5 semanas. Semanalmente se

fertilizaron con 10 ml de solucidén nutritiva Hewitt.
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Una vez cosechadas se determind el peso seco de la parte aérea en plantas de

tomate después de secarlas en estufa durante 48 h a 70 °C.

Resultados

El alpeorujo presenta marcados efectos fitotoxicos en plantas cultivadas en
condiciones de invernadero tal y como se observa en la Fig. 1 ya que la aplicacion de la
dosis menor de alpeorujo (2,5%) redujo mas de la mitad del peso seco de las plantas de
tomate. Este efecto fitotoxico aument6d conforme se incrementaba la dosis de alpeorujo
llegando a reducir el 97% del peso seco de las plantas de tomate en los tratamientos

donde se administro una dosis alta de alpeorujo (10%).
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Fig. 1. Peso seco de la parte aérea de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas en
condiciones de invernadero sin alpeorujo (C) y en presencia de varias concentraciones de

alpeorujo (2,5, 5y 10%). Las barras en cada columna indican el error estandar.

1.1.2. Andlisis de fitotoxicidad del alpeorujo sobre plantas cultivadas en

parcelas de campo

Materiales y métodos

Disefio experimental

El experimento se disefid6 con un factor de variacion, que fue el tiempo de

crecimiento de plantas de tomate cultivadas en parcelas de campo a las que se anadio

alpeorujo.
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Sistema de cultivo

Se emplearon semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.) esterilizadas en
superficie y pregerminadas en semillero. Cuando las semillas alcanzaron un tamafio
adecuado se transfirieron a macetas de 100 ml de capacidad que contenian como
sustrato una mezcla suelo:arena:vermiculita (1:1:1). Tras un mes de crecimiento en el
invernadero, las plantas se seleccionaron en base a su homogeneidad de tamafio y se
transplantaron a parcelas de la finca experimental de la EEZ de 30x40 cm que contenian
el alpeorujo mezclado con el suelo a una concentracion del 5% salvo a las parcelas
control, a las que no se les afadid alpeorujo. En cada una de las parcelas se aplico un
tratamiento realizando 3 repeticiones por tratamiento y se sembraron 4 plantas de
tomate. Las plantas se cultivaron en condiciones de campo durante 2 y 6 semanas. Las
plantas se regaron en funciéon de sus necesidades hidricas. Una vez cosechadas las
plantas se determiné el peso seco de la parte aérea tras su secado en estufa durante 48 h

a 70 °C.

Resultados

El alpeorujo mostré marcados efectos fitotoxicos en plantas de tomate cultivadas
en condiciones de campo tal y como podemos observar en la Fig. 2 ya que redujo el
peso seco de la parte aérea un 70% a las 2 semanas de crecimiento y el 85% a las 6

s€émanas.
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Fig. 2. Peso seco de la parte aérea de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas
durante 2 y 6 semanas en condiciones de campo sin alpeorujo (Control) y en presencia de

alpeorujo (DOR). Las barras en cada columna indican el error estandar.
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1.2. Fitotoxicidad de las fracciones fisicas del alpeorujo

1.2.1. Fitotoxicidad del alpeorujo extractado mediante extraccion
orbital

Objetivo

Se ha puesto de manifiesto que los efectos fitotoxicos del alpeorujo sobre las
plantas se atribuyen fundamentalmente a la presencia de compuestos fendlicos
monomeéricos o poliméricos, sin embargo, se desconoce como intervienen cada uno de
los constituyentes del alpeorujo en la toxicidad. En este apartado se pretende fraccionar
el alpeorujo por medio de extracciones orbitales con diferentes solventes y estudiar cada
una de las fracciones solidas y liquidas de forma independiente para tratar de determinar

la naturaleza de las sustancias causantes de la fitotoxicidad del alpeorujo.

Materiales y métodos

Se realizaron extracciones solido-liquido de alpeorujo mediante un extractor
rotativo orbital con diferentes solventes tal y como se describe en el Esquema 1. El
alpeorujo se extrajo durante 8 h en proporcion 1:2 (p:v) con agua, acetato de etilo y
metanol, obteniéndose: extracto de agua |, extracto de acetato de etilo | y extracto
de metanol y los correspondientes alpeorujos extractados: alpeorujo extractado con
agua |, alpeorujo extractado con acetato de etilo y alpeorujo extractado con
metanol. Con el alpeorujo extractado con acetato de etilo se realiz6 otra extraccién con
agua obteniéndose el extracto de agua Il y el alpeorujo extractado con agua Il.
También a partir del extracto de agua I se realizd una extraccion liquido-liquido en un
decantador de vidrio con acetato de etilo en una proporcion 1:1 (v:v), repitiendo la
operaciéon 3 veces, tal y como se describe en el capitulo general de materiales y
métodos, obteniéndose el extracto de acetato de etilo I1.

Antes de su uso los cinco extractos obtenidos se secaron en rotavapor y se
resuspendieron en agua y los cuatro alpeorujos extractados se dejaron secar a

temperatura ambiente para su posterior utilizacion.
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Esquema 1. Esquema del proceso de extraccion del alpeorujo seco y extractado con extractor
rotativo orbital.
Extraccion con acetato de etilo

Extraccion Extraccion
con agua con metanol

Extracto de acetato de
etilo 11

— DOR

Alpeorujo extractado con
metanol

Alpeorujo extractado con

agua [

Extraccion con acetato de etilo

Extracto de acetato de Alpeorujo extractado con
etilo [ acetato de etilo

Extraccion con agua

Extracto de agua II Alpeorujo extractado con
agua II

Disefio experimental

Se realizaron dos experimentos independientes, el experimento A, con la fraccion
liquida resultante de la extraccion orbital del alpeorujo y el experimento B con la
fraccion solida resultante tras el proceso de extraccion. Ambos experimentos se
disefiaron con dos variables. El experimento A, la primera variable fue el tipo de
extracto afiadido con seis tratamientos: sin extracto de alpeorujo (control) o con extracto
de agua I, extracto de acetato de etilo I, extracto de agua II, extracto de metanol y
extracto de acetato de etilo II y la segunda variable fue el factor concentracion de
extracto de alpeorujo con tres tratamientos (5, 10 y 20%). En el experimento B, la
primera variable fue el tipo de alpeorujo extractado afadido al suelo con cinco
tratamientos: sin alpeorujo (control), con alpeorujo (DOR), alpeorujo extractado con
agua I, alpeorujo extractado con acetato de etilo, alpeorujo extractado con agua II y
alpeorujo extractado con metanol y la segunda variable fue el factor concentracion de

este alpeorujo extractado con cuatro tratamientos (2,5, 5y 10%).

Sistema de cultivo
Ensayo A

El andlisis de fitotoxicidad se realiz6 mediante un ensayo de germinaciéon “in

vitro” de semillas de berro (Lepidium sativum L). Los diferentes extractos de alpeorujo
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obtenidos mediante agitacion orbital a concentracion de 5, 10 y 20% se afiadieron a
placas Petri que contenian 20 semillas. Se utiliz6 como control agua destilada y para
cada tratamiento se realizaron 4 repeticiones. Se contabilizdo el numero de semillas
germinadas y la longitud de la radicula de estas transcurridas 48 h de incubacion a 25 °C
y los resultados se expresaron como indice de germinacion.

Ensayo B

Se realizaron ensayos en macetas, con cuatro repeticiones por tratamiento,
empleando semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.) esterilizadas en superficie y
pregerminadas en semillero. Cuando alcanzaron un tamafio adecuado se transfirieron a
macetas de 300 ml de capacidad que contenian una mezcla de suelo:arena (1:1)
esterilizado. Los diferentes alpeorujos extractados se afadieron a las macetas en
proporciones de 2,5, 5y 10% salvo al control, al que no se les afadi6 alpeorujo. Las
plantas se cultivaron en condiciones controladas de invernadero durante 5 semanas.
Semanalmente se fertilizaron con 10 ml de solucion nutritiva Hewitt.

Las plantas se cosecharon a las 5 semanas y se determind el peso seco de la parte

aérea tras secarlas en estufa durante 48 h a 70 °C.

Resultados

Todos los extractos obtenidos tras la extraccion orbital del alpeorujo inhibieron la
germinacion y crecimiento de semillas de berro (Fig. 3A). El extracto que mostré una
menor toxicidad a todas las dosis aplicadas fue el extracto de acetato de etilo, sin
embargo el resto de extractos aplicados a dosis bajas (5%) redujeron el indice de
germinabilidad a un 70%. Observamos que a medida que aumentamos la concentracion
de todos los extractos anadidos por placa la reduccion del indice de germinabilidad fue
mayor. Los extractos acuosos de alpeorujo fueron los mas fitotdxicos ya que a
concentraciones de 20% inhibieron drasticamente el crecimiento de las semillas de
berro.

Los ensayos de fitotoxicidad realizados sobre el crecimiento de plantas en
invernadero mostraron que todos los alpeorujos extractados, salvo el realizado con agua
(Agua I) aplicado a la dosis de 2,5%, disminuyeron el peso seco de la parte aérea de
plantas de tomate (Fig. 3B). Podemos observar que la toxicidad residual de los
alpeorujos resultantes de la extraccion orbital fue proporcional a la fitotoxicidad de los

extractos obtenidos de dicho residuo.
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Figura 3. (A) Indice de germinabilidad (%) de semillas de berro (L. sativum L.) sin extractos de
alpeorujo (Control) o en presencia de varias concentraciones de extractos de alpeorujo realizado
mediante extraccion orbital con: agua (Agua I y II), acetato de etilo (EtOAc I y II) y metanol.
(B) Peso seco de la parte aérea (mg) de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas
sin alpeorujo (Control) y en presencia de varias concentraciones de alpeorujo (DOR) y
alpeorujo extractado mediante extraccion orbital con: agua (Agua I y II), acetato de etilo

(EtOAc) y metanol. Las barras en cada columna indican el error estandar.

1.2.2. Fitotoxicidad del alpeorujo extractado mediante extraccion con

soxhlet

Objetivo

Considerando que mediante extraccion orbital no se obtuvo ninguna fraccion
carente de fitotoxicidad se plante6 fraccionar el alpeorujo de forma secuencial con calor
en soxhlet con el fin de obtener un residuo libre de fenoles. En las extracciones
secuenciales con acetato de etilo, n-propanol, metanol y agua se pueden separar los
componentes del alpeorujo en base a su polaridad para determinar los factores

determinantes de la fitotoxicidad.

Materiales y métodos

Se realizaron extracciones solido-liquido en soxhlet con diferentes solventes tal y

como se describe en el Esquema 2. Las muestras de alpeorujo se extrajeron
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secuencialmente con acetato de etilo, n-propanol, metanol y agua, obteniéndose:
extracto de acetato de etilo, extracto de n-propanol, extracto de metanol y extracto
de agua | y los alpeorujos extractados correspondientes: alpeorujo extractado con
acetato de etilo, alpeorujo extractado con n-propanol, alpeorujo extractado con
metanol y alpeorujo extractado con agua I. Con el alpeorujo extractado con acetato
de etilo se realizé otra extraccion con agua obteniéndose el extracto de agua Il y el
alpeorujo extractado con agua Il. Por otro lado y también mediante soxhlet, una
muestra de alpeorujo se extractd directamente con agua obteniéndose el extracto de

agua Il y alpeorujo extractado con agua I1l.

Esquema 2. Esquema del proceso de extraccion del alpeorujo seco y extractado con soxhlet.

Extracto de agua III

Extraccion con Extraccion con Extracto de acetato de etilo
agua acetato de etilo

DOR

Alpeorujo extractado con

Extraccién con acetato de etilo Al

Extraccion con agua

Alpeorujo extractado con Extracto de acetato de etilo ’
Lol Alpeorujo extractado Extracto de agua II
con agua II
Extraccion con n-propanol
Alpeorujo extractado Extracto de n-propanol
con n-propanol
Extraccion con metanol
Alpeorujo extractado con Extracto de metanol
metanol
Extraccion con agua
Alpeorujo extractado Extracto de agua I

con agua [

Disefio experimental

Se realizaron dos experimentos, el experimento A, con los extractos resultantes de
la extraccion con soxhlet del alpeorujo y el experimento B con el alpeorujo residual
obtenido tras el proceso de extraccion. Ambos experimentos se disefiaron con dos

variables. En el experimento A la primera variable fue el tipo de residuo aplicado con
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seite tratamientos: sin extracto de alpeorujo (control) o con extracto acetato de etilo,
extracto n-propanol, extracto metanol y extracto agua I, Il y III y la segunda variable fue
el factor concentracion aplicada con tres tratamientos (10, 20 y 40%). En el experimento
B se disefio de igual forma pero en este caso las variables fueron; la primera los
distintos alpeorujos extractados con ocho tratamientos: sin alpeorujo extractado
(control), con alpeorujo sin extractar o extractado con acetato de etilo, n-propanol,
metanol, agua I, Il y III y la segunda consistié en el factor concentracion de estos

alpeorujos extractados con tres tratamientos (3, 3,5, 4%).

Sistema de cultivo

Para la determinacion de fitotoxicidad en ambos ensayos se eligid el test de
germinabilidad de Zucconi modificado, en semillas de berro de jardin (L. sativum L.).
En el ensayo A, los extractos de alpeorujo en diferentes concentraciones (10, 20 y 40%)
se afiadieron a placas Petri que contenian 20 semillas. En el ensayo B, los diferentes
alpeorujos extractados se mezclaron con vermiculita en distintas proporciones (3, 3,5 y
4%). Sobre esta mezcla se dispuso un papel de filtro y tras anadirle 10 ml de agua se
colocaron 10 semillas de berro. El tratamiento control se realizé con agua destilada en el
ensayo A y vermiculita en el B y en ambos casos por cada tratamiento se establecieron 5
repeticiones. Se contabilizd el numero de semillas germinadas y la longitud de la
radicula una vez germinadas en estufa durante 48 h (ensayo A) y 72 h (ensayo B) a 28

°C. Los resultados se expresaron en indice de germinacion.

Resultados

De todos los extractos de alpeorujo obtenidos mediante soxhlet se observo que los
extractos de acetato de etilo, n-propanol y agua I1I produjeron una reduccion elevada del
indice de germinabilidad de berro a concentraciones de 40% tal y como se observa en la
figura 4A. Sin embargo los extractos obtenidos mediante metanol, agua I y II no
redujeron o lo hicieron levemente el porcentaje de germinacion de semilla de berro.
Cabe destacar que la fitotoxicidad observada en los extractos de alpeorujo se fue
reduciendo a medida que se extractd con los distintos solventes en la extraccion
secuencial, asi el extracto acuoso I fue el extracto que mostrd una menor toxicidad a

dosis altas.
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El alpeorujo sin extractar redujo el indice de germinabilidad de semillas de berro a
un 40% a la menor dosis aplicada (Fig. 4B). Tras las distintas extracciones realizadas
mediante soxhlet la fitotoxicidad del alpeorujo se redujo en la mayoria de los casos
salvo en el extracto agua II. El alpeorujo extractado con metanol, obtenido tras la
extraccion secuencial con acetato, propanol y metanol, asi como el alporujo extractado
con agua I, obtenido tras la extraccidon secuencial con acetato, propanol y metanol, no
mostraron efectos fitotoxicos algunos sobre la germinacion de semillas de berro al
aplicarlo a las mayores dosis. En general se observo relacion entre los niveles de
fitotoxicidad de los extractos de alpeorujo y los del alpeorujo extractado. El alpeorujo
extractado con agua II fue el residuo mas téxico mostrando una reduccion del indice de

germinabilidad mayor que el alpeorujo control.
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Figura 4. (A). indice de germinabilidad (%) de semillas de berro (L. sativum L.) sin extracto de
alpeorujo (Control) y en presencia de distintas concentraciones de los extractos de alpeorujo
realizados mediante soxhlet con acetato de etilo (EtOAc), propanol, metanol y agua I, II y III.
(B). Indice de germinabilidad (%) de semillas de berro (L. sativum L.) cultivadas sin alpeorujo
(Control) o en presencia de distintas concentraciones de alpeorujo (DOR) y alpeorujo extractado
mediante soxhlet con acetato de etilo (EtOAc), propanol, metanol y agua I, II y III. Las barras

en cada columna indican el error estindar de la muestra.
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Discusién

El alpeorujo a pesar de contener multitud de componentes con interés
agroquimico (materia organica, Na, K, P, N) resulta fitotoxico para las plantas de
tomate ya que, como puede verse en el ensayo realizado en condiciones de invernadero,
la aplicacion de un 2,5% de alpeorujo redujo mas de la mitad su peso seco. Este efecto
fitotoxico se ha observado anteriormente tras la aplicacion de alpechin y alpeorujo, ya
que estos produjeron la inhibicion de la germinacion de semillas o la reduccion del peso
seco de diferentes especies vegetales (Pérez et al., 1986; Martin et al., 2002; El Hadrami
et al., 2004).

La fitotoxicidad del alpeorujo fue similar en cuanto a reduccion del peso seco de
la parte aérea de plantas de tomate tanto en ensayos de invernadero como de campo. A
la misma dosis de alpeorujo se observd una fitotoxicidad parecida en ensayos de
invernadero y de campo reduciendo el peso seco de la parte aérea un 91 y 85%
respectivamente. Este hecho se contradice con los estudios realizados por Fletcher et al.
(1990) en el que observa que existen resultados diferentes cuando se comparan ensayos
en campo y en invernadero, determinando que el 55% de las veces, las plantas en
ensayos de campo eran mas sensibles que en invernadero. Contrariamente un estudio de
datos de Dow AgroSciences mostrd que las plantas en invernadero eran mas sensibles
que en el campo en un 90% de las especies ensayadas.

Aunque comunmente se ha atribuido la fitotoxicidad del alpechin y alpeorujo a la
presencia de fenoles basandose en numerosos estudios que, por un lado relacionan la
disminucién del contenido fendlico con la disminucion de la fitotoxicidad y por otro han
demostrado que los 4cidos fenodlicos tienen efectos toxicos en las plantas, dicha
fitotoxicidad es una propiedad muy compleja desde que mas de un compuesto puede ser
el responsable de ella (Wang et al., 1967; Nandakumar y Rangaswamy, 1985; Fiestas
Ros de Ursinos, 1986; Capasso et al., 1992; Wang et al., 2002). Se ha observado que los
extractos mas toxicos del alpechin fueron aquellos que extraian sustancias polares muy
ricas en fenoles (acetato de etilo y n-propanol) (Rodriguez et al., 1988). El acetato de
etilo es muy eficiente en la extraccion a partir de este tipo de residuos de compuestos
fendlicos de bajo peso molecular (Visioli et al., 1999), que han sido considerados los
principales causantes de su fitotoxicidad (Della Greca et al., 2001). En cambio en
nuestros ensayos, al realizar un fraccionamiento fisico del alpeorujo mediante

extraccion orbital, observamos que el extracto acuoso fue el mas fitotoxico sobre la
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germinacion de las semillas de berro. Este efecto puede atribuirse a un efecto de
concentracion ya que todos los extractos utilizados se aplicaron a igual concentracion, y
cada uno de estos puede mostrar fitotoxicidad en un rango de concentracion diferente
(Li et al., 1993). El hecho de que los fenoles presentes en el alpechin sean los
responsables exclusivos de su fitotoxicidad ha sido generalmente aceptado pero no
claramente demostrado ya que en algunos estudios se ha observado que cuando se
extraen fenoles del alpechin este sigue siendo fitotoxico, lo que sugiere que otros
componentes presentes en estos residuos, bien directamente o a través de una accidon
sinérgica con los fenoles, contribuyen a su fitotoxicidad (Rodriguez et al., 1988;
Capasso et al., 1992). De hecho se han encontrado que otras sustancias como acidos
grasos, acidos organicos de bajo peso molecular, acidos volatiles, sales y su bajo pH
pueden ser también responsables de la fitotoxicidad de residuos procedentes de la
extraccion del aceite de oliva (Pérez et al., 1980; Saviozzi et al., 1991).

Tras el fraccionamiento fisico orbital del alpeorujo, los residuos resultantes
(alpeorujos extractados) mostraron una fitotoxicidad proporcional a la eliminada por la
extraccion, de modo que el alpeorujo extractado menos fitotoxico fue aquel que se
extrajo con agua, puesto que el extracto acuoso obtenido de esta extraccion fue el que
mas inhibié el porcentaje de germinacion de semillas de berro. Y, por otro lado, el
alpeorujo extractado con acetato de etilo provocd una inhibicion drastica del
crecimiento de plantas de tomate ya que el extracto de acetato de etilo mostrd poca
fitotoxicidad. El fraccionamiento fisico orbital del alpeorujo no elimin6 en general la
fitotoxicidad del residuo, tan solo la extraccion con agua llegd a disminuirla
considerablemente.

El soxhlet constituye un sistema de extraccion de los compuestos presentes en el
alpeorujo mas eficaz ya que utiliza la temperatura para favorecer el proceso extractivo
(Mulinacci et al., 2005). Con este tipo de extraccion, el extracto de acetato de etilo
resultd mas fitotdxico que con la extraccion orbital, debido posiblemente a una mayor
eficacia en la extraccion, mientras que el extracto acuoso III mostré una menor
fitotoxicidad respecto a la extraccion orbital.

La extraccion secuencial de alpeorujo con soxhlet mostré como a medida que se
eliminaron los compuestos mas polares la fitotoxicidad fue menor, de manera que se
manifiesta claramente el poder fitotoxico de los extractos constituidos por fenoles (de
acetato de etilo y propanol) al igual que se observo en estudios anteriores realizados en

alpechin (Rodriguez et al., 1988, Capasso et al. 1992, Della Greca et al., 2001).
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También se observa en la extraccion secuencial con soxhlet como la interaccion de
compuestos de diferente naturaleza puede potenciar la fitotoxicidad ya que de forma
individual los diferentes extractos no mostraron tanta fitotoxicidad como el alpeorujo
sin tratar.

En las fracciones sélidas de alpeorujo extractado en soxhlet se observd también
como a medida que se eliminaron diferentes componentes mediante la extraccion
secuencial, el residuo resultante se mostré menos fitotoxico llegando a eliminarse la
fitotoxicidad del alpeorujo a partir de la extraccion con metanol (Metanol y Agua I), ya
que superd el indice de germinabilidad de 60%, limite por debajo del cual un producto
organico se considera fitotoxico (Zucconi et al., 1981). Considerando la fracciéon mas
contaminante citada en la literatura (acetato de etilo) y la mas fitotoxica encontrada en
nuestros ensayos previos con extraccion orbital (agua), cabe esperar que el solido
resultante tras una extraccion secuencial en soxhlet con acetato de etilo y agua (Fraccion
Agua II), muestre una fitotoxicidad infima, en cambio no se elimin6 toda su
fitotoxicidad quizas debido a que no extrae sustancias no solubles que son fitotdxicas.
Se observo un comportamiento similar en el alpeorujo extractado con agua (Agua III),
aunque extrajo suficientes sustancias fitotoxicas como para disminuir la fitotoxicidad
del residuo sobre la germinaciéon de semillas de berro cuando se aplico a la
concentracion del 3%.

A la luz de los resultados, parece ser que el efecto en la inhibicion de la
germinacion no se debe exclusivamente a sus constituyentes fenolicos o a sus
constituyentes solubles, sino conjuntamente a ambos componentes. En este tipo de
extraccion con soxhlet, de forma aislada, la contribucion proporcional a la fitotoxicidad

de la parte fenolica es mayor que la de otras sustancias.
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Il. Uso de los hongos saprobios para la eliminacion de la fitotoxicidad

del alpeorujo

2.1. Efecto de los metabolitos secundarios producidos por hongos

saprobios en el crecimiento de plantas

Objetivo

Es conocido que ciertos hongos filamentosos, dependiendo del medio donde se
cultiven durante su metabolismo producen sustancias capaces de causar enfermedades
en las cosechas, conocidas como micotoxinas (Lugauskas y Stakeniene, 2002).

Mediante este ensayo se pretende comprobar el efecto que tiene sobre el
desarrollo de las plantas los metabolitos secundarios que los hongos saprobios excretan

al medio de cultivo durante su crecimiento.

Materiales y métodos

Disefio experimental

Se cultivaron quince hongos saprobios en un medio de cultivo Czapek durante 15
dias, transcurrido este tiempo el medio se filtr6 y se utilizé para determinar el efecto que
producen sobre el crecimiento de plantas de tomate los metabolitos secundarios que
generan estos hongos.

El experimento se disefié con dos factores de variacion. El primer factor fue el
crecimiento de los distintos hongos saprobios en medio Czapek con 16 tratamientos:
Control (sin hongo), con los hongos saprobios del suelo: F. lateritium, F. oxysporum, F.
graminearum, M. racemosus, P. chrysogenum-10, P. chrysogenum y los hongos
saprobios de la madera: PIl. pulmonarius, Pl. eryngii, Ph. chrysosporium, C. rigida, T.
versicolor, T. trogii, Py. cinnabarinus, Phl. radiata y Fo. sclerodermeus. El segundo
factor que se tuvo en cuenta fue la cantidad de medio de crecimiento de los hongos
saprobios afnadido a la solucion nutritiva Hewitt donde crecieron las plantas: 0, 2,5, 5,

10, 15, 25 y 50%.
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Sistema de cultivo

Este experimento se realizdé en tubos de vidrio con 15 ml de solucidon nutritiva
Hewitt a los que se afiadio distintos porcentajes de medio Czapek no incubado (Control)
o incubado con los distintos hongos saprobios. Semillas de tomate esterilizadas en
superficie y pregerminadas en placa Petri se seleccionaron en base a su tamafio y se
transfirieron a los tubos. Se realizaron 4 repeticiones por tratamiento.

Las plantas se cultivaron en cdmara de cultivo bajo condiciones controladas
durante 15 dias y tras la cosecha se determind el peso seco de la parte aérea después de

secarlas en estufa durante 48 h a 70 °C.

Resultados

Los resultados de este experimento muestran que algunos hongos saprobios del
suelo produjeron sustancias durante su crecimiento que modificaron negativamente el
desarrollo de las plantas de tomate, asi el medio de crecimiento de P. chrysogenum
afadido al cultivo de plantas de tomate disminuy¢ el peso seco de estas a todas las dosis
aplicadas (Tabla 1). Tras el crecimiento de P. chrysogenum-10, el medio de cultivo
disminuyo el crecimiento de plantas de tomate en concentraciones superiores al 15%
mientras que F. oxysporum y F. lateritium inhibieron el crecimiento de plantas de
tomate solo cuando se administraron al medio de crecimiento en concentraciones
superiores al 25%. El crecimiento de los hongos saprobios de la madera PI.
pulmonarius, Pl. eryngii, Ph. chrysosporium, C. rigida, T. versicolor, T. trogii, Py.
cinnabarinus, Phl. radiata y Fo. sclerodermeus no produjo efecto alguno sobre el
crecimiento de las plantas de tomate. Es importante resefiar que no se observo en ningiin
caso incremento del peso seco de la parte aérea de plantas de tomate tras la aplicacion
de diferentes concentraciones del medio de cultivo de los distintos hongos saprobios

ensayados (Tabla 1).
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Tabla 1. Peso seco de la parte aérea (mg) de plantas de tomate (Solanum Lycopersicum L.)

cultivadas en presencia de distintas concentraciones de medio de cultivo en el que se habian

cultivado los distintos hongos saprobios. Los valores de cada columna seguidos por la misma

letra no son significativos de acuerdo al test de Tukey (P<0,05).

Medio cultivo hongos

Tratamiento 0% 2,5% 5% 10% 15% 25% 50%
Control 8,2 abc 99b 8,9 bc 9,7bcd |10,1cd 13,3 ef 13,8 ¢
F. lateritium 8,2 bc 94b 7,0 ab 7,1 abc 7,7 bed 6,6 bed 6,5 abc
F. oxysporum 8,2 abc 71ab| 7,1ab 4,5 ab 7,3 bc 4,3 abc 2,2ab
F. graminearum 84c 10,3b |11,2bc |10,0bcd |11,2cd 11,4 def 139c
M. racemosus 8,1 abc 7,1ab| 9,5bc 9,7 bed 8,0 bcd |10,6 cdef | 9,5 abc
P. chrysogenum10 | 8,1 abc 10,0b 6,8 ab 4,6 ab 4,4 ab 2,0 ab 19ab
P. chrysogenum 8,1 ab 3,0a 31la l16a 13a 13a 10a
Pl. pulmonarius 8,2 abc 10,4 b 6,8 ab 8,6 bcd 7,5 bc 12,2 ef 10,8 abc
PI. eryngii 8,2 abc 10,1 b 8,1abc | 85bcd |10,7cd 14,3 ef 16,5¢
Ph. chrysosporium | 8,1 ab 99b |13,2c 11,4 cd 13,3d 15,2 f 148 c
C.rigida 8,1 abc 9,7b 6,4ab |13,5d 13,7d 15,6 f 17,0c
T. versicolor 8,1 ab 85ab| 8,7abc | 9,4bcd |10,8cd 9,1cde [10,4 abc
T. trogii 79a 74ab| 6,1ab 6,6 abc 8,6 bcd [10,1def |13,1bc
Py. cinnabarinus 8,1 abc 71ab| 9,9bc 9,6 bcd 9,3 bed 9,6 de 8,0 abc
Ph. radiata 8,2 abc 78ab| 6,5ab 9,1 bcd 7,0abc |11,5 def 8,2 abc
Fo. sclerodermeus |8,1 abc 10,8 b 7,6 ab 8,7bcd [10,2bcd |[11,2def |13,0bc
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2.2. Condiciones experimentales para el estudio de reduccion de

fitotoxicidad del alpeorujo por hongos saprobios

2.2.1. Seleccion de hongos que disminuyen la fitotoxicidad del alpeorujo

Objetivo

Se sabe que la materia orgédnica presente en el alpeorujo contribuye a sus efectos
fitotoxicos pero ademas puede ser una fuente de crecimiento para los hongos (Galli et
al., 1988). Los hongos saprobios, gracias a su diversidad metabdlica, pueden crecer en
multiples sustratos entre ellos el alpeorujo, degradando los componentes toxicos de
estos. Mediante este ensayo se pretende estudiar el comportamiento de distintos hongos

del suelo y de la madera en la eliminacion de la fitotoxicidad del alpeorujo.

Materiales y métodos

Se cultivaron dieciséis hongos saprobios durante 15 dias en extracto acuoso de
alpeorujo obtenido tal y como se describe en el capitulo general de Materiales y
Meétodos. Tras el crecimiento de los hongos se utilizaron los extractos acuosos de
alpeorujo para determinar su fitotoxicidad en plantas de tomate.

En este experimento se consideraron dos factores de variacion: (1) el factor
extracto de alpeorujo no incubado (Control) e incubado con los hongos saprobios F.
lateritium, F. oxysporum, F. graminearum, M. racemosus, P. chrysogenum-10, P.
chrysogenum, PI. pulmonarius, PI. eryngii, Ph. chrysosporium, C. rigida, T. versicolor,
T. trogii, Py. cinnabarinus, Phl. radiata y Fo. sclerodermeus; (2) el factor de diferentes
cantidades de extracto acuoso de alpeorujo tratado con los hongos saprobios aplicadas al
medio de crecimiento de las plantas de tomate (2,5, 5, 10 y 15%). Como controles se
utilizaron plantas cultivadas en ausencia de extracto acuoso de alpeorujo. Se realizaron

cuatro repeticiones por tratamiento.
Sistema de cultivo

El experimento se realiz6 en tubos de vidrio con 15 ml de solucién nutritiva

Hewitt a las que se afiadi6 diferentes proporciones (0, 2,5, 5, 10 y 15%) de extractos de
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alpeorujo incubado o no con los hongos saprobios. Semillas de tomate esterilizadas en
superficie y pregerminadas en placa Petri, al alcanzar el tamafio adecuado, se
transfirieron a los tubos. Se realizaron 4 repeticiones por tratamiento.

Las plantas se cultivaron en condiciones controladas de luz, temperatura y
humedad. Tras 15 dias de crecimiento se determind el peso seco de la parte aérea

después de su secado a 70 °C durante 48 h en estufa.

Resultados

El extracto acuoso de alpeorujo presenta marcados efectos fitotoxicos sobre las
plantas de tomate ya que disminuye su peso seco un 82% cuando éste se aplico a la
dosis del 2,5% (Tabla 2). La incubacion del extracto acuoso de alpeorujo con los
hongos F. lateritium, F. graminearum, P. chrysogenum, T. trogii y Fo. sclerodermeus
no aumentd el peso seco de la parte aérea de plantas de tomate. Sin embargo F.
oxysporum, M. racemosus, P. chrysogenum-10, Pl. pulmonarius, Pl. eryngii, Ph.
chrysosporium, C. rigida, T. versicolor, Py. cinnabarinus y Phl. radiata disminuyeron
el efecto fitotoxico del extracto acuoso de alpeorujo aunque de distinta manera segin
los porcentajes de extracto afiadido al medio de cultivo. Asi F. oxysporum, M.
racemosus, Pl. pulmonarius y C. rigida aumentaron el peso de la parte aérea de plantas
de tomate solo cuando se afiadi6 extracto acuoso de alpeorujo incubado a bajas dosis.
Sin embargo los hongos P. chrysogenum-10, PI. eryngii, Ph. chrysosporium, T.
versicolor, Py. cinnabarinus y Phl. radiata redujeron la fitotoxicidad del extracto
acuoso de alpeorujo cuando este se aplicd a cualquier dosis al medio de cultivo (Tabla
2). T. versicolor elimind la fitotoxicidad del extracto acuoso aplicado a la dosis del

2,5% ya que iguald el peso seco de las plantas de tomate a los controles.

87



Capitulo 11

Tabla 2. Peso seco de la parte aérea (mg) de tomate (Solanum Lycopersicum L.) cultivadas sin
extracto acuoso de alpeorujo (0%) y en presencia de distintas concentraciones de extracto
acuoso de alpeorujo sin incubar (Control) o incubado con los diferentes hongos. Las letras

distintas en cada columna denotan diferencias significativas segun el test de Duncan (P>0,05).

Extracto acuoso de alpeorujo
Tratamiento 0% 2,5% 5% 10% 15%
Control 81 c 14 a 12 a 04 a 0,3 a
F. lateritium 8,0 abc 3,3 abcd | 2,3 abc 1,1 abc | 0,6 a
F. oxysporum 79 a 4,3 bcd 15 a 0,8 abc | 0,7 ab
F. graminearum 8,1 abc 2,5 ab 14 a 1,1 abc | 0,5 a
M. racemosus 8,1 abc 4,2 bcd 2,2 abc 2,1 def | 0,4 a
P. chrysogenum-10 8,0 abc 4,3 bcd 3,5 bcd 15 bcd | 1,0 bc
P. chrysogenum 8,0 abc 2,8 abc 2,3 abc 0,9 abc | 04 a
Pl. pulmonarius 8,1 abc 3,8 bcd 2,0 ab 0,7 abc | 0,3 a
Pl. eryngii 8,1 bc 52 d 2,6 bc 15 cde | 1,5 cd
Ph. chrysosporium 8,0 abc 4,1 bced 3,9 cde 15 bed | 1,2 bced
C.rigida 79 a 4,1 bcd 13 a 0,7 abc | 05 a
T. versicolor 8,0 ab 79 e 3,2 bcd 29 f 1,7 d
T. trogii 8,0 ab 3,5 abed | 2,1 ab 0,5 ab 0,4 a
Py. cinnabarinus 8,0 ab 56 d 4,7 e 2,1 ef 14 cd
Phl. radiata 8,1 abc 55 d 4.4 de 2,3 ef 15 d
Fo. sclerodermeus 8,1 abc 2,7 ab 13 a 0,5 ab 0,3 a
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2.2.2. Efecto de distintos medios de crecimiento de hongos saprobios en

la reduccidn de fitotoxicidad del alpeorujo

Crecimiento de los hongos saprobios en extractos de alpeorujo

Objetivo

Mediante este ensayo se pretende ver la capacidad de los hongos saprobios para
crecer en extractos de alpeorujo y ver si se produce una inhibicion del crecimiento de

dichos hongos por el efecto de los componentes solubles de estos extractos.

Materiales y métodos

Este ensayo se realizo cultivando los hongos C. rigida, T. versicolor y Py.
cinnabarinus en placas Petri con MEA o agar como medios de cultivo a los que se les
afnadieron distintas proporciones de extracto acuoso de alpeorujo (0, 5, 25 y 50%). Los
hongos se cultivaron en estufa a 28 °C durante 4, 5, 6 y 7 dias (el tiempo necesario para
que el hongo ocupara toda la placa Petri) y posteriormente se les determino el didmetro

de crecimiento. Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento.

Resultados

El crecimiento de los hongos C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus en los
medios MEA y agar no disminuyeron en presencia de distintas concentraciones de
extracto acuoso de alpeorujo (Tabla 3). Se ha observado sin embargo, que cuando se
afladio el extracto acuoso de alpeorujo a los medios de cultivo de los hongos C. rigida,
T. versicolor y Py. cinnabarinus se favorecio el desarrollo de los mismos en todos los
casos aunque el efecto fue diferente dependiendo del medio de cultivo, concentracion de
extracto acuoso de alpeorujo y tiempo de incubacion. El crecimiento de C. rigida
aumento por la aplicacion de cualquier concentracion de extracto acuoso de alpeorujo
afiadido a los dos medios de cultivos y a todos los tiempos de incubacion, mientras que
dicho extracto solo estimul6 el crecimiento de T. versicolor y Py. cinnabarinus en

determinadas circunstancias. Asi estos hongos aumentaron su crecimiento cuando se
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anadié extracto acuoso de alpeorujo en medio agar, pero en el medio MEA solo se

incremento el crecimiento cuando se aplicd a dosis intermedias.

Tabla 3. Diametro de crecimiento de los hongos C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus
cultivados en medio MEA o agar en presencia de 0, 5, 25 y 50% de extracto acuoso de alpeorujo

(ADOR) durante distintos tiempos de incubacion (4, 5, 6 y 7 dias). Las letras distintas en cada

columna para cada hongo indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p< 0,05).

Tratamiento Medio| ADOR 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias
(%)
C. rigida MEA 0 3,3 ab 47 b 6,0 b 70 b
5 45 d 6,1 cd 75 ¢ 88 d
25 47 d 6,5 d 80 c 88 d
50 4,3 cd 6,0 cd 7.8 ¢ 88 d
25 a 33 a 45 a 53 a
Agar
43 cd 6,2 cd 74 ¢ 8.8 d
25 4,0 bcd 6,0 cd 75 ¢ 88 d
50 3,6 bc 5,3 bc 6,4 b 79 ¢
T. versicolor MEA 29 b 44 bc 58 b 74 b
3,5 bcd 44 b 6,6 c 7,9 bc
25 42 e 55 d 7,7 d 8,7 ¢
50 3,3 bc 44 b 6,2 bc 7,9 bc
2,2 a 3,1 a 46 a 56 a
Agar
3,5 bcd 5,0 cd 74 d 86 c
25 4,0 de 52 d 75 d 8,6 c
50 3,7 cde 4.4 bc 5,9 bc 72 b
Py. cinnabarinus | MEA 2,3 be 36 ¢ 42 ¢ 52 de
29 d 39 ¢ 49 d 56 e
25 2,7 d 37 c 46 d 5,3 de
50 21 b 2,7 ab 3,5 ab 4.4 ab
1,8 a 25 a 31 a 39 a
Agar
2,3 bc 31 b 3,8 bc 4.5 bc
25 24 ¢ 31 b 3,9 bc 49 cd
50 21 b 2,7 a 33 a 40 a
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Crecimiento de los hongos saprobios en distintos medios de cultivo

Objetivo

Los hongos saprobios son microorganismos que se caracterizan por colonizar la
mayoria de los sustratos organicos. Debido a que las condiciones de cultivo de los
hongos saprobios juegan un papel importante en la produccion de enzimas y por tanto
en la degradacion de sustancias toxicas, en este ensayo pretendemos optimizar tanto el
crecimiento de los hongos saprobios en extractos de alpeorujo como su potencial de
reduccion de fitotoxicidad. Para ello hemos utilizado el extracto de acetato de etilo

realizado en soxhlet como modelo por ser uno de los mas fitotdxicos.

Materiales y métodos

Los hongos saprobios Phl. radiata, Py. cinnabarinus y C. rigida se cultivaron en
extractos de acetato de etilo de alpeorujo con diferentes concentraciones de sales
minerales y de fuentes de carbono. Al extracto de acetato de etilo de alpeorujo obtenido
tras una extraccion en soxhlet (1:4 p:v), ajustado a pH 5,5 tal y como se describe
anteriormente en el capitulo general de Material y Métodos, se le anadi6 diferentes
porcentajes de sales minerales del medio Czapek 0, 25, 50 y 100% y de sacarosa 0, 25,
50 y 100%.

Los hongos saprobios se cultivaron en los medios anteriormente descritos durante
15 dias a 28 °C en agitacion. Transcurrido este tiempo el micelio se secd en estufa
durante 72 h a 70 °C y se determiné su peso seco. El medio filtrado se empled para la
determinacion de fenoles siguiendo el método de Ribereau-Gayon (1968) utilizando el

acido tanico como estandar.
Resultados
2.2.2.1. Efecto de la aplicacion de sales
Como muestra la Fig. 1A, Phl. radiata crecio significativamente mas cuando se

incubd en extracto de acetato de etilo al que se afiadid el 100% de sales aunque la

ausencia de estas sales también produjo un buen crecimiento. La presencia de 25% y
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50% de sales en el extracto de alpeorujo redujo el crecimiento del hongo saprobio hasta
un 50%. El contenido total de fenoles del extracto de alpeorujo incubado con Phl.
radiata vario en funcion de las distintas proporciones de sales anadidas al medio de
cultivo (Fig. 1B). Se observé una gran degradacion del contenido fendlico en todos los
tratamientos estudiados aunque los efectos mdas acusados se observaron en los
tratamientos sin sales o con 100% de estas. Se observo una relacion entre el crecimiento
de Phl. radiata en extractos de acetato de etilo de alpeorujo con sales y su capacidad de
degradar fenoles. Ya que Phl. radiata crecido mejor en extracto de acetato de etilo con
100% de sales y ademas disminuy6 un gran contenido de fenoles, se eligié este medio

para posteriores ensayos.
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Fig. 1. (A) Peso seco del micelio de Phl. radiata cultivado en extracto de acetato de etilo de
alpeorujo con diferentes proporciones de sales (0, 25, 50 y 100%). (B) Contenido fenodlico de
extracto de acetato de etilo de alpeorujo con diferentes proporciones de sales (0, 25, 50 y 100%)
sin incubar (Control) o incubados con Phl. radiata. Las barras en cada columna indican el error

estandar.

2.2.2.2. Efecto de la aplicacion de fuente de carbono

Tal y como puede observarse en la Fig. 2, C. rigida, Py. cinnabarinus y Phl.
radiata crecieron con todos los medios de cultivo utilizados aunque este crecimiento
aumentd conforme se aumentaba el porcentaje de sacarosa en el medio. El mayor
crecimiento de los hongos se detectd en extracto de acetato de etilo con 100% de

sacarosa.
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Fig. 2. Peso seco del micelio de C. rigida, Py. cinnabarinus y Phl. radiata cultivado en
extractos de acetato de etilo de alpeorujo con diferentes proporciones de sacarosa (0, 25, 50 y

100%). Las barras en cada columna indican el error estandar.

Los resultados muestran como la degradacion de fenoles por C. rigida en
presencia de 0, 25 y 50% de sacarosa es muy alta llegando a degradar hasta un 91% del
contenido fenolico del extracto (Fig. 3). Sin embargo, C. rigida no produjo degradacion
de fenoles tras la aplicacion del 100% de sacarosa en el extracto de acetato de etilo de
alpeorujo. La incubacion del extracto de acetato de etilo con Py. cinnabarinus redujo
significativamente el contenido de fenoles en todas las concentraciones de sacarosa
utilizadas aunque su efecto fue mayor en extractos con un 50% de sacarosa. La
degradacion de fenoles por Phl. radiata fue evidente solamente cuando no se anadio
fuente de carbono externa al extracto de acetato de etilo de alpeorujo ya que el
crecimiento de este hongo en medios con distintas concentraciones de sacarosa no
modificé el contenido fenolico de este. Ya que los hongos saprobios ensayados
produjeron mayor descenso de fenoles cuando se cultivaban en ausencia de sacarosa, se

eligio este medio para posteriores ensayos.
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Fig. 3. Contenido fenolico de extractos de acetato de etilo de alpeorujo con diferentes
proporciones de sacarosa (0, 25, 50 y 100%) sin incubar (Control) o incubados con C. rigida,

Py. cinnabarinus y Phl. radiata. Las barras en cada columna indican el error estandar.

2.2.3. Efecto del tiempo de incubacion de los hongos saprobios en la

reduccién de la fitotoxicidad del alpeorujo

Objetivo

Una vez determinado el medio de crecimiento 6ptimo de los hongos saprobios
(extracto de alpeorujo + 100% sales + 0% sacarosa) para llevar a cabo los ensayos de
detoxificacion del alpeorujo, se estudid la influencia del tiempo de crecimiento de los
cultivos fungicos. Con ello se pretendia ver como se modificaba la toxicidad del
extracto y los parametros implicados en la eliminacion de dicha fitotoxicidad con el

tiempo de incubacién de los hongos saprobios en los extractos de alpeorujo.

Materiales y métodos

Se cultivaron los hongos C. rigida y Py. cinnabarinus en extracto acuoso de
alpeorujo con 100% sales y sin fuente adicional de carbono durante 5, 10, 15, 20, 25 y
30 dias. La inoculacion se realizdo con 2 g de micelio de in6culo de dichos hongos
obtenidos tras 15 dias de cultivo. Tras su crecimiento, la fraccion extracelular se separ6d

del micelio y se utiliz para la determinacion de fitotoxicidad, contenido fendlico y
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actividad lacasa. Ademads se determind el peso seco del micelio tras su secado en estufa
durante 72 h a 70 °C.

Para el ensayo de fitotoxicidad se tuvieron en cuenta dos factores de variacion,
uno fue el tiempo de incubacién de los hongos (5, 10, 15, 20, 25 y 30 dias) y otro la
aplicacion de distintas proporciones de extracto de alpeorujo tratado con los hongos
saprobios (0, 2,5, 5, 10 y 15%).

La determinacion de fitotoxicidad se realizd6 en tubos de vidrio con 15 ml de
solucion nutritiva Hewitt a los que se les afnadieron las distintas proporciones de
extracto acuoso de alpeorujo no incubado (Control) o incubado con los hongos durante
distintos tiempo de incubacion. Semillas de tomate esterilizadas en superficie y
seleccionadas en base a su tamaio se transfirieron a los tubos.

Las plantas se cultivaron durante 15 dias en cdmara de cultivo bajo condiciones
controladas. Una vez cosechadas se determind el peso seco de la parte aérea de las
plantas de tomate tras su secado en estufa durante 48 h a 70 °C.

A los extractos acuosos de alpeorujo incubados con C. rigida y Py. cinnabarinus
se les determind la biomasa fingica asi como el contenido fendlico y la actividad lacasa

siguiendo la metodologia descrita en el capitulo general de Materiales y Métodos.

Resultados

Ensayo de fitotoxicidad

Los resultados del estudio muestran que el extracto acuoso de alpeorujo
disminuyd el peso seco de la parte aérea en plantas de tomate a todas las dosis
utilizadas, siendo este efecto mayor a medida que se aumenta la dosis de extracto (Fig.
4). La aplicacion de extracto acuoso a dosis del 2,5% redujo el peso de plantas de
tomate en un 60%, porcentaje que aumento6 hasta un 90% cuando se aplico el extracto a
la mayor dosis utilizada (15%).

La inoculacion del extracto acuoso con C. rigida produjo un incremento del peso
seco de la parte aérea de plantas de tomate a todas las dosis aplicadas, de hecho se
observd que en solo 5 dias de incubacidon se consiguid eliminar el 50% de la
fitotoxicidad (Fig. 4A). La incubacion del extracto acuoso de alpeorujo con C. rigida
redujo totalmente la toxicidad cuando se aplico a la dosis del 2,5%. La disminucioén de

los efectos fitotoxicos del extracto acuoso de alpeorujo por la incubacion del hongo C.
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rigida aumentaron conforme se increment6 ¢l tiempo de incubacion del hongo hasta
alcanzar el maximo de detoxificacion a los 15 dias (Fig. 4A). Incluso, la aplicacion del
2,5% de extracto acuoso de alpeorujo incubado durante 15 dias increment6 el peso seco
de la parte aérea de plantas de tomate en comparacion con el de plantas cultivadas en
ausencia de alpeorujo

A

[y
o
)

Peso seco parte aérea (mg)

Control 5 10 15 20 25 30

B
10 -

Peso seco parte aérea (mg)

Control 5 10 15 20 25 30

Tiempo de incubacion (dias)
0% m25% O05% m10% 0O 15%

Fig. 4. Peso seco de la parte aérea de plantas de tomate (Solanum Lycopersicum L) cultivadas en
presencia de distintas concentraciones de extracto acuoso de alpeorujo sin incubar (Control) o
incubado con C. rigida (A) y Py. cinnabarinus (B) a diferentes tiempos de incubacion. Las

barras en cada columna indican el error estandar.

La incubacion del extracto acuoso de alpeorujo con el hongo Py. cinnabarinus
produjo efectos diferentes del observado anteriormente con C. rigida ya que Py.
cinnabarinus necesito mas tiempo de incubacion (20 dias) para reducir el efecto
fitotoxico del alpeorujo sobre el peso seco de la parte aérea de tomate (Fig. 4B). La
incubacion del extracto acuoso de alpeorujo con Py. cinnabarinus produjo menor
descenso de fitotoxicidad al aplicarlos a plantas de tomate comparado con los descensos

producidos por C. rigida ya que a igual tiempo de incubacion C. rigida igual6 el peso
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seco de las plantas a las de los controles mientras que Py. cinnabarinus solo redujo esta

fitotoxicidad.

Biomasa fangica

El crecimiento de los hongos C. rigida y Py. cinnabarinus en el extracto acuoso
de alpeorujo, medido mediante la determinacion de la biomasa fungica fue similar hasta
los 25 dias de incubacion mientras que a los 30 dias de cultivo C. rigida experiment6 un

mayor desarrollo (Fig. 5).
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Fig. 5. Biomasa fungica de C. rigida y Py. cinnabarinus crecidos en extracto acuoso de
alpeorujo durante diferentes tiempos de incubacion. Las barras en cada columna indican el error

estandar.

Contenido fendlico

El contenido total de fenoles detectados en el extracto acuoso fue de 28 g/kg
alpeorujo (Fig. 6). La incubacién del extracto en agitacion a 28 °C durante 30 dias no
afectd su contenido fendlico. Sin embargo la inoculacion de extracto acuoso con los
hongos saprobios utilizados en el ensayo disminuy6 significativamente dicho contenido.
El maximo de degradacion fendlica, un 65% del contenido inicial, se observé en ambos
hongos a los 15 dias de incubacion, sin embargo Py cinnabarinus comenzé la

degradacion a partir de los 5 dias de incubacion mientras que C. rigida necesité 10 dias.
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Contenido fenolico del extracto acuoso de alpeorujo sin incubar (Control) o incubado

rigida y Py. cinnabarinus durante diferentes tiempos de incubacion. Las barras de error

expresan la desviacion estandar.

Los fenoles detectados mediante cromatografia en capa fina en el extracto acuoso
de alpeorujo fueron el hidroxitirosol y p-tirosol. Tras la incubacion con los hongos
seleccionados se pudo observar que C. rigida elimino el p-tirosol desde el quinto dia de
incubacién mientras que el hidroxitirosol comenzé a degradarse a partir de los diez dias
de incubacion. En cambio Py. cinnabarinus eliminé los dos fenoles detectados en el

extracto acuoso de alpeorujo en los primeros dias del tratamiento.

QOO OO

SHOH - %

L I I I I I I | | | | | | | | | |

C Cl 5 10 15 20 25 30 H T C CI 5 10 15 20 25 30
C. rigida Py. cinnabarinus

Fig. 7. Contenido fendlico detectado mediante TLC del extracto acuoso de alpeorujo sin incubar
(C), incubado sin hongo (CI) o con los hongos saprobios C. rigida y Py. cinnabarinus durante 5,
10, 15, 20, 25 y 30 dias. Estandares: hidroxitirosol (H) y p-tirosol (T).
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Actividad lacasa

Se detectd actividad lacasa en el extracto acuoso de alpeorujo incubado con C.
rigida y Py. cinnabarinus (Fig. 8). La incubacion del extracto con C. rigida mostrd
actividad a los 15 dias de incubacidon y alcanz6é su valor maximo a los 20 dias
descendiendo posteriormente la actividad. Py. cinnabarinus, sin embargo produjo
actividad lacasa desde el quinto dia de incubacioén alcanzando su maximo (250 mUl/g) a

los 20 dias de incubacion, tiempo a partir del cual la actividad enzimatica empez6 a

decrecer.
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Fig. 8. Actividad lacasa en extracto acuoso de alpeorujo incubado con C. rigida y Py.
cinnabarinus durante diferentes tiempos de incubacion. Las barras de error expresan la

desviacion estandar.

Considerando todos estos resultados se establecid que 15 dias fue el tiempo de
incubacion en que los hongos C. rigida y Py. cinnabarinus disminuyeron de forma mas

efectiva la fitotoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo.
Discusion

El estudio del posible efecto de metabolitos secundarios producidos durante el
desarrollo de los hongos saprobios sobre las plantas mostré que algunos hongos del

suelo produjeron metabolitos capaces de disminuir el crecimiento de las plantas de

tomate, mientras que los hongos de la madera no afectaron al desarrollo de las mismas.
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Este tipo de sustancias son liberadas por los hongos en su proceso metabolico cuando
hay una limitacion de nutrientes y por tanto necesitan competir por el substrato con
bacterias o con otros hongos. Algunos hongos del suelo pueden biosintetizar
metabolitos fitotdxicos en ciertos medios de cultivo (Elisashvili y Borovkov, 1975). Los
hongos filamentosos del genero Fusarium, Aspergillus o Penicillium liberan
micotoxinas perjudiciales para las plantas incluidas las plantas de tomate (Isebaert et al.,
2005). Estos resultados indican que los efectos potenciadores o inhibidores del
crecimiento de las plantas que se observen a posteriori, en el caso del alpeorujo
biorremediado con los hongos de la madera, se deberan exclusivamente a la accion de
dicho residuo mientras que en el caso de los hongos saprobios del suelo los efectos
negativos del alpeorujo tratado con dichos hongos podran ser debidos en parte al
metabolismo del hongo. No obstante, en estudios realizados en biorrediacion de
alpeorujo con F. lateritium y alpechin con Aspergillus, para su uso como fertilizantes,
no se observo un efecto negativo sobre las plantas como consecuencia del metabolismo
del hongo, detectdndose en todos los casos una degradacion fendlica y disminucion de
la fitotoxicidad (Ramos-Cormenzana et al., 1994; Vassilev et al., 1998; Cereti et al.,
2004; Sampedro et al. 2005)

Existen microorganismos del suelo capaces de disminuir la contaminacion que
provocan los residuos agroindustriales (Moreno et al., 1990). Se ha descrito que el
biotratamiento del alpechin por estos hongos increment6 el crecimiento de plantas de
trigo y tomate respectivamente (Cereti et al., 2004; Sampedro et al., 2004a). Su poder
de descontaminacion se atribuye a su capacidad para metabolizar fenoles y estabilizar
sustratos con una alta demanda quimica o biologica de oxigeno (Ben Hamman et al.,
1999). En nuestros estudios de fitotoxicidad realizados con extracto acuoso de alpeorujo
incubado con hongos saprobios encontramos que de forma general los hongos saprobios
de la madera fueron mas eficaces en la disminucion de la fitotoxicidad de dicho extracto
que los hongos saprobios del suelo. De hecho P. chrysogenum-10 fue el unico de los
hongos del suelo ensayados que disminuy0 la fitotoxicidad a todas las dosis de extracto
acuoso de alpeorujo aplicadas, mientras que los hongos de la madera Pl. eryngii, Ph.
chrysosporium, T. versicolor, Py. cinnabarinus y Phl. radiata disminuyeron dicha
toxicidad cuando se aplicod dicho extracto a cualquier dosis, llegando incluso T.
versicolor a eliminar la fitotoxicidad producida por la dosis del 2,5% de extracto acuoso
de alpeorujo. Los hongos saprobios de la madera poseen una maquinaria enzimatica

amplia con capacidad de degradar sustancias lignocelulosicas y de tipo fendlico. Ciertos
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hongos del suelo también son capaces de degradar fenoles gracias a la produccion de
enzimas del tipo catecol-dioxigenasas, fenolhidroxiliasas (Santos y Linardi, 2004) y
ademas poseen enzimas hidroliticas que degradan oligosacéaridos y glicoproteinas
presentes en las paredes celulares de restos vegetales (Tribak et al., 2002) que pueden
resultar fitotoxicas para la salud de las plantas (Bucheli et al., 1990).

La mayoria de los estudios de degradacion del alpechin y alpeorujo realizados con
el empleo de hongos saprobios se han llevado a cabo con hongos saprobios de la madera
dada la capacidad de estos de producir enzimas ligninoliticas (Sayadi y Ellouz, 1993;
Martirani et al., 1996; D'Annibale et al., 1998, Pérez et al., 1998; Yesilada et al., 1999;
Kissi et al., 2001; Fountoulakis et al., 2002; Aggelis et al., 2003; Fenice et al., 2003;
Jaouani et al., 2003; Sampedro et al., 2004a). Los hongos saprobios del suelo también
han mostrado ser eficaces en la disminucion de la fitotoxicidad de ciertos contaminantes
(Regalado et al., 1997). Estos hongos ademas contribuyen a un mejor uso de los
nutrientes por las plantas (Fracchia et al., 2000). Este hecho se ha visto en residuos del
olivar con especies no patogenas del género Fusarium, Mucor, Penicillium o
Aspergillus e incluso F. oxysporum o F. lateritium han llegado a eliminar la
fitotoxicidad del alpeorujo tras 20 semanas de incubacion (Sampedro et al., 2004b).
Aun asi hay autores que afirman que los basidiomicetes detoxifican mas que los
ascomicetes (Sierra-Alvarez et al., 2000).

Se sabe que el alpeorujo posee nutrientes que pueden ser beneficiosos para el
crecimiento de microorganismos (Sampedro et al., 2005). Sin embargo, existia la
posibilidad de que el extracto acuoso de alpeorujo tuviera efectos negativos sobre el
crecimiento de los hongos como sucede con el alpechin ya que este residuo es capaz de
inhibir el crecimiento de Pl. ostreatus a concentraciones mayores del 20% (Martirani et
al., 1996). Los hongos utilizados en nuestros experimentos no solo crecieron usando el
extracto acuoso de alpeorujo como tunica fuente de nutrientes sino que crecieron mas
que cuando el medio de cultivo no contenia extracto acuoso. Los hongos crecieron de
forma 6ptima cuando se cultivaron en presencia del 50% de extracto acuoso en el medio
de cultivo.

Estudios realizados por Galli et al. (1988) en el reciclaje de alpechines mostraron
la existencia de una correlacion indirecta entre la longitud de la fase lag o de retardo y
los rangos de dilucion del alpechin cuando crecia Pl. florida en diferentes medios lo que
sugiere la presencia de un factor inhibidor del crecimiento posiblemente unida a la

presencia de fenoles en el medio. En nuestros estudios este hecho se manifiesta solo a la
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concentracion del 50% de extracto acuoso de alpeorujo y no se observa inhibicion del
crecimiento en los primeros estadios del desarrollo sino una potenciacién del mismo sin
observar diferencias entre el empleo de un medio MEA o agar.

En nuestros ensayos el comportamiento de Phl. radiata fue variable de manera
que aunque su crecimiento fue maximo cuando se afadieron el 100% de las sales no se
observa una relacion directa entre la cantidad de sales y el crecimiento. Sin embargo si
encontramos una relacion entre el crecimiento del micelio y el grado de degradacion de
los fenoles en extractos de acetato de etilo de alpeorujo, de manera que en ausencia de
cualquier fuente carbonada y nitrogenada Phl. radiata utilizo los compuestos extraidos
del alpeorujo con acetato de etilo como fuente nutritiva y por ello disminuyo el
contenido fenolico del mismo. Se sabe que el acetato de etilo es muy eficiente en la
extraccion de los compuestos fenolicos de bajo peso molecular de los residuos de la
extraccion del aceite de oliva (Visioli et al., 1999) y que muchos microorganismos son
capaces de metabolizar acidos fenolicos (Siqueira et al., 1991) y con ello suprimir los
efectos fitotoxicos que éstos presentan (Vaughan et al., 1983). Se ha comprobado la
degradacion de fenoles del alpechin variando la composicion del medio de cultivo con
diferentes fuentes carbonadas y nitrogenadas y se ha observado que al aumentar la
concentracion de nitrogeno se obtiene una mayor produccion de lacasa y Mn peroxidasa
lo que implica una gran transformacion fendlica (Jaouani et al., 2006). En nuestro caso
no se aprecio una relacion clara entre la cantidad de fuente nitrogenada y la degradacion
fenolica ya que se produce degradacion de fenoles tanto sin sales como en presencia de
distintas concentraciones de estas.

Cuando se afiadieron diferentes concentraciones de fuente carbonada al extracto
de acetato de etilo de alpeorujo se observdo un mayor crecimiento de los hongos
saprobios en presencia de mayor cantidad de sacarosa, en cambio la degradacion
fendlica se produjo en ausencia o en bajas concentraciones de este azucar con la
mayoria de los hongos estudiados. El efecto de la mayor degradacion fendlica en
ausencia o bajas concentraciones de fuente carbono, que observamos con los hongos
estudiados, se podria atribuir al hecho de que en ausencia de cualquier otra fuente
carbonada, los hongos utilizan los fenoles como fuente nutritiva. Algunos autores han
estudiado la eliminacion de fenoles de alpechin con diferentes mohos encontrando que
las condiciones de crecimiento pueden afectar a la degradacion fenolica y aunque la
aplicacion de las diferentes cantidades de glucosa no afectaron al crecimiento de dichos

hongos no se encontrd una relacion directa entre el crecimiento de los hongos y la
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actividad enzimatica de los extractos tratados (Amhajji et al., 2000). Estos resultados
muestran que la variabilidad de enzimas ligninoliticas en las diferentes especies de
hongos y su produccién depende de la composicion y condiciones de cultivo lo cual
afecta a la modificacion fenolica (Rogalski et al., 1991).

Los hongos saprobios C. rigida y Py. cinnabarinus disminuyeron la fitotoxicidad
del extracto acuoso de alpeorujo alcanzando un 6ptimo a los 15 dias de cultivo, periodo
similar al observado por otros autores en la eliminacion de la fitotoxicidad del alpechin
por los hongos C. polizona y L. edodes (Vinciguerra et al., 1995; Jaouani et al., 2006).
Durante este periodo se observo produccion de actividad lacasa y disminucion de
fenoles por estos hongos saprobios en el extracto acuoso de alpeorujo. Algunos autores
afirman que los compuestos poliméricos fendlicos presentes en el alpechin muestran
una estructura similar a la lignina confiriéndole sus propiedades recalcitrantes y
aportando la coloracion marréon del residuo (Pérez et al., 1987). Se conoce que la
capacidad de degradacion de lignina por los hongos de la podredumbre blanca se debe a
la produccion de enzimas como las lacasas, que degradan los componentes fenolicos de
esta y participan por tanto en la degradacion de los fenoles de residuos como el alpechin
y el alpeorujo (Ruiz et al., 2002; Martinez et al., 2005). La produccion de lacasa es una
caracteristica comtn de la mayoria de los hongos de la podredumbre blanca (Hatakka,
1994; Pelaez et al., 1995) y se ha visto la presencia de estas enzimas en hongos como C.
rigida y Py. cinnabarinus capaces de degradar una amplia variedad de contaminantes
(Eggert et al., 1996; Saparrat et al., 2002). El contenido inicial de fenoles del extracto
acuoso de alpeorujo comenzo a disminuir tras el tratamiento de dicho extracto durante 5
y 10 dias con C. rigida y Py. cinnabarinus, tiempo a partir del cual se detecto
produccion de actividad lacasa. En el extracto acuoso de alpeorujo se observd una
relacion directa entre la eliminacion de fenoles y la produccion de actividad lacasa
detectdndose un maximo de degradacion fendlica a los 15 dias junto a una alta
produccion de actividad lacasa pudiendo relacionar una implicacioén de dicho enzima en
la transformacion del contenido fendlico. A partir de los 15 dias se observa una
estabilizacion en la degradacion fendlica que algunos autores achacan al agotamiento de
la fuente de carbono en el medio ya que la degradacion de estos por hongos de la
podredumbre blanca requiere un co-substrato (Vinciguerra et al., 1995).

El hidroxitirosol y el p-tirosol han sido los fenoles mayoritarios detectados en los
residuos del alpechin y alpeorujo por numerosos autores aunque su concentracion es

mayor en el caso del alpeorujo (Lesage-Meessen et al., 2001; Romero et al., 2002;

103



Capitulo 11

2004; Allouche et al., 2004). El hidroxitirosol, conocido por sus propiedades
antioxidantes también participa en los procesos de toxicidad mostrando microtoxicidad
frente a bacterias (Capasso et al., 1995) y fitotoxicidad selectiva dependiendo de la
concentracion y del tipo de planta (Capasso et al., 1992). De hecho se ha observado una
reduccion de la fitotoxicidad del alpeorujo en plantas de tomate cuando a este le ha sido
extraido todo el hidroxitirosol mediante tratamiento al vapor (Rodriguez, 2005). En la
deteccion de hidroxitirosol y p-tirosol mediante TLC se demostr6 que C. rigida elimind
totalmente ambos fenoles a los 15 dias mientras que Py. cinnabarinus lo hizo al inicio
de la incubacion. Se ha encontrado por tanto una relacion entre el contenido fendlico y
la fitotoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo en el caso de C. rigida ya que tras su
incubacidn se observo un descenso de la fitotoxicidad a partir del quinto dia, tiempo en
el cual se aprecia un descenso cualitativo de fenoles aunque no cuantitativo. Estos
resultados sugieren la implicacion del p-tirosol en la fitotoxicidad del alpeorujo.
Contrariamente en el caso de Py. cinnabarinus la ausencia de estos dos fenoles desde el
inicio de la incubacién implica que otros compuestos no identificados por esta técnica
pueden estar determinando la fitotoxicidad sin poderla atribuir exclusivamente al p-
tirosol. La relacion existente entre la actividad lacasa, la reduccion del contenido
fendlico y el aumento del peso seco de las plantas de tomate en el caso de la aplicacion
de extracto acuoso de alpeorujo incubado durante 15 dias con C. rigida produjo la
eliminacion de la fitotoxicidad y por tanto la aparicion de un efecto fertilizante a la
menor dosis aplicada. De estos resultados se concluye que la eliminacion de fenoles por
accion de la lacasa de los hongos de la podredumbre blanca puede jugar un papel muy

importante en la eliminacion de la fitotoxicidad del alpeorujo.
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I11. Mecanismos de disminucion/eliminacion de la fitotoxicidad de las

fracciones fisicas del alpeorujo por los hongos saprobios

Objetivo

Se pretende eliminar la fitotoxicidad del alpeorujo fracciondndolo mediante
extracciones con distintos solventes y utilizando los hongos saprobios seleccionados
previamente para tal fin en las distintas fracciones. También se va a relacionar los
cambios producidos en la composicion quimica de las diferentes fracciones de alpeorujo

con la reduccion de su fitotoxicidad.

3.1. Extraccioén orbital

Materiales y métodos

Para la realizacion de estos ensayos se seleccionaron los hongos P. chrysogenum-
10, C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus, un hongo saprobio del suelo y tres
hongos saprobios de la madera por su eficacia en la eliminacion de la fitotoxicidad del
alpeorujo. Estos hongos se inocularon en los diferentes extractos obtenidos mediante
extraccion orbital y en los alpeorujos extractados. Los extractos de alpeorujo se
incubaron durante 15 dias inoculando un homogeneizado de micelio fingico obtenido
de un cultivo de los respectivos hongos. Los alpeorujos extractados se incubaron
durante 20 semanas con 6 granos de cebada incubada con los hongos objeto de estudio.
Ambas incubaciones se realizaron siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo

general de Materiales y Métodos.
Analisis de fitotoxicidad
Ensayos de fitotoxicidad de extractos de alpeorujo
Se tuvieron en cuenta cinco factores de variacion segun los extractos de alpeorujo:

extracto de agua I, extracto de acetato de etilo I, extracto de agua II, extracto metandlico

y extracto de acetato de etilo II (Esquema 1). Cada factor se disefi¢ teniendo en cuenta
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dos variables. La primera, el factor inoculacion de los extractos de alpeorujo con hongos
saprobios que contenia cinco tratamientos: extracto de alpeorujo sin incubar (control) y
extracto de alpeorujo incubado con los hongos saprobios P. chrysogenum-10, C. rigida,
T. versicolor y Py. cinnabarinus. La segunda variable consistio en las proporciones de
dicho extracto (15, 10, 5y 2,5%).

El andlisis de fitotoxicidad de los extractos obtenidos en el fraccionamiento
mediante extraccion orbital se realizé mediante el ensayo de germinabilidad de Zucconi
modificado, en semillas de berro de jardin (L. sativum L.).

Se realizaron 4 repeticiones por tratamiento. Las placas Petri con las semillas se
dejaron en estufa a 28 °C durante 48 h y transcurrido este tiempo se contabilizd el

nimero de semillas germinadas por placa y la longitud de la radicula.

Ensayos de fitotoxicidad del alpeorujo extractado

El experimento se disefi6 teniendo en cuenta 4 factores de variacion: aplicacion de
alpeorujo extractado con agua I, acetato de etilo, agua II y metanol (Esquema 2). Cada
factor se disefid teniendo en cuenta dos variables. La primera, el factor inoculacion del
alpeorujo con hongos saprobios que contenia 4 tratamientos: plantas sin alpeorujo (Co)
y con alpeorujo incubado sin hongo (CI) o inoculado con los hongos saprobios P.
chrysogenum-10 y Py. cinnabarinus. La segunda variable fue la proporcion de
alpeorujo, 2,5 y 5%, aplicada a las macetas. Estos experimentos se realizaron en plantas
de tomate con tres repeticiones por tratamiento.

Se utilizaron macetas de 300 ml de capacidad que contenian una mezcla de suelo:
arena (1:1). Las semillas de tomate se esterilizaron en superficie y tras su germinacion
se seleccionaron en base a la homogeneidad de tamaio, disponiendo una plantula por
maceta. Los distintos alpeorujos extractados no incubados e incubados sin hongo o
inoculados con los hongos saprobios durante 20 semanas se esterilizaron y se afiadieron
a las macetas en proporciones de 2,5 y 5%. Las plantas se fertilizaron semanalmente con
10 ml de solucion nutritiva Hewitt.

Las plantas se cultivaron bajo condiciones controladas de invernadero durante 5
semanas. Tras la cosecha se determiné el peso seco de la parte aérea y de la raiz después

de su secado en estufa durante 48 h a 70 °C.
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Estudio de los parametros bioquimicos

A todos los extractos de alpeorujo y alpeorujos extractados inoculados con los
hongos saprobios y sus respectivos controles incubados y de acuerdo con la
metodologia descrita anteriormente en el capitulo general de Material y Métodos se les
determind: biomasa fungica, contenido fenoles totales, presencia de fenoles simples
mediante TLC o HPLC-UV/MS, contenido de azacares totales, actividades
endohidroliticas (endopolimetilgalacturonasa, endoglucanasa, endoxiloglucanasa) y
actividades ligninoliticas (lacasa y manganeso peroxidasa). Se realizaron 4 repeticiones

por tratamiento.

Resultados

3.1.1. Extractos de alpeorujo obtenidos mediante extraccion orbital

Esquema 1. Esquema del proceso de extraccion del alpeorujo seco y extractado con extractor

rotativo orbital.

Extraccion con acetato de etilo

Extraccion Extraccion
Extracto de acetato de con agua con metanol

etilo I

— DOR

Alpeorujo extractado con
metanol

Alpeorujo extractado con
agua I

Extraccion con acetato de etilo

Extracto de acetato de Alpeorujo extractado con
etilo I acetato de etilo I

Extraccion con agua

Extracto de agua IT Alpeorujo extractado con
agua Il
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Fitotoxicidad de los extractos de alpeorujo

Los resultados de la Tabla 1 muestran como el extracto agua I de alpeorujo fue
muy toxico para las semillas de berro pues a las concentraciones usadas en nuestros
experimentos el indice de germinabilidad no superd el 45% y ademas inhibi6 la
germinacion de las semillas cuando se aplico a una proporcion de 15% (Tabla 1). El
tratamiento con hongos saprobios disminuy¢ esta fitotoxicidad, de manera que todos los
hongos aumentaron el indice de germinabilidad respecto al control a todas las dosis
aplicadas salvo C. rigida que solo lo hizo a determinadas concentraciones. Es de
destacar que el extracto agua I incubado con los hongos y anadido a bajas proporciones
no fue fitotdxico para las semillas de berro ya que superaron el 60% de germinabilidad,
limite que marca la toxicidad de una sustancia para la planta. El extracto de acetato de
etilo I de alpeorujo, aplicado a una proporcion de 15%, disminuyd el indice de
germinabilidad de semillas de berro en un 89%. Concentraciones de 5 y 2,5% de
extracto de acetato de etilo de alpeorujo no fueron fitotdxicos. Los extractos de acetato
de etilo inoculado con los hongos seleccionados no redujeron en general la fitotoxicidad
del extracto, salvo cuando fue tratado con T. versicolor (Tabla 1). El extracto agua II de
alpeorujo posee al igual que el extracto agua I marcados efectos fitotoxicos en semillas
de berro ya que se obtuvieron porcentajes de germinabilidad inferiores a 65% a
proporciones de 15, 10 y 5%. El tratamiento con C. rigida y T. versicolor incremento el
indice de germinabilidad respecto al control cuando éste se afiadié a concentraciones de
15, 10 y 5% mientras que P. chrysogenum-10 solo aument6 el indice de germinabilidad
cuando se aplico en una proporcion de 15%. Cabe destacar que tras la inoculacion del
extracto agua I de alpeorujo con Py. cinnabarinus no se produjo modificacion alguna
en el indice de germinabilidad respecto al control. La mayoria de las concentraciones de
extracto metandlico utilizadas en este ensayo resultaron ser fitotoxicas para las semillas
de berro. Esta fitotoxicidad se redujo cuando el extracto se incubo con P. chrysogenum-
10, C. rigida y Py. cinnabarinus a distintas concentraciones. Py. cinnabarinus elimin6
la fitotoxicidad del extracto metanodlico cuando se aplicd a las concentraciones mas
bajas y P. chrysogenum-10 a concentraciones altas. Por otro lado, T. versicolor no
produjo ninguna modificacion en la fitotoxicidad de este extracto. El extracto de acetato
de etilo II resultd fitotoxico a todas las concentraciones aplicadas. Todos los hongos
saprobios eliminaron la fitotoxicidad del extracto cuando se afiadid a semillas de berro a

las proporciones de 5y 2,5%.
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Tabla 1. indice de germinabilidad (%) de semillas de berro (L. sativum L.) en presencia de

extracto agua I, acetato de etilo I, agua II, metanol y acetato de etilo Il de alpeorujo realizados

con extraccion orbital sin inocular (Control) o inoculado con los hongos saprobios P.

chrysogenum-10, C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus. Las letras distintas en cada

columna para cada extracto indican diferencias significativas segun el test de Duncan (P>0,05).

Extracto Tratamiento Concentracién (%)
15 10 5 2,5
Agual Control Oa 54a 374 a 43,1a
P. chrysogenum10| 32,1 bc 451 bcd | 71,9 bc 78,9 bc
C.rigida 8,2a 21,7 bc 40,9 a 77,4 bc
T. versicolor 489d 65,6 f 68,9 bc 98,4 e
Py. cinnabarinus 42,9 cd 56,1 ef 82,1d 87,1d
Acetato de etilo | | Control 11,3 a 48,9 bc 78,6 a 91,7a
P. chrysogenum10| 11,7 a 56,2 cd 82,4 a 107,6 ab
C.rigida 6,4 a 30,7 ab 84,0 a 101,1a
T. versicolor 252Db 73,9d 976 b 101,3 a
Py. cinnabarinus 43 a 16,1a 59,0 a 83,7a
Aguall Control 0,4 a 16a 324 a 72,91ab
P.chrysogenuml10| 1,8b 4.4 a 3l5a 56,9 a
C.rigida 2,1b 26,9c 519b 79,1 ab
T. versicolor 19b 19,1c 815c 82,4 a
Py. cinnabarinus 0,6a 6,9 ab 46,62 ab 86,8 b
Metanol Control 8,1 bc 11,8abc | 16,4 ab 61,7 abc
P. chrysogenum10| 21,6 d 47,4 ef 54,9 cde 86,2 cde
C.rigida 4,6 abc 27,8 abc | 57,7 cde 66,9 bcd
T. versicolor 2,9 ab 3,7ab 32,2 abc 50,1 ab
Py. cinnabarinus 7,9 bed 9,6 abc | 64,1cde 94,9 def
Acetato de etilo Il | Control 6,9 ab 11,1 bc 23,1a 53,3 abc
P. chrysogenum10 | 14,3 abc 23,5 bc 299b 47,5 a
C.rigida 20,7 bc 32,1 cd 545c 84,6 d
T. versicolor 22,5 bc 18,4 ab 46,7 bc 67,2 abc
Py. cinnabarinus 17,2 abc l1la 35,3 bc 80,5d
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Biomasa fungica

Todos los hongos utilizados en nuestros experimentos crecieron en los extractos
de alpeorujo obtenidos mediante extraccion orbital (Tabla 2). El extracto Agua I de
alpeorujo fue de forma general donde mas crecieron los hongos mientras que el de
acetato de etilo fue donde menor desarrollo de estos se detectd. T. versicolor y Py.

cinnabarinus fueron los hongos que mas crecieron en la mayoria de los extractos.

Tabla 2. Peso seco del micelio (g) de los hongos cultivados en los extractos de alpeorujo

realizados con extraccion orbital. Las letras distintas indican diferencias significativas segtn el

test de Duncan (P>0,05).

Tratamiento Agual | Acetato | Aguall | Metanol | Acetato
de etilo | de etilo Il

P. chrysogenum-10 |0,71bc |0,20b 0,37b 0,77bc |0,03a
C.rigida 0,27 b 0,81c 0,36 b 0,30b 0,04 a
T. versicolor 1,39d 0,69bc |0,33b 0,89 ¢ 0,46 b
Py. cinnabarinus 1,34d 0,60bc |0,90c 1,19d 0,10 a

Contenido fendlico

Compuestos fendlicos totales

Los valores del contenido fenolico de los diferentes extractos de alpeorujo fueron
18,45; 2,21; 15,14; 9,5 y 2,65 g/kg de alpeorujo para el extracto agua I, acetato de etilo
I, agua II, metanol y acetato de etilo II respectivamente (Fig. 1A, B, C, Dy E).

La inoculacion de los diferentes extractos con los hongos utilizados en el ensayo
disminuyo el contenido fendlico. El descenso de fenoles vario en funcion del extracto y
del hongo utilizado. Asi la inoculacién del extracto agua I y II de alpeorujo con P.
chrysogenum-10 y C. rigida no produjo variacion en el contenido fenolico del extracto,
sin embargo el resto de los hongos saprobios de la madera redujeron a la mitad
aproximadamente el contenido fendlico (Fig. 1A y C). En la Fig. 1B se observa como

todos los hongos ensayados salvo P. chrysogenum-10, disminuyeron los fenoles del
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extracto de acetato de etilo de alpeorujo. En general se observo un descenso superior al
75% del contenido fenodlico del extracto, aunque T. versicolor alcanz6 una reduccion del
90%. Todos los hongos disminuyeron los compuestos fenolicos del extracto metandlico
observandose descensos entre el 40 y 75% aproximadamente (Fig. 1D). C. rigida, T.
versicolor y Py. cinnabarinus tuvieron efectos similares sobre los fenoles del extracto
de acetato de etilo II y sobre el de acetato de etilo I aunque el porcentaje de reduccion

fenolica fueron inferiores en este tltimo (Fig. 1E).
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g 204 b b 8 20
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Fig. 1. Contenido fenolico del extracto agua I (A), acetato de etilo T (B) agua IT (C), metanol (D)
y acetato de etilo II (E) de alpeorujo realizado con extraccion orbital sin inocular (C) o
inoculado con los hongos saprobios P. chrysogenum-10 (P.c10), C. rigida (C.ri), T. versicolor
(T.v) y Py. cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada extracto indican

diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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Compuestos fenolicos simples

La determinacion cualitativa de fenoles por medio de cromatografia en capa fina
permitid la identificacion de hidroxitirosol y el p-tirosol en todos los extractos de
alpeorujo realizados con extraccion orbital. En los extractos agua [ y I y acetato de etilo
I y II se observaron también otros compuestos fenolicos que no se pudieron identificar
mediante esta técnica. La inoculacion de los extractos de alpeorujo con los hongos
utilizados en este ensayo produjo modificaciones de estos monomeros. T. versicolor y
Py. cinnabarinus eliminaron el hidroxitirosol del extracto agua I pero no modificaron el
contenido de p-tirosol mientras que P. chrysogenum-10 metabolizd solamente el p-
tirosol (Fig. 2A). C. rigida no modificé el contenido de fenoles detectados en el extracto
agua I mediante TLC. En el extracto de acetato de etilo I de alpeorujo los hongos C.
rigida y T. versicolor eliminaron hidroxitirosol y p-tirosol mientras que Py.
cinnabarinus solo eliminé el p-tirosol. P. chrysogenum-10 no pudo metabolizar estos
monoémeros fendlicos (Fig. 2B). Todos los hongos utilizados eliminaron el
hidroxitirosol en el extracto agua Il de alpeorujo mientras que solo T. versicolor y Py.
cinnabarinus degradaron p-tirosol (Fig. 2C). En el extracto metanol de alpeorujo Py.
cinnabarinus fue el Gnico hongo capaz de degradar los dos fenoles detectados (Fig. 2D).
Se ha observado mediante TLC que el extracto de acetato de etilo II tratado con los
hongos saprobios no modificé en ningln caso la presencia de dichos fenoles (Fig. 2E).
Los compuestos fendlicos no identificados no se modificaron tras la incubacion de los
extractos.

El anélisis de la composicion fendlica del extracto de acetato de etilo de alpeorujo
mediante HPLC y espectrometria de masas dio como resultado la identificacion de 9
compuestos (Fig. 3). Los fenoles identificados enumerados en funcion de su tiempo de
retencion fueron: acido protocatecuico, hidroxitirosol, protocatecol, p-tirosol, acido
vainillico, 4cido p-cumadrico, monoacetil hidroxitirosol y oleuropeina. El compuesto
nimero 6 estd pendiente de su identificacion. La cuantificacion realizada mediante el
analisis de espectrometria de masas mostré6 que el compuesto mas abundante en los
extractos de acetato de etilo de alpeorujo fue el hidroxitirosol seguido del acido
protocatecuico y la oleuropeina. La estructura, masa molecular y tiempo de retencion de
los fenoles identificados en el extracto de acetato de etilo de alpeorujo se detallan en la

Tabla 3.
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Fig. 2. Contenido fenolico detectado mediante TLC del extracto agua I (A), acetato de etilo I
(B), agua II (C), metanol (D) y acetato de etilo II (E) de alpeorujo realizado con extraccion
orbital sin incubar (CNI), incubado sin hongo (CI) o inoculado con los hongos saprobios P.

chrysogenum-10 (P.c), C. rigida (C.ri), T. versicolor (T.v) y Py. cinnabarinus (Py.c).

Estandares: p-tirosol (1) hidroxitirosol (2).
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Fig. 3. Cromatograma HPLC (A) y LC-MS (B) de extracto de acetato de etilo de alpeorujo
obtenido mediante extraccion orbital. Picos: (1) acido protocatecuico, (2) hidroxitirosol, (3)
protocatecol, (4) tirosol, (5) acido vainillico, (6) compuesto no identificado, (7) acido p-

cumarico, (8) monoacetil-hidroxitirosol y (9) oleuropeina.
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Tabla 3. Nombre comun, estructura quimica, masa molecular y tiempo de retencion de los

fenoles identificados en el extracto de acetato de etilo de alpeorujo.

Numero Nombre comtn Estructura quimica Masa t;
molecular
COOH
1 Acido protocatecuico 154.12 10.93
OH
OH
H,CH,OH
2 Hidroxitirosol 154.16 11.37
OH
OH
OH
OH
3 Protocatecol ©/ 110.11 13.17
CH,CH,OH
4 Tirosol © 138.16 16.54
OH
COOH
5 Acido vainillico 168.15 20.02
OCH;4
OH
6 --- o 216.14 24.43
7 Acido p-cumérico © 164.16 30.05
Monoacetil 196.16 36.15
8 hidroxitirosol o
9 Oleuropeina 540.51 53.33
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Contenido en azUcares totales

El contenido en azucares totales detectado en los extractos de alpeorujo fue de

91,73; 1,27; 64,7; 73,9 y 0,35 mg/g de alpeorujo en los extractos agua I, acetato de etilo

I, agua II, metanol y acetato de etilo II respectivamente (Fig. 4).
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Fig. 4. Contenido en azucares totales del extracto agua I (A), acetato de etilo I (B), agua II (C),

metanol (D) y acetato de etilo II (E) de alpeorujo realizado con extraccion orbital, sin inocular

(C) o inoculado con los hongos saprobios P. chrysogenum-10 (P.c10), C. rigida (C.ri), T.

versicolor (T.v) y Py. cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada extracto

indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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Las inoculacion del extracto agua I de alpeorujo con los hongos ligninoliticos no
produjeron modificaciones en el contenido de azucares, sin embargo, el hongo saprobio
del suelo P. chrysogenum-10, disminuy6 la cantidad de azucares un 50% respecto al
extracto no inoculado (Fig. 4A). Aunque el extracto de acetato de etilo I de alpeorujo
presenta una cantidad muy baja en azicares se ha observado que tras la inoculacion de
este con T. versicolor descendio el contenido de estas en un 30% tal y como se observa
en la Fig. 4B. En general todos los hongos disminuyeron el contenido en azucares
totales del extracto agua II. Cabe destacar el efecto de C. rigida y T. versicolor que
eliminaron el 42 y 65% de azucares respectivamente (Fig. 4C). El contenido en azucares
totales del extracto metanolico de alpeorujo se redujo tras la incubacion de todos los
hongos estudiados llegando P. chrysogenum-10 a reducir el 90% de estos (Fig. 4D). Tal
y como puede observarse en la Fig. 4E todos los hongos seleccionados salvo Py.
cinnabarinus usaron como fuente carbonada los azucares extraidos en el extracto de

acetato de etilo II disminuyendo el contenido inicial a valores entre el 45 y 65%.

Actividades endohidroliticas

En todos los extractos de alpeorujo incubados con los hongos saprobios objeto de
estudio se detectaron actividad endopolimetilgalacturonasa (endo-PMG), endoglucanasa
(endo-GN) y endoxiloglucanasa (endo-XG), aunque los niveles de produccion de estos
enzimas hidroliticos fueron variables para cada uno de los extractos de alpeorujo Fig.

5).
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Fig. 5. Actividad endopolimetilgalacturonasa (endo-PMG), endoglucanasa (endo-GN), y
endoxiloglucanasa (endo-XG) detectada en el extracto agua I (A), acetato de etilo I (B), agua I1
(C), metanol (D) y acetato de etilo II (E) de alpeorujo realizado con extraccion orbital inoculado
con los hongos saprobios P. chrysogenum-10 (P.c10), C. rigida (C.ri), T. versicolor (T.v) y Py.
cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada extracto de alpeorujo y
actividad enzimatica indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05). *=

actividad no detectada.
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La actividad endo-PMG en el extracto agua I de alpeorujo fue muy baja y solo se
observo actividad de una forma mas notoria tras su inoculacion con P. chrysogenum-10
(Fig 5A). En este extracto se observo en general actividad endo-GN y endo-XG con
todos los hongos saprobios aunque las que produjo C. rigida fueron bajas. Tal y como
se observa en las Fig. 5B y E las actividades endo-PMG, endo-GN y endo-XG
detectadas en los extractos de acetato de etilo I y II de alpeorujo inoculados con los
hongos fueron muy bajas. La incubacion del extracto agua II con la mayoria de los
hongos saprobios mostré también valores muy bajos de todas las actividades
endohidroliticas llegando incluso a no detectarse actividad endo-PMG tras la incubacion
con C. rigida. Estos extractos, inoculados con Py. cinnabarinus, fueron los tnicos que
tuvieron actividades endo-GN y endo-XG considerables llegando a alcanzar 380 y 225
Ul/g de alpeorujo respectivamente (Fig. 5C). La actividad endo-PMG en extractos
metanolicos de alpeorujo inoculados con los hongos saprobios fue elevada alcanzando
cerca de las 200 Ul/g de alpeorujo tras la incoculacion con C. rigida. Py. cinnabarinus
mostro valores de actividad endo-GN cercanos a 225 Ul/g de alpeorujo. La actividad

endoxiloglucanasa en este extracto fue similar en todos los hongos ensayados (Fig. 5D).

Actividades ligninoliticas

Tras la incubacion de los extractos de alpeorujo con los diferentes hongos
saprobios se detectd actividad lacasa y Mn peroxidasa aunque los niveles fueron
diferentes entre los distintos extractos y los diferentes hongos (Fig. 6). Los valores de
actividad lacasa detectados en los extractos agua I y II inoculados con T. versicolor y
Py. cinnabarinus fueron entre 600 y 1600 mUI/g de alpeorujo mientras que en los
demas extractos estas actividades no superaron los 100 mUI/g de alpeorujo. En los
extractos agua I y II, P. chrysogenum-10 y C. rigida no produjeron niveles
considerables de esta actividad (Fig. 6A y C). Los extractos metanol y acetato de etilo II
mostraron un comportamiento similar en cuanto a la produccion de actividad lacasa se
refiere, mostrando solo niveles considerables de esta actividad tras la incubacién con
Py. cinnabarinus (Fig. 6D y E). El extracto de acetato de etilo I tuvo una actividad
lacasa de 80 mUI/g de alpeorujo cuando se incubod con C. rigida mientras que en el caso

de T. versicolor y Py. cinnabarinus las actividades fueron mas pequeias (Fig. 6B).
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Fig. 6. Actividad lacasa y Mn peroxidasa detectada en el extracto agua I (A), acetato de etilo I
(B), agua II (C), metanol (D) y acetato de etilo II (E) de alpeorujo realizado con extraccion
orbital inoculado con los hongos saprobios P. chrysogenum-10 (P.c10), C. rigida (C.ri), T.
versicolor (T.v) y Py. cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada extracto
de alpeorujo y actividad enzimatica indican diferencias significativas segun el test de Duncan

(p<0,05). *= actividad no detectada.

Los mayores valores de actividad Mn peroxidasa se obtuvieron en los extractos
agua I y II inoculados con T. versicolor y Py. cinnabarinus, principalmente en este
ultimo extracto donde alcanzaron valores entre 3,5 y 4 mUIl/g de alpeorujo
respectivamente. En ambos extractos P. chrysogenum-10 y C. rigida tuvieron una
actividad Mn peroxidasa muy baja o nula (Fig. 6A y C). En el extracto de acetato de

etilo I fue el unico donde se detectd actividad Mn peroxidasa considerable después de la
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inoculacion con todos los hongos seleccionados salvo con P. chrysogenum-10 (Fig. 6B).
En el extracto metanol tan solo Py. cinnabarinus mostr6 actividad Mn peroxidasa (Fig.
6D). Cabe destacar que no se detectd actividad Mn peroxidasa por ninguno de los

hongos ensayados en el extracto de acetato de etilo II de alpeorujo (Fig. 6E).

3.1.2. Alpeorujo extractado mediante extractor rotativo orbital

Esquema 2. Esquema del proceso de extraccion del alpeorujo seco y extractado con extractor
rotativo orbital.

Extraccion con acetato de etilo

Extraccion Extraccion

Extracto de acetato de Extracto de agua I on agua con metanol Extracto de metanol
etilo IT

— DOR

Extraccion con acetato de etilo

Extracto de acetato de

Alpeorujo extractado con
etilo I

acetato de etilo

Extraccion con agua

Extracto de agua II Alpeorujo extractado con
agua II

Fitotoxicidad de los alpeorujos extractados

Los alpeorujos extractados agua I, acetato de etilo, agua II y metanol (Esquema 2)
resultaron toxicos para las plantas de tomate ya que en la mayoria de los casos redujeron
un 50% del peso seco de la parte aérea cuando se aplicaron a dosis bajas y entre 60 y
80% a dosis altas (Tabla 4). Los alpeorujos extractados con acetato de etilo y agua II, a
altas concentraciones, fueron los residuos mas toxicos para la parte aérea de las plantas
de tomate. Tras la inoculacion con los hongos saprobios se observé en algunos casos un
aumento en el peso seco de la parte aérea respecto a su control no tratado, no llegando
en ningun caso a superar el peso de las plantas control de tomate sin alpeorujo. El

alpeorujo extractado con agua [ y II e inoculado con Py. cinnabarinus aumento el peso
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seco de la parte aérea de las plantas de tomate alcanzando un valor similar al control. En
el alpeorujo extractado con acetato de etilo, solo P. chrysogenum-10 fue capaz de
eliminar la fitotoxicidad del residuo para la parte aérea de tomate. El alpeorujo
extractado con metanol fue el tnico residuo en el que los dos hongos utilizados en
nuestros ensayos eliminaron la fitotoxicidad inicial llegando a duplicar el peso seco de
la parte aérea de las plantas de tomate cuando se utilizé la menor dosis. El peso seco de
la raiz no mostrd variaciones significativas tras la aplicacion del alpeorujo extractado no

incubado o incubado con los hongos saprobios a ninguna de las dosis utilizadas.

Tabla 4. Peso seco de la parte aérea y raiz (mg) de tomate (Solanum lycopersicum L.)
cultivadas sin alpeorujo (Co) y en presencia de alpeorujo extractado con agua I, acetato de etilo,
agua Il y metanol realizado con extraccion orbital, incubado sin hongo (CI) o inoculado con los
hongos P. chrysogenum-10 (P.c10) y Py. cinnabarinus (Py.c) a distintas concentraciones. Letras
distintas en cada columna para cada alpeorujo extractado y parte de la planta denotan

diferencias significativas segun el test de Duncan (P>0,05).

Parte aérea Aguall Acetato de |Aguall Metanol
etilo
Co 240,0 cd 242,0c 240,0 c 2410c
Cl 2,5% |130,0 ab 110,0 ab 1250 b 80,0 a
5% 93,3 a 53,3 a 66,7 a 90,0 a
Pc.10 2,5% |180,0 bc 200,0c 136,7b 156,7 b
5% 150,0 ab 175,0 bc 113,3 ab 230,0c
Py.c 25% |[253,3c 175,0 bc 180,0 bc 150,0 b
5% 120,0 ab 93,3a 146,6 b 123,3 ab
etilo
Co 43,3 a 420D 435a 42,7 a
Cl 2,5% | 36,7a 20,0 ab 233a 233a
5% 26,7 a 19,0 ab 20,0 a 16,7 a
Pc.10 2,5% | 36,6a 36,7 ab 26,7 a 33,3a
5% 30,0 a 20,0 ab 26,7 a 26,7 a
Py.c 2,5% 43,4 a 16,7 ab 334a 334a
5% 20,0 a 10,0 a 30,0 a 20,0 a
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Contenido fendlico

El mayor contenido fendlico de los alpeorujos extractados con los distintos
solventes fue el del alpeorujo extractado con acetato de etilo (22 g/kg de alpeorujo) al
que le siguid el de metanol (16 g/kg de alpeorujo), agua I (14 g/kg de alpeorujo) y por
ultimo el agua II (8,36 g/kg de alpeorujo) (Fig. 7). Este contenido disminuy¢ tras el
proceso de incubacion de los alpeorujos extractados con acetato de etilo y metanol
mientras que en el resto de los casos la incubacion no los modifico. La inoculacion de
los alpeorujos extractados con los hongos P. chrysogenum-10 y Py. cinnabarinus
disminuy6 la cantidad de fenoles significativamente variando segin el alpeorujo
extractado desde un 50% a un 80%. En todos los alpeorujos estudiados el
comportamiento de los hongos fue similar salvo en el alpeorujo extractado con metanol
donde Py. cinnabarinus no produjo modificacion alguna de su contenido fendlico (Fig.

7).
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Fig. 7. Contenido fendlico del alpeorujo extractado con agua I (A), acetato de etilo (B), agua II
(C) y metanol (D) realizado con extraccion orbital sin incubar (CNI) e incubado sin hongo (CI)
o inoculado con los hongos saprobios P. chrysogenum (P.c10) y Py. cinnabarinus (Py.c). Las
letras distintas en cada barra para cada uno de los alpeorujos extractados indican diferencias

significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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Contenido en azUcares totales

El contenido en azucares totales del alpeorujo extractado con agua I, acetato de
etilo, agua II y metanol fue respectivamente de 40, 80, 13 y 49 mg/g de alpeorujo (Fig.
8). Pudimos observar que la incubacién del extracto metanol provocd una disminucién
del contenido de azlcares de dicho extracto. El biotratamiento de los alpeorujos
extractados con los diferentes solventes provocé una elevada reduccion del contenido de
azucares del orden del 80 y 90% en la mayoria de los casos salvo tras la inoculacion con
Py. cinnabarinus del alpeorujo extractado con metanol en el que solo se redujo un 20%

de dicho contenido.
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Fig. 8. Contenido en azucares totales del alpeorujo extractado con agua I (A), acetato de etilo
(B), agua II (C) y metanol (D) realizado con extraccion orbital sin incubar (CNI) e incubado sin
hongo (CI) o inoculado con los hongos saprobios P. chrysogenum-10 (P.c10) y Py.
cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada uno de los alpeorujos

extractados indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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Actividades endohidroliticas

No se detectd actividad endo-PMG en el alpeorujo extractado con los diferentes
solventes, salvo en el caso del alpeorujo extractado con metanol donde si se detectaron
actividades aunque con valores muy bajos (10 Ul/g de alpeorujo) (Fig. 9A, B, C y D).
La actividad endo-GN en los alpeorujos extractados fué muy alta (2000 y 5000 Ul/g de
alpeorujo). Todos los hongos produjeron niveles similares de actividad endo-GN salvo
en el extracto de acetato de etilo donde P. chrysogenum-10 produjo niveles muy
superiores a los de Py. cinnabarinus. P. chrysogenum-10 y Py. cinnabarinus produjeron
unos niveles elevados de actividad endo-XG en todos los alpeorujos extractados. Py.
cinnabarinus tuvo una actividad endo-XG superior en alpeorujo extractado con agua I
mientras que en el extractado con acetato de etilo y agua II fué P. chrysogenum-10 el
que produjo los mayores valores. Ambos hongos produjeron niveles similares de

actividad endo-XG en el alpeorujo extractado con metanol.
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Fig. 9. Actividad endopolimetilgalacturonasa (endo-PMG), endoglucanasa (endo-GN) y
endoxiloglucanasa (endo-XG) detectada en el alpeorujo extractado con agua I (A), acetato de
etilo (B), agua II (C) y metanol (D) realizado con extraccion orbital inoculado con los hongos
saprobios P. chrysogenum-10 (P.c10) y Py. cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada
barra para cada alpeorujo extractado y actividad enzimatica indican diferencias significativas

segun el test de Duncan (p<0,05). *= actividad no detectada.

128



Capitulo 111

Actividades ligninoliticas

Se detecto actividad lacasa y Mn peroxidasa en todos los alpeorujos extractados
con diferentes solventes e inoculados con los hongos saprobios objeto de estudio salvo
en el caso de la actividad lacasa con el alpeorujo extractado con acetato de etilo e
inoculado con P. chrysogenum-10 (Fig. 11B). La maxima actividad lacasa se observo en
alpeorujo extractado con agua I e incubado con Py. cinnabarinus donde se alcanzaron
valores cercanos a las 400 mUI/g de alpeorujo (Fig. 10A). La actividad Mn peroxidasa
fue méxima en el alpeorujo extractado con acetato de etilo y metanol (Fig. 10B y D). La
inoculacion con P. chrysogenum-10 de los alpeorujos extractados con agua I y metanol
produjo mas actividad Mn peroxidasa que la observada con Py. cinnabarinus. En los
alpeorujos extractados con agua Il y acetato de etilo los dos hongos produjeron niveles
similares de dicha actividad. En general los valores detectados en los alpeorujos
extractados con diferentes solventes de actividad lacasa fueron mucho mas bajos que los

de Mn peroxidasa.

A Agual B Acetato etilo
500 - - 3000 500 - - 3000
) ) b
] [ =3 b —
5 400 - 2 5 400 S
s - 2000 § o - 2000
< 300 - < < 300 - 3
2 b ] o £
2 200 | 2 2 200 | g
g a L 1000 2 pol L 1000 2
2 2 2 2
§ 100 | s § 100 s
i =
0 0 0 0
P.c10 Py.c P.c10 Py.c
C Aguall D Metanol
500 - - 3000 500 - - 3000
) C) b
=} = =} [~
5 400 - L 5 400 - e
j=2 L 2000 S =1 L 2000 9
a
< 300 - a g T 300 - g
o < o a ®
2 200 £ 2 200 g
% L 1000 2 % - 1000 2
@ 100 - = @ 100 - g
Q = Q =
(o] (]
- -
0 0 0 0
P.c10 Py.c P.c10 Py.c
[] Lacasa

B Mn peroxidasa

Fig. 10. Actividad lacasa y Mn peroxidasa detectada en el alpeorujo extractado con agua I (A),
acetato de etilo (B), agua II (C) y metanol (D) realizado con extraccion orbital inoculado con los
hongos saprobios P. chrysogenum-10 (P.c10) y Py. cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en
cada barra para cada alpeorujo extractado y actividad enzimatica indican diferencias

significativas segun el test de Duncan (p<0,05). *= actividad no detectada.
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3.2. Extraccion mediante soxhlet

Materiales y métodos

Se seleccionaron tres hongos ligninoliticos C. rigida, T. versicolor y Py.
cinnabarinus para la realizacion de estos ensayos. Estos hongos se inocularon en los
diferentes extractos obtenidos mediante extraccion con soxhlet y en los respectivos
alpeorujos extractados. Los extractos de alpeorujo se incubaron durante 15 dias
inoculando un homogeneizado de micelio fungico obtenido de un cultivo de los
respectivos hongos. Los alpeorujos extractados se incubaron durante 20 semanas con 6
granos de cebada donde se habian cultivado los hongos objeto de estudio. Ambas
incubaciones se realizaron siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo general de

Materiales y Métodos.

Analisis de fitotoxicidad

Ensayos de fitotoxicidad de extractos de alpeorujo

Se tuvieron en cuenta seis factores de variacion segun los extractos de alpeorujo:
extracto de acetato de etilo, n-propanol, metanol, agua I, agua Il y agua III (Esquema 3).
Cada factor se disefid teniendo en cuenta dos variables. La primera, el factor
inoculacién de los extractos de alpeorujo con hongos saprobios que contenia cinco
tratamientos: control con extracto de alpeorujo sin incubar (CNI) e inoculado sin hongo
(CI) o con los hongos saprobios C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus. La segunda
variable consistié en la proporcion de extracto afiadido a las semillas: 100, 80, 40, 20,
10 y 5%. Se realizaron 4 repeticiones por tratamiento.

Se realizé el ensayo de germinabilidad de Zucconi modificado en semillas de
berro de jardin (L. sativum L.) para determinar la fitotoxicidad de los extractos
obtenidos con el fraccionamiento mediante extraccion en soxhlet.

Las placas Petri con las semillas se dejaron en estufa a 28 °C durante 48 h y
transcurrido este tiempo se contabilizé el nimero de semillas germinadas por placa y la

longitud de la radicula.
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Ensayos de fitotoxicidad del alpeorujo extractado

Para estos ensayos se tuvieron en cuenta dos factores de variacion. El primero
consistio en los alpeorujos extractados con los diferentes solventes: acetato de etilo, n-
propanol, metanol y agua I (Esquema 4). El segundo, el factor aplicacion de diferentes
concentraciones de alpeorujo: 4, 3,5 y 3%.

La fitotoxicidad del alpeorujo extractado con distintos solventes en soxhlet se
realiz6 mediante el ensayo de germinabilidad de Zucconi modificado, en semillas de
berro de jardin (L. sativum L.).

Se utiliz6 vermiculita como control y se realizaron 4 repeticiones por tratamiento.
Las placas con las semillas se incubaron en estufa durante 72 h y transcurrido este
tiempo se contabilizd el nimero de semillas germinadas por placa y la longitud de la

radicula.

Estudio de los parametros bioquimicos

A todos los extractos de alpeorujo y alpeorujos extractados incubados con los
hongos saprobios y sus respectivos controles incubados y de acuerdo con la
metodologia descrita en el apartado general de Material y Métodos se les determind:
biomasa flingica, contenido fenoles totales, presencia de fenoles simples mediante
HPLC-UV/MS, contenido de azlucares totales, actividades endohidroliticas
(endopolimetilgalacturonasa, endoglucanasa, endoxiloglucanasa) y actividades
ligninoliticas (lacasa y manganeso peroxidasa). Se realizaron 4 repeticiones por

tratamiento.
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Resultados

3.2.1. Extractos de alpeorujo obtenidos mediante soxhlet

Esquema 3. Esquema del proceso de extraccion del alpeorujo seco y extractado con soxhlet.

Extraccion con Extraccion con
agua acetato de etilo
DOR
Alpeorujo extractado con
agua III Extraccion con acetato de etilo
Alpeorujo extractado con Extracto de acetato de etilo

acetato de etilo

Extraccion con n-propanol

Alpeorujo extractado Extracto de n-propanol
con n-propanol
Extraccion con metanol
Alpeorujo extractado con Extracto de metanol
metanol
Extraccion con agua
Alpeorujo extractado Extracto de agua |

con agua I

Fitotoxicidad de los extractos de alpeorujo

Extracto de acetato de etilo
L

Alpeorujo extractado con
acetato de etilo

Extraccion con agua

Alpeorujo extractado Extracto de agua II
con agua II

El extracto de acetato de etilo de alpeorujo obtenido mediante soxhlet present6

marcados efectos fitotoxicos en casi todas las concentraciones utilizadas (Tabla 5). A

las concentraciones de 100 y 80% se pone de manifiesto una mayor fitotoxicidad del

extracto de acetato de etilo tras el proceso de esterilizacion e incubacion sin hongo,

efecto que no aparece cuando se aumenta la concentracion de dicho extracto. En ningtiin

caso el extracto de acetato de etilo present6d un efecto fertilizante a las dosis aplicadas

aunque si se detectd una pérdida de fitotoxicidad tras el tratamiento de dicho extracto

con los hongos saprobios. Se observé que tras la incubacion del extracto con C. rigida

se disminuye la fitotoxicidad a todas las dosis aplicadas. El extracto de acetato de etilo

inoculado con T. versicolor aplicado a semillas de berro aumenté el indice
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germinabilidad respecto a su control a concentraciones pequefias mientras que el
tratamiento de este con Py. cinnabarinus aumento el indice de germinabilidad respecto
a su control solo a altas concentraciones.

Los estudios de fitotoxidad del extracto de n-propanol muestran que dicho
extracto presenta efectos fitotoxicos ya que inhibe la germinacion de las semillas de
berro a todas las concentraciones utilizadas (Tabla 5). Tras la inoculacion del extracto
propandlico con C. rigida y T. versicolor se observa disminucion de la fitotoxicidad
respecto a sus controles, a todas las concentraciones utilizadas. Cuando este extracto se
inocul6 con T. versicolor se observé un efecto potenciador de la germinacion a dosis de
5%. Py. cinnabarinus no produjo ningun cambio en la toxicidad del extracto de n-
propanol.

El extracto metanolico tuvo menor fitotoxicidad que los extractos de acetato de
etilo y n-propanol de alpeorujo descritos previamente ya que este solo se considerd
fitotoxico a proporciones de 100 y 80% (Tabla 5). En este extracto también se observo
mayor fitotoxicidad en el extracto incubado que en el no incubado a concentraciones
altas. La incubacion del extracto metanolico con los hongos C. rigida y T. versicolor a
concentraciones desde 20 a 100% increment6 la germinabilidad de semillas de berro,
aunque en ningun caso superd los valores de los controles. En concentraciones de 10 y
5% se observo un efecto potenciador del crecimiento tanto en los controles como en los
tratamientos inoculados con C. rigida y T. versicolor.

Tras la extraccion acuosa del alpeorujo extractado secuencialmente con acetato de
etilo, n-propanol y metanol se obtuvo un extracto (Agua I) que mostrd toxicidad
solamente a concentraciones altas del mismo (Tabla 5). La aplicacion de dichos
extractos inoculados con C. rigida a semillas de berro disminuyé notablemente la
toxicidad en todas las dosis aplicadas, llegando incluso a superar los controles. Al igual
que el extracto de metanol, la inoculacion del extracto agua I con los hongos produjo un
efecto fertilizante a algunas dosis. El tratamiento de este extracto con T. versicolor y Py.

cinnabarinus no produjo modificaciones en la fitotoxicidad del extracto.
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Tabla 5. Indice de germinabilidad (%) de semillas de berro (L. sativum L.) en presencia de

extracto de acetato de etilo, n-propanol, metanol, agua I, agua II y agua III de alpeorujo

realizado con soxhlet sin incubar (CNI) e incubado sin hongo (CI) o inoculado con los hongos

saprobios C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus. Las letras distintas en cada columna para

cada extracto indican diferencias significativas segtn el test de LSD (p<0,05).

Extracto Tratamiento Concentracion [%]
100 80 40 20 10 5
Acetato | CNI 16¢c 1,0 bc 13a 18a 20,8 a 61,0a
deetilo |ClI 0,4a 0,4a 20a 33a 15,0 a 69,4 ab
C.rigida 1,1b l4c 34b 6,5b 54,8 b 86,7 c
T. versicolor 0,7ab | 0,6ab 3,2b 53b 65,2 b 874 c
Py. cinnabarinus | 0,9Db 1,0 bc 19a 4,3 a 28,2 ab 85,5 bc
n- CNI 0,6a 0,6 a 21a 49a 155a 58,0 a
propanol | Cl 0,5a 0,7a 24a 8,5a 46,8 ab 71,7 ab
C.rigida 28b 3,7¢c 28,3 ¢c 839c 90,8d 94,2 b
T. versicolor 3,0b 25Db 8,1b 457 b 75,4cd | 108,0c
Py. cinnabarinus l1la 15a 25a 7,0a 63,9 bc 79,2 ab
Metanol |CNI 29bc | 83c 71,1b 83,5 ab 102,0a | 1151a
Cl 12a 33a 30,5a 60,7 a 87,7a 90,6 a
C.rigida 42 c 7,3b 68,7b 878b 116,9a | 1045a
T. versicolor 43c 75D 76,8 b 97,1b 113,3a | 1052a
Py. cinnabarinus 26ab | 3,7a 332a 94,7b 96,1a | 105,8a
Agual CNI 119a | 55/4c 85,1c 81,0b 90,7 ab 99,9 a
Cl 10,4a | 27,7b 64,8 b 74,5 ab 78,3 a 95,7 a
C.rigida 36,7b | 67,8d 107,2d 109,1c 131,3¢c 126,2 b
T. versicolor 90a | 114a 23,2a 778b 113,1ab | 106,4 ab
Py. cinnabarinus 3,5a 74a 276 a 529a 104,3ab | 101,3a
Aguall [CNI 22a | 48a 472bc | 83,7ab | 103,2b 98,6 a
Cl 1,0a 22a 185a 61,3 a 75,4 a 79,6 a
C.rigida 25a 59a 57,6 ¢ 81,7 ab 78,6 a 82,6 a
T. versicolor 6,5b | 244b 39,5b 76,2 ab 98,2 ab 86,9 a
Py. cinnabarinus 20a 49 a 26,5a 93,0b 107,0b 105,3 a
Agualll |CNI 0,1a 0,0a 16a 55a 72,1b 93,5b
Cl 0,0a 0,0a 13a 4,7 a 33,0a 75,7 a
C.rigida 0,0a 0,4a 23a 10,3 a 51,7a 615a
T. versicolor 09a 11b 30,2b 53,8 b 72,8 b 86,2 ab
Py. cinnabarinus 0,la 0,9 ab 15a 57a 48,0 a 86,3 ab
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El extracto agua II inhibe la germinacion cuando se aplica directamente tras la
extraccion a proporciones de 100, 80 y 40% (Tabla 5). La inoculacion del extracto
acuoso con los hongos redujo la fitotoxicidad respecto a su control pero solo a
determinadas concentraciones. Cabe destacar que el efecto de C. rigida triplico la
germinabilidad respecto a su control incubado pero solo a la dosis de 40%. La
inoculacion con T. versicolor incrementd la germinabilidad respecto a su control
incubado a concentraciones de extracto altas y Py. cinnabarinus solo redujo el indice de
germinabilidad a concentraciones de extracto agua II bajas. Py. cinnabarinus mostro
efecto fertilizante cuando se aplico a las dosis de 10 y 5%.

La aplicacion del extracto agua III inhibe la germinacién de semillas de berro
cuando éste se aplica directamente tras la extraccidn sin incubar a todos los porcentajes
utilizados, salvo al 10 y 5% tal y como se observa en la Tabla 5. T. versicolor fue el
unico hongo efectivo en la eliminacion de la fitotoxicidad de este extracto ya que iguald
la germinabilidad de semillas de berro al control a varias concentraciones. En ningin
caso se observo un efecto potenciador de la germinacion de este extracto acuoso tras la

inoculacién de los distintos hongos.

Biomasa fangica

Los hongos saprobios crecieron en todos los extractos de alpeorujo realizados en
soxhlet. Se observé un mayor crecimiento de los hongos en los extractos acuosos, en
especial en el extracto acuoso I, mientras que en los extractos de acetato de etilo y n-

propanol fue donde los hongos crecieron menos.

Tabla 6. Peso seco del micelio (g) de los hongos cultivados en los extractos de alpeorujo
realizados en soxhlet. Las letras distintas indican diferencias significativas segun el test de

Duncan (P=0,05).

Tratamiento EtOAc | n-propanol | Metanol| Agual | Aguall | Agualll
C.rigida 0,29 ab 0,16 a 0,26 ab |0,80c 0,66 bc |0,76 c
T. versicolor 0,09 a 0,12 a 0,47b |1,86e€ 0,44 b 1,14d

Py. cinnabarinus |0,19 a 0,31 ab 0,44b |0,67bc |0,76cC 0,60 bc
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Contenido fendlico

Compuestos fenolicos totales

El contenido fendlico del extracto de acetato de etilo de alpeorujo extractado
mediante soxhlet de 7,09 g/kg de alpeorujo (Fig. 11A) disminuyd un 80% tras la
incubacion con los hongos saprobios seleccionados siendo T. versicolor el hongo mas
eficaz en su reduccion. La cantidad de fenoles extraidos en el extracto de n-propanol y
metanol fue de 6 y 4,30 g/kg de alpeorujo respectivamente, tal y como puede observarse
en la Fig. 11B y C. Los hongos utilizados redujeron considerablemente la cantidad de
fenoles presentes en estos extractos alcanzando reducciones del 78% al 92%, siendo los
hongos C. rigida y T. versicolor los mas efectivos en ambos extractos. El extracto agua
I obtenido tras la extraccion secuencial con los anteriores solventes en soxhlet y el agua
IT extraido a partir de extractos de acetato de etilo mostraron un contenido total en
fenoles mayor que en los extractos anteriores 16,70 y 9,58 g/kg de alpeorujo
respectivamente (Fig. 11D y E) que se redujo por igual con todos los hongos ensayados.
El contenido fendlico del extracto agua III de alpeorujo tras su extraccion en soxhlet fue
el mayor de todos los extractos de alpeorujo (18 g/kg de alpeorujo) (Fig. 11F). El
tratamiento de este extracto con los hongos seleccionados hizo disminuir el contenido
fenolico drasticamente. Los resultados mads significativos se obtuvieron tras la
inoculacion con T. versicolor que redujo hasta el 90% el contenido fendlico original
mientras que C. rigida y Py. cinnabarinus lo disminuyeron un 80 y 75%

respectivamente.
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Fig 11. Contenido fenolico del extracto acetato de etilo (A), n-propanol (B), metanol (C),
extracto agua I (D), agua Il (E) y agua III (F) de alpeorujo realizados con soxhlet, sin incubar
(CNI) e incubado sin hongo (CI) o inoculado con los hongos saprobios C. rigida (C.ri), T.
versicolor (T.v) y Py. cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada extracto

de alpeorujo indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

Compuestos fendlicos simples

El extracto de acetato de etilo se analizdo mediante HPLC-UV y se identificaron
una serie de compuestos fenodlicos de acuerdo con los tiempos de retencion de los
correspondientes picos y los estdndares. Tras este analisis se observaron varios
compuestos no detectados antes en alpeorujo (4, 7 y 11) y también un pico sin
identificar (pico 5) (Fig. 12A). Para constatar la identificacién de cada uno de los picos

y para identificar los compuestos no detectados anteriormente en el alpeorujo se realizd
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un segundo andlisis MS/MS. Asi observamos que por su esquema de fraccionamiento
en MS/MS los picos 4 y 7 corresponderian al 4cido dihidroximandélico (tr =16,51) y
acido tetrahidroximandelico (tr =24,35 min y m/z =215). El pico 11 (tr =50,85 min y
m/z= 335) podria corresponder al producto de oxidacion de la forma dialdehidica de la
dicarboximetil oleuropeina aglicona, compuesto encontrado en la oxidacion del aceite
de oliva virgen.

Podemos concluir que el perfil cromatografico a 280 nm del extracto de acetato de
etilo de alpeorujo (Fig. 12A) muestra que dicha fraccion estd constituida
fundamentalmente por fenoles simples, acidos fendlicos y en menor cantidad aldehidos,
glicosidos secoiridoideos y flavonoides. Los principales fenoles monoméricos
determinados fueron el hidroxitirosol (2), p-tirosol (3) y monoacetil hidroxitirosol (9).
Los 4cidos fendlicos encontrados en dicho extracto fueron el acido protocatecuico (1),
acido dihidroximandélico (4), acido vainillico (6), acido tetrahidroximandélico (7),
acido p-cumadrico (8) y acido elenolico (10). Como aldehidos se determin6 la forma
dialdehidica del producto de oxidacion de la dicarboximetil oleuropeina aglicona (11) y
en menores cantidades se detectaron secoiridoides como la oleuropeina (12) y
ligustrésido (13) y flavonoides como la luteolina (14).

Cuando el extracto de acetato de etilo se tratd con los hongos C. rigida, T.
versicolor y Py. cinnabarinus se observd un cambio drastico en el perfil
cromatografico. En el caso de la inoculacion del extracto con C. rigida y Py.
cinnabarinus desaparecieron practicamente todos los compuestos quedando solo
pequeiias cantidades de hidroxitirosol (2) y de los acidos dihidroximandélico (4) y
tetrahidroximandélico (7) en C. rigida (Fig. 12B) y solo pequefias cantidades de p-
tirosol (3) y el compuesto ain no determinado (5) en inoculaciones con Py.
cinnabarinus (Fig. 12D). Cabe destacar la actuacion de T. versicolor ya que elimino

completamente todos los compuestos fenolicos (Fig. 12C).

138



Capitulo 111

550000 11.32

A

450000

350000
2

A

3
250000 10.80

150000

50000

w
©
=

0

© LU o]

N
~
N
i
o
nN
S
w
o
IS
o

340000

260000 8.06

nAU

180000

100000

20000 r
2095 26.12 579 3493 40.06 49.38 52

o | Lot b
5
N
o]

o

10 20 30 40 50 60 70
2.69

320000

240000

=) 3.02

68.55
160000

80000 4.26

17.34 19.74 24.13 3341 3875 60,49 68.22

o
(=3
@)

10 20 30 40 50 60 70
190000 = 2.73 68.59
3.24

150000

2 110000
<

70000 4.25 20.01

54.59
55.10

24.45 39.94

30000 27.64  33.37 50.56,

72.98

0

O<WMMMMMMMMMM
=
[}
W
(5]
3]
(]
[e¢]
N
o

10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (min)

Fig. 12. Cromatograma HPLC a 280 nm del extracto de acetato de etilo de alpeorujo (A)
inoculado con los hongos C. rigida (B), T. versicolor (C) y Py. cinnabarinus (D). Picos: (1)
acido protocatecuico, (2) hidroxitirosol, (3) p-tirosol, (4) acido dihidroximandélico, (5)
compuesto no identificado, (6) acido vainillico, (7) acido tetrahidroximandélico, (8) acido p-
cumarico, (9) monoacetil hidroxitirosol, (10) acido elenodlico, (11) forma dialdehidica de la

dicarboximetil oleuropeina aglicona oxidada, (12) oleuropeina, (13) ligustrosido y (14)

luteolina.
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Los estudios de HPLC-UV del extracto n-propanol de alpeorujo nos reveld
pequefias cantidades de hidroxitirosol (2), 4cido protocatecuico (1) e hidroxitirosol
glucdsido (3). En este extracto se han detectado picos que no estaban presentes en el
extracto de acetato de etilo como el pico 4 (tr= 16,69 min y m/z=359) cuya estructura no
se pudo definir con el anélisis MS/MS (Fig. 13A). A tiempo de retencioén de 26,45 min
y con una relaciéon m/z de 389 se observo un pico en el cromatograma de masa que no
se detectd con el HPLC-UV a 280 nm (pico 5) que tras analizarlo por tandem MS/MS
sugirio su espectro que se trataba de un oledsido, compuesto normalmente presente en
las aceitunas. A tiempo de retencion de 56,40 min y con m/z= 535 se encontr6 otro pico
en el espectro de masa que tras su analisis MS/MS se identific6 como 6'-f-
ramnopiranosil-oledsido (11), compuesto no descrito hasta el momento en el alpeorujo.
El resto de compuestos determinados fueron luteolina (12) y sus derivados glucésido (8)
y rutinosido (9), oleuropeina (10) y su aglicona (6) y 4cido 3.,4,5-trimetoxibenzoico (7)
como fenol monomérico. Podemos concluir que tras la extraccion con n-propanol del
alpeorujo se obtuvieron fundamentalmente fenoles del tipo flavonoides y secoiridoides.

Hemos observado que los hongos saprobios cultivados en el extracto n-propanol
modificaron la composicion fendlica eliminando todos los fenoles identificados (Fig.
13B, C y D). Tras la incubacion de este extracto con C. rigida, aparecieron pequefias
cantidades de un compuesto no identificado en el extracto original, el acido

dihidroximandélico (13) (Fig. 13B).
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Fig. 13. Cromatograma HPLC a 280 nm del extracto de n-propanol de alpeorujo (A) inoculado
con los hongos C. rigida (B), T. versicolor (C) y Py. cinnabarinus (D). Picos: (1) acido
protocatecuico, (2) hidroxitirosol, (3) hidroxitirosol glucésido, (4) compuesto no identificado,
(5) oleodsido, (6) oleuropeina aglicona, (7) acido 3,4,5 trimetoxibenzoico, (8) luteolina-
glucosido, (9) luteolina rutindsido, (10) oleuropeina, (11) 6’-B-ramnopiranosil-oledsido, (12)

luteolina y (13) acido dihidroximandélico.
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Los compuestos fendlicos identificados mediante HPLC-UV/MS del extracto
metanolico de alpeorujo fueron similares a los obtenidos en el extracto de n-propanol. A
un tiempo de retencion de 25,27 min (picos 4 y 5) en el perfil HPLC-UV se observaron
dos compuestos en coelucion; el primero corresponde a un oledsido (4) que no absorbe
a 280 nm y el segundo, posiblemente el responsable de la absorcién a 280 nm, con un
pico m/z de 481 que no pudo ser determinado estructuralmente con el analisis MS/MS.
El pico 10 cuyo tiempo de retencion fue de 54,40 min, tras su comprobacion con
MS/MS, se atribuyo al 6'-B-glucopiranosil-oledsido, otro derivado del oleodsido
identificado en la aceituna. Se detectd también otro oléosido con un tiempo de retencion
de 50,09 min, el 6’-B-ramnopiranosil-oledsido (11). El resto de componentes fueron
fundamentalmente del tipo flavonoide: luteolina-glucosido (7), luteolina rutindsido (8) y
luteolina (12); secoiridoides: oleuropeina (9) y su aglicona (6) y oledsidos y fenoles
monomeéricos en baja proporcion: hidroxitirosol (2), hidroxitirosol-glucésido (3) y acido
protocatecuico (1) (Fig. 14A). Cuando el extracto metandlico se incubd con los hongos
C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus se observd una desaparicion total de los

fenoles mostrados en el cromatograma del extracto sin incubar (Fig. 14B, C y D).

La separacion mediante HPLC-UV de la fraccion agua I del alpeorujo reveld la
presencia de pequefias cantidades de fenoles simples: hidroxitirosol (1) e hidroxitirosol
glucosido (2); secoiridoides: oleuropeina (8), oleuropeina aglicona (4) y ligustrésido
(11); de flavonoides glicosilados: luteolina-glucésido (5) y luteolina rutindsido (6) asi
como verbascosido (7) y oledsidos como el pico (3), 6'-B-glupopiranosil-oledsido (9) y
6'-B-ramnopiranosil-oledsido (10) (Fig. 15A). A 280 nm se detectd un gran pico de una
mezcla de compuestos inseparables con un tiempo de retencion entre 46 y 68 min en el
que aparecen coeluidos secoiridoides y flavonoides glicosilados (12). Esta mezcla de
compuestos puede ser similar a la polimerina que segun describen numerosos autores es
una mezcla de polimeros organicos de color oscuro Tras la incubacion del extracto agua
I con C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus se observd la desaparicion de los
fenoles descritos, salvo el de la mezcla de compuestos coeluidos que no sufrié ninguna

modificacion (Fig. 15B, C y D).
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Fig. 14. Cromatograma HPLC a 280 nm del extracto de metanol de alpeorujo (A) inoculado con
los hongos C. rigida (B), T. versicolor (C) y Py. cinnabarinus (D). Picos: (1) acido
protocatecuico, (2) hidroxitirosol, (3) hidroxitirosol glucésido, (4) oleodsido, (5) compuesto
desconocido, (6) oleuropeina aglicona, (7) luteolina-glucosido, (8) luteolina rutinésido, (9)
oleuropeina, (10) 6'-B-glucopiranosil-oledsido, (11) 6'-B-ramnopiranosil-oledsido y (12)

luteolina.
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Fig. 15. Cromatograma HPLC a 280 nm del extracto de acuoso de alpeorujo (A) inoculado con
los hongos C. rigida (B), T. versicolor (C) y Py. cinnabarinus (D). Picos: (1) hidroxitirosol, (2)
hidroxitirosol glucésido, (3) oleodsido, (4) oleuropeina aglicona (5) luteolina-glucosido, (6)
luteolina rutindsido, (7) verbascdsido, (8) oleuropeina, (9) 6'-B-glucopiranosil-oledsido, (10) 6'-

B-ramnopiranosil-oledsido, (11) ligustrésido y (12) polimerina.
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Fig. 16. Cromatograma HPLC-UV de la polimerina del extracto acuoso de alpeorujo (A) y de la

polimerina de alpechin (B).

Para determinar la similitud entre la polimerina aislada del alpechin y el gran pico
de una mezcla de componentes inseparables descritos en la fraccion agua I del alpeorujo
se realizaron andlisis paralelos mediante HPLC-UV (Fig. 16). Se ha observado que el
cromatograma de ambas fracciones fue muy similar por lo que podemos concluir que el

pico encontrado en el extracto agua I de alpeorujo podria ser la polimerina.
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Contenido en azUcares totales

El extracto de acetato de etilo de alpeorujo mostrdé los niveles mas bajos de
azucares (3,82 mg/g de alpeorujo) detectados en todos los extractos de alpeorujo
ensayados y su tratamiento con hongos saprobios no modificé dicho contenido (Fig.
17A). Los extractos de n-propanol y metanol contenian también cantidades pequefias de
azucares (24 y 33 mg/g de alpeorujo respectivamente) que al igual que ocurri6 en el
extracto de acetato de etilo, no se redujo tras su inoculacion con los hongos saprobios C.
rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus (Fig. 17B y C). En el extracto agua I de
alpeorujo el contenido glucidico detectado de 23 mg/g de alpeorujo disminuy6 tras la
incubacion de T. versicolor y Py. cinnabarinus (Fig. 17D). La cantidad de azucares
totales determinada en los extractos agua II y III de 43 y 75 mg/g de alpeorujo
respectivamente, se redujo sensiblemente por todos los hongos utilizados en este ensayo
(Fig. 17E y F). T. versicolor fue el hongo que mas disminuy6 la cantidad de aztcares,
en este extracto, entre un 60 y 75%, mientras que C. rigida y Py. cinnabarinus solo la

redujeron a la mitad.
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Fig. 17. Contenido en azlcares totales del extracto acetato de etilo (A), n-propanol (B), metanol
(C), agua I (D), agua II (E) y agua III (F) de alpeorujo realizados con soxhlet, sin incubar (CNI)
e incubado sin hongo (CI) o inoculado con los hongos saprobios C. rigida (C.ri), T. versicolor
(T.v) y Py. cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada extracto indican

diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

Actividades hidroliticas

Los hongos C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus mostraron actividades
endo-PMG, endo-GN y endo-XG en la mayoria de los extractos de alpeorujo realizados
con soxhlet. Aunque los niveles de produccion de estas enzimas hidroliticas fueron
variables, se observd que los valores de actividad endo-GN fueron superiores a los de

endo-PMG y endo-XG.
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Los extractos de acetato de etilo, n-propanol y metanol en general mostraron
niveles de actividad endohidrolitica muy baja (Fig. 18A, B y C). Los niveles de
actividad endo-PMG producidos por los hongos C. rigida, T. versicolor y Py.
cinnabarinus no llegaron a superar en ninguno de los casos las 40 Ul/g de alpeorujo.
Solo Py. cinnabarinus produjo niveles considerables de actividad endo-GN. Se ha
observado que la actividad endo-XG fue practicamente nula en estos extractos.

En los extractos agua I, II y III de alpeorujo la produccion de enzimas
endohidroliticas fue en general superior a la producida en los extractos de acetato de
etilo, propanol y metanol obtenidos en la extraccion secuencial, tal y como se observa
en la Fig. 18D, E y F. En el extracto de agua I los tres hongos ensayados produjeron
distinta actividad endo-PMG, endo-GN y endo-XG. Py. cinnabarinus mostré la mayor
actividad endo-PMG. La actividad endo-XG fue también variable en los distintos
hongos, asi Py. cinnabarinus fue el hongo que mas actividad mostrd, como en el caso
de la actividad endo-GN y endo-PMG pero en este caso T. versicolor produjo niveles
muy bajos de esta actividad (Fig. 18D). En el extracto agua II y III las actividades
observadas fueron diferentes a las detectadas en el extracto acuoso I (Fig. 18D, E y F).
La actividad endo-PMG de los extractos agua II y III no superaron los 50 Ul/g de
alpeorujo. Se produjeron niveles altos de actividad endo-GN y endo-XG en extractos de
agua II y III de alpeorujo inoculados con los hongos Py. cinnabarinus y C. rigida

respectivamente.

148



Capitulo 111

60

40

Endo-PMG (Ul/g alpeorujo) Endo-PMG (Ul/g alpeorujo)

Curi Tv Py.c
60
40
b
20
a *
0 T
Curi Tv Py.c
e}
S 60
o
[
=3
T 40 a
=
5 a
Q 20
=
g a
o
£ ol ]
Curi Tv Py.c
°
= b
2 60 -
o
(3]
2
® 40 -
2 a
2
o 201 a
g
3 ol
S Cri Tv Py.c
°
'S 60
<}
Q
=
© 40 4
o
2
] 1
2 20 a
5 a a
2 o]
Lu .

Curi Tv Py.c
)
2 601 c
<]
[}
=
G J
> 40 b
2 a
] 1
s 20
&
o
E 0
Curi Tv Py.c

\
fl

) Endo-GN (Ul/g alpeorujo) Endo-GN (Ul/g alpeorujo

Endo-GN(mUI/g alpeorujo

\
fl

Endo-GN (Ul/g alpeorujo

Endo-GN (Ul/g alpeorujo)

\
fl

Endo-GN (Ul/g alpeorujo

750 4
600 4
450 -
300
150 -

Acetato de etilo (A)

a a

750 +
600 -
450 H
300

750 4
600 4
450 -
300

Cri Tv Py.c

n-propanol (B)

b

150 4
e 2 W
04

Curi Tv Py.c

Metanol (C)

150 - a a
04

Cri Tv Py.c
750 Agua I (D)
600
c
450
300 b
150 a
0
Curi Tv Py.c
750 - Agua II (E)
600 4
450 - b
300
150 -
a a
0 [
Curi Tv Py.c
750 - Agualll (F) b
600
450 -
300 -
150 -
a a
o i
Cri TV Py.c

500
400 -
300
200

100

Endo-XG (Ul/g alpeorujo)

500
400 -
300
200
100

Curi Tv

Endo-XG (Ul/g apeorujo)

500
400 -
300
200
100

Endo-XG (Ul/g alpeorujo)

Endo-XG (Ul/ g alpeorujo)

500 -
400
300 -
200 -

100 -

Curi Tv

Endo-XG (Ul/g alpeorujo)

Tujn)

P
0ON
jslsls]
[S1=1=)
N\

Endo-XG (Ulig al
P N W s O
88888
f+3]
Qo

C.ri TV Py.c

Fig. 18. Actividad endopolimetilgalacturonasa (endo-PMG), endoglucanasa (endo-GN) vy

endoxiloglucanasa (endo-XG) detectada en el extracto acetato de etilo (A), n-propanol (B),

metanol (C), agua I (D), agua II (E) y agua III (F) de alpeorujo realizados con soxhlet

inoculados con los hongos saprobios C. rigida (C.ri), T. versicolor (T.v) y Py. cinnabarinus

(Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada extracto de alpeorujo y actividad enzimatica

indican diferencias significativas segtn el test de Duncan (p<0,05). *= actividad no detectada.
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Actividades ligninoliticas

Los hongos C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus mostraron actividad lacasa
y Mn peroxidasa en los extractos de alpeorujo realizados con soxhlet. En general los
niveles de produccion de lacasa fueron menores en los extractos de acetato de etilo y
propanol, mientras que en el resto de los extractos se detecté una gran actividad. La
actividad Mn peroxidasa fue homogénea en todos los extractos obtenidos en soxhlet con
valores nunca superiores a las 9 mUI/g de alpeorujo

En el extracto de acetato de etilo los hongos tuvieron una actividad lacasa similar
aproximada de 35 mUI/g de alpeorujo tal y como observamos en la Fig. 19A. La
inoculaciéon del extracto de n-propanol dio lugar a una actividad lacasa elevada en el
caso de C. rigida y Py. cinnabarinus mientras que T. versicolor fue el que mostro
menos actividad (Fig. 19B). La actividad lacasa en extractos metandlicos y agua II
tuvieron un comportamiento similar ya que fue la incubacién con Py. cinnabarinus la
que mostrd los mayores valores de dicha actividad (Fig. 19C y E). En los extractos agua
[ y IIT la actividad lacasa producida por los distintos hongos saprobios utilizados fue
opuesta. Asi C. rigida fue el hongo con mayor produccion de actividad lacasa en el
extracto agua [ y el que produce menos en el extracto agua III (Fig. 19D y F). Por otro
lado T. versicolor y Py. cinnabarinus tuvieron poca actividad en el extracto agua I y
mucha actividad en el agua III. La actividad lacasa producida por los hongos
ligninoliticos incubados en el extracto agua III fue la mas alta de los extractos
estudiados con valores cercanos a las 1.000 mUI/g de alpeorujo cuando se incubd con
Py. cinnabarinus y de 900 mUI/g de alpeorujo en el caso de T. versicolor.

La actividad Mn peroxidasa mostré un comportamiento similar en los extractos
acetato de etilo y metanol siendo Py. cinnabarinus el que mas actividad desarrollo (Fig.
19A y C). En los extractos n-propanol y agua III fue mayor esta actividad tras la
incubacion con C. rigida y Py. cinnabarinus mientras que T. versicolor mostr6 una
actividad significativamente menor a la producida por el resto de los hongos (Fig. 19B y
F). La actividad Mn peroxidasa detectada en el extracto agua I y II inoculado con T.
versicolor y Py. cinnabarinus fue similar, mientras que C. rigida mostrdé valores

inferiores (3 mUI/g de alpeorujo) (Fig. 19D y E).
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Fig. 19. Actividad lacasa y Mn peroxidasa detectada en el extracto acetato de etilo (A), n-
propanol (B), metanol (C), agua I (D), agua II (E) y agua III (F) de alpeorujo realizados con
soxhlet inoculados con los hongos saprobios C. rigida (C.ri), T. versicolor (T.v) y Py.
cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada extracto de alpeorujo y
actividad enzimatica indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05). *=

actividad no detectada.
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3.2.2. Alpeorujo extractado mediante soxhlet

Esquema 4. Esquema del proceso de extraccion del alpeorujo seco y extractado con soxhlet.

Extracto de agua 111 Extraccién con Extraccion con Extracto de acetato de etilo
agua acetato de etilo
E— DOR ]
Alpeorujo extractado con . . Alpeorujo extractado con
agua 111 Extraccion con acetato de etilo acetato de etilo
Extraccion con agua
Alpeorujo cxtractado con Extracto de acetato de etilo .
acetato de etilo Alpeorujo extractado Extracto de agua IT

con agua Il
Extraccién con n-propanol

Alpeorujo extractado Extracto de n-propanol
con n-propanol

Extraccion con metanol

Alpeorujo extractado con Extracto de metanol
metanol

Extraccion con agua

Alpeorujo extractado Extracto de agua I
con agua I

Fitotoxicidad de los alpeorujos extractados mediante soxhlet

Los ensayos de germinacion de semillas de berro con alpeorujo extractado con los
distintos solventes en soxhlet muestran como los alpeorujos extractados con acetato de
etilo y el alpeorujo extractado con acetato de etilo y n-propanol resultaron fitotoxicos a
todas las dosis aplicadas. Esta fitotoxicidad se redujo tras la extraccion con acetato de
etilo, n-propanol y metanol cuando se aplico a las dosis mayores llegando a eliminarse
en el caso del alpeorujo extractado con todos los solventes (Agua I) (Tabla 7).

La inoculacion del alpeorujo extractado con acetato de etilo, n-propanol, metanol
y agua I con los hongos saprobios C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus aumentan
el porcentaje de germinabilidad de las semillas de berro en algunos casos. Asi, en el
extracto n-propanol todos los hongos ensayados a dosis de 3 y 4% aumentaron la
germinabilidad de las semillas de berro, llegando C. rigida a duplicar el porcentaje de

germinacion respecto al control. La inoculacion del alpeorujo extractado con todos los
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solventes (Agua I) con los hongos saprobios mostré6 un efecto potenciador de la

germinacion de semillas (Tabla 7).

Tabla 7. indice de germinabilidad (%) de semillas de berro (L. sativum L.) en presencia de
alpeorujo extractado con acetato de etilo, n-propanol, metanol y agua I sin incubar (CNI) e
incubado sin hongo (CI) o inoculados con los hongos saprobios C. rigida, T. versicolor y Py.
cinnabarinus. Las letras en cada columna para cada extracto indican diferencias significativas

segun el test de Duncan (p<0,05).

Alpeorujo Tratamiento Concentracion (%)
extractado
4 3,5 3
Acetato de CNI 236 a 45,2 a 50,3 a
etilo Cl 234 a 53,5a 58,1 ab
C.rigida 29,4 a 56,4 ab 80,5b
T. versicolor 329a 88,6 b 91.8b
Py. cinnabarinus 24,2 a 64,3 ab 76,3 b
n-propanol CNI 21,7a 54,2 a 57,8 a
Cl 241 a 55,2 ab 58,8 a
C.rigida 39,1b 76,2 ab 999c
T. versicolor 36,8b 67,1 ab 80,6 b
Py. cinnabarinus 352b 76,5 ab 77,1 ab
Metanol CNI 33,9ab 63,9 a 76,8 a
Cl 36,4 ab 67,2a 84,3 a
C.rigida 35,8 ab 60.3a 849 a
T. versicolor 428b 94,8 b 87,9a
Py. cinnabarinus 21,1a 58,4 a 728 a
Aguall CNI 60,3 a 79,5 a 100,3 a
Cl 63,3 a 90,3 a 110,1a
C.rigida 65,8 a 1712 ¢ 1616 b
T. versicolor 849D 138,2b 90,3 a
Py. cinnabarinus 79,3 ab 100,1 b 1599 b

Contenido fendlico

El contenido fenolico detectado en el alpeorujo extractado secuencialmente con

acetato de etilo, n-propanol, metanol y agua fue de 20,4; 17,7; 16,2 y 2,1 g/kg de
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alpeorujo respectivamente (Fig. 20). Se observa que el proceso de incubacion de los
diferentes alpeorujos extractados provocd un descenso significativo del contenido
fenolico salvo en el caso del extracto Agua I. Los hongos seleccionados tuvieron un
comportamiento similar tras su incubacion durante 20 semanas con los alpeorujos
extractados con acetato de etilo, n-propanol y metanol (Fig. 20A, B y C). Asi C. rigida
y Py. cinnabarinus disminuyeron significativamente el contenido fenolico en todos los
alpeorujos extractados mientras que T. versicolor no lo redujo en ninguno de ellos. En
los alpeorujos extractados con acetato de etilo y n-propanol los hongos C. rigida y Py.
cinnabarinus redujeron un 75% del contenido inicial, sin embargo en el alpeorujo
extractado con metanol la reduccion fue inferior, entre un 60 y 40% respectivamente. El
extracto agua I mostr6 un contenido fendlico muy bajo que no disminuyd tras el

tratamiento bioldgico con hongos saprobios (Fig. 20 D).
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Fig. 20. Contenido fendlico del alpeorujo extractado con acetato de etilo (A), n-propanol (B),
metanol (C) y agua I realizados con soxhlet sin incubar (CNI) e incubado sin hongo (CI) o
inoculado con los hongos saprobios C. rigida (C.ri), T. versicolor (T.v) y Py. cinnabarinus
(Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada extracto indican diferencias significativas

segun el test de Duncan (p<0,05).
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Contenido en azUcares

El contenido en azucares totales a lo largo de la extraccion secuencial fue de 95,
76, 69 y 15 mg/g de alpeorujo en el alpeorujo extractado con acetato de etilo, n-
propanol, metanol y agua I respectivamente. La incubacién de los alpeorujos
extractados no modificé significativamente el contenido glucidico de los mismos (Fig.
21). Cuando el alpeorujo extractado con acetato de etilo y n-propanol se inoculd con los
hongos saprobios se observo una reduccion importante que fue mas significativa en el
alpeorujo extractado con acetato de etilo. C. rigida y Py. cinnabarinus fueron los
hongos mas efectivos en la metabolizacidon de los azucares en estos solidos mientras que
T. versicolor disminuy6 levemente los azlicares totales (Fig. 21A y B). En el alpeorujo
extractado con metanol e inoculado con los hongos C. rigida, T. versicolor y Py.
cinnabarinus se observd una eliminacion similar del contenido en aztcares cercana al
70% (Fig. 21C). La cantidad de azucares detectada en el alpeorujo extractado con agua I
fue muy baja ya que solo se detectaron 15,7 mg/g de alpeorujo que se redujeron en un
60 y 40% por la inoculacion de C. rigida y Py. cinnabarinus respectivamente, mientras

que T. versicolor no modifico la cantidad de los mismos (Fig. 21D).
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Fig. 21. Contenido en azucares totales del alpeorujo extractado con acetato de etilo (A), n-
propanol (B), metanol (C) y agua I realizados con soxhlet, sin incubar (CNI) e incubado sin
hongo (CI) o inoculado con los hongos saprobios C. rigida (C.ri), T. versicolor (T.v) y Py.
cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada barra para cada alpeorujo extractado indican

diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

Actividades hidroliticas

En el alpeorujo extractado con los diferentes solventes e inoculado con los
distintos hongos saprobios se detectaron actividades endo-PMG, endo-GN y endo-XG
aunque los niveles de produccion de estos enzimas hidroliticas fueron variables. La
actividad endo-PMG mostr6 los valores mas bajos de las actividades hidroliticas
detectadas mientras que los niveles de actividad endo-GN y endo-XG fueron mucho
mas superiores. Los valores de actividad endo-XG fueron en general el doble que los de
actividad endo-GN para cada uno de los alpeorujos extractados. La pauta de actuacion
de los hongos saprobios fue similar para todas las actividades y en casi todos los
alpeorujos extractados estudiados. El hongo que produjo mayores actividades
endohidroliticas en todos los alpeorujos extractados fue Py. cinnabarinus mientras que

T. versicolor tuvo menor actividad (Fig. 22).
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Fig. 22. Actividad endopolimetilgalacturonasa (endo-PMG), endoglucanasa (endo-GN) vy
endoxiloglucanasa (endo-XG) detectada en el alpeorujo extractado con acetato de etilo (A), n-
propanol (B), metanol (C) y agua I (D) realizado con soxhlet inoculado con los hongos
saprobios C. rigida (C.ri), T. versicolor (T.v) y Py. cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en
cada barra para cada alpeorujo extractado y actividad enzimatica indican diferencias

significativas segln el test de Duncan (p<0,05). *= actividad no detectada.

157



Capitulo 111

Actividades ligninoliticas

En lineas generales, en la mayoria de los alpeorujos extractados con los diferentes
solventes y tratados con los hongos saprobios seleccionados, se detect6 actividad lacasa
y Mn peroxidasa con un patron muy diferente segin el alpeorujo extractado y hongo
utilizado (Fig. 23).

El alpeorujo extractado con acetato de etilo y n-propanol tratado con los hongos
saprobios produjo cantidades considerables de actividad lacasa cuando fue inoculado
con Py. cinnabarinus, en cambio con C. rigida y T. versicolor se observaron niveles
muy bajos o nulos de actividad (Fig. 23A y B). Tras la inoculaciéon con los hongos
saprobios la actividad lacasa detectada en el alpeorujo extractado con metanol fue muy
alta en el caso de C. rigida mientras que T. versicolor y Py. cinnabarinus mostraron
valores muy pequenos o incluso no se detectd esa actividad (Fig. 23C). El alpeorujo
extractado con agua I no tuvo apenas actividad lacasa tras la inoculacion con los hongos
saprobios (Fig. 23D).

La actividad Mn peroxidasa del extracto de acetato de etilo fue mayor en el caso
de incubaciones con T. versicolor mientras que, en ¢l caso del alpeorujo extractado con
n-propanol, se detectd niveles similares de esta actividad en incubaciones con C. rigida
y Py. cinnabarinus. No se detect6 actividad Mn peroxidasa en el alpeorujo extractado
con n-propanol en presencia de T. versicolor (Fig. 23A y B). En el alpeorujo extractado
con metanol la actividad Mn peroxidasa fue muy eclevada en el caso de C. rigida
mientras que Py. cinnabarinus y T. versicolor mostraron niveles considerablemente
inferiores (Fig. 23C). C. rigida y T. versicolor fueron los hongos mas efectivos en la
produccion de actividad Mn peroxidasa en el alpeorujo extractado con agua I (Fig.

23D).
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Fig. 23. Actividad lacasa y Mn peroxidasa del alpeorujo extractado con acetato de etilo (A), n-
propanol (B), metanol (C) y agua I realizados con soxhlet inoculado con los hongos saprobios
C. rigida (C.ri), T. versicolor (T.v) y Py. cinnabarinus (Py.c). Las letras distintas en cada barra
para cada alpeorujo extractado y actividad enzimatica indican diferencias significativas segtn el

test de Duncan (p<0,05). *= actividad no detectada.

Decoloracion del alpeorujo

Objetivo

La coloraciéon oscura del alpeorujo se debe principalmente a los taninos y otros
fenoles, compuestos muy recalcitrantes que provocan la fitotoxicidad de este residuo. Se
ha descrito que la pérdida de color de dicho residuo por métodos tanto fisicos como
bioldgicos podria implicar la disminucion de la toxicidad del alpeorujo. El
fraccionamiento con agua de alpeorujo es el mas efectivo para la extraccion de los

elementos que causan su coloracioén oscura. Mediante este ensayo se pretende observar
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el potencial de decoloracidn de los extractos acuosos de alpeorujo por los hongos objeto

de estudio para poder relacionarlo con su capacidad de detoxificacion.

Materiales y métodos

Este ensayo se realizd con los hongos saprobios C. rigida, T. versicolor y Py.
cinnabarinus cultivados durante 52 dias en medios MEA y agar a los que se les
afadieron 5, 25 y 50% del extracto agua III de alpeorujo (Esquema 3). A lo largo del
periodo de crecimiento de los hongos se determind el grado de decoloracion del medio
midiendo la absorbancia del mismo en tres zonas distintas de la placa. Se realizaron 3

repeticiones por tratamiento.

Resultados

Los resultados de este ensayo muestran como la decoloracion del extracto agua I11
de alpeorujo por C. rigida y Py. cinnabarinus fue mayor en aquellos medios con agar
que con MEA (Fig. 25A y B) mientras que en el caso de T. versicolor sucedio al
contrario (Fig. 25C). T. versicolor fue el hongo mas eficaz en la decoloracion del
alpeorujo en medios con cantidades pequefias de extracto acuoso de este, en cambio en
el caso de C. rigida y Py. cinnabarinus este efecto no fue tan patente. En cuanto al
tiempo de decoloracion C. rigida y Py. cinnabarinus comenzaron a decolorar
manifiestamente el extracto de alpeorujo a los 10 dias de cultivo mientras que T.
versicolor necesito 21 dias para decolorar. El hongo que mas decoloracion produjo en el
medio fue T. versicolor alcanzando diferencias de 35 unidades de densidad optica a los

52 dias de crecimiento en medio MEA con un 5% de extracto acuoso.

1

Control C. rigida

Fig. 24. Decoloracion del medio agar al que se afiadio 5% de extracto agua III de alpeorujo por

el hongo C. rigida.
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Fig. 25. Decoloracion del medio agar o MEA al que se afiadi6 5, 25 y 50% de extracto agua III
de alpeorujo por los hongos C. rigida (A), T. versicolor (B) y Py. cinnabarinus (C) durante
diferentes dias de cultivo. Las barras en cada columna indican la desviacion estandar de cada

muestra.
Discusion
La extraccion orbital de alpeorujo més efectiva en cuanto a extraccion fendlica se

refiere fue la extraccion acuosa (Agua 1) ya que teniendo en cuenta que el alpeorujo

presenta un contenido fendlico total de 22,19 g/kg de alpeorujo, mediante dicha
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extraccion se obtuvo un 83% de dicho contenido. El extracto acuoso es la fraccion del
alpeorujo que contiene todas las sustancias solubles del mismo, incluyendo fenoles y
azucares, y es la forma mas parecida al alpechin. La extraccion de alpeorujo con acetato
de etilo y después con agua (Agua II) muestra como el contenido fendlico fue menor al
obtenido en una extraccion acuosa normal, lo que confirma que los fenoles que se
extraen con el acetato de etilo también estan presentes en el extracto acuoso (Agua I),
incluso la suma de fenoles extraidos con el acetato de etilo y acetato de etilo y después
con agua dan como resultado el total obtenido con la extraccion Agua I. Tal y como se
observa en los ensayos de fitotoxicidad con semillas de berro, los extractos orbitales
mas fitotoxicos fueron el extracto acuoso (Agua I) y el extracto que se hizo previamente
con acetato de etilo y después con agua (Agua II), pudiendo atribuirse la mayor
toxicidad a su contenido fenodlico. A pesar de mostrar menor contenido fenodlico
respecto al extracto acuoso I, el extracto de agua II mostr6 una fitotoxicidad bastante
similar a la del agua I lo cual podria indicar que los fenoles fitotoxicos no se extrajeron
de una forma eficaz mediante extraccion orbital con acetato de etilo.

Las extracciones de alpeorujo con acetato de etilo, bien directamente del alpeorujo
(acetato de etilo I) o a partir de un extracto acuoso de alpeorujo (acetato de etilo II)
mostraron los valores mas bajos de fenoles con cantidades bastante similares entre
dichos extractos a pesar de ser extracciones diferentes. Esto podria indicar que la
insolubilidad del extracto de acetato de etilo I en agua dada su naturaleza apolar, impide
la medida real de la cantidad de fenoles. Se ha descrito que los fenoles mas fitotdxicos
del alpechin son aquellos presentes en la fraccion de acetato de etilo que son fenoles de
bajo peso molecular (Capasso et al., 1992). De hecho, estudios realizados por Della
Greca et al. (2001) e Isidori et al. (2005) mostraron que los fenoles mas toxicos del
alpechin correspondieron a aquellos que poseen un bajo peso molecular (< 350 Da)
como el catecol, el hidroxitirosol y acidos cinnamicos mientras que aquellos que tenian
un peso molecular entre 1000 y 20000 Da llegaban incluso a mostrar un efecto
estimulador. Los constituyentes fendlicos fundamentales que detectamos en el
alpeorujo, fueron el p-tirosol y el hidroxitirosol, ambos de bajo peso molecular, y que
parecen jugar un papel importante en la fitotoxicidad. Algunos autores han observado
que fenoles como el p-tirosol muestran una gran fitotoxicidad de forma inespecifica en
las plantas mientras que el hidroxitirosol mostr6 fitotoxicidad solamente en plantas de
tomate, ademés fenoles como el p-tirosol pueden mostrar efectos sinérgicos con otros

fenoles potenciando la fitotoxicidad (Capasso et al., 1992). El analisis mediante HPLC
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del extracto de acetato de etilo confirmé que con este solvente se extraen
fundamentalmente fenoles monoméricos como el acido protocatecuico, hidroxitirosol,
protocatecol, p-tirosol, acido vainillico, acido p-cumaérico, monoacetil hidroxitirosol y
oleuropeina. Los fenoles encontrados coinciden con los detectados por otros autores en
residuos de la aceituna aunque no se encontraron acido ferulico y vainillina, fenoles que
si se habian detectado previamente en el alpeorujo (Lesage-Meessen et al., 2001; Casa
et al., 2003). La ausencia o presencia de determinados compuestos fenolicos en los
distintos residuos procedentes de la aceituna se atribuye generalmente a la variabilidad
de este residuo en cuanto a condiciones climaticas durante el cultivo del olivo, variedad
y grado de maduracién del fruto, practicas agrondmicas o proceso de extraccion
utilizados (Morello et al., 2004). Estudios de Artajo et al. (2006) muestran como puede
variar la presencia de los diferentes fenoles en el alpechin, orujo y aceite de oliva en
funcién del riego, observando que los fenoles simples son los que mas varian. En
nuestros ensayos se observd que el extracto de acetato de etilo I mostré la menor
toxicidad de todos los extractos debido posiblemente a la dificultad de solubilizacién
del extracto tanto para su aplicacion a las semillas como para las determinaciones
bioquimicas. A pesar de la baja cantidad de fenoles del extracto de acetato de etilo II,
los efectos fitotoxicos en las semillas de berro fueron mayores que los efectos
producidos por el acetato de etilo I, y similares a los extractos metanolico y acuoso
cuando ambos se aplicaron en concentraciones altas. Teniendo en cuenta que la cantidad
de fenoles en el extracto de acetato de etilo a partir de un extracto acuoso (Acetato de
etilo II) es mucho menor que en el extracto acuoso y metanodlico y que a pesar de ello
muestran fitotoxicidad similar se podria pensar que existe una relacion entre la
fitotoxicidad y los fenoles solubles de naturaleza apolar no extractables con acetato de
etilo directamente. Este hecho unido a la insolubilidad del extracto de acetato de etilo I,
que hace que este no afecte negativamente a las semillas, apoya que dicho extracto
mostrara la menor fitotoxicidad. Algunos estudios revelan que la fitotoxicidad del
alpeorujo es debida fundamentalmente a las sustancias solubles en agua, sin embargo
otros constituyentes como acidos grasos volatiles, aldehidos y alcoholes también se
conocen por ser fitotoxicos (Komilis et al., 2005).

El extracto metanolico recuperd un 42% de los fenoles presentes en el alpeorujo.
Al igual que otros autores (Sampedro et al., 2004a) detectamos como fenoles

mayoritarios del extracto metanolico el hidroxitirosol y p-tirosol. Este extracto extrajo
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la mitad de fenoles que el agua I y ademdas fue menos fitotoxico que éste lo cual
manifiesta la relacion existente entre la fitotoxicidad y el contenido fenolico.

A pesar de que el fraccionamiento fisico mediante soxhlet es considerado como el
mas eficaz en la extraccion de sustancias (Mulinacci et al., 2005), en nuestros ensayos
solo se manifestd este hecho en la extraccion con acetato de etilo. La cantidad de
fenoles del extracto acuoso obtenido mediante soxhlet (Agua III) fue similar a la
obtenida por el mismo extractante realizado con agitacion orbital (Agua I) de modo que
posiblemente esté teniendo lugar un fenémeno de saturacion y por ello el método
extractivo no consigue aumentar su eficacia. El extracto acuoso realizado en soxhlet
(Agua III) mostr6 la mayor fitotoxicidad de todos los extractos a concentraciones altas,
siendo incluso mas fitotoxico que el mismo extracto realizado de una forma orbital
(Agua I) lo que hace pensar en una posible transformacion de los componentes de dicho
extracto a nivel quimico o una mayor extraccion de sustancias fitotoxicas. El extracto
con acetato de etilo y después con agua realizado en soxhlet (Agua II) mostré6 un
contenido fenolico y glucidico menor que el obtenido con los mismos extractantes
mediante agitacion orbital pero hay que tener en cuenta que la extraccion con acetato de
etilo utilizando soxhlet extrajo mayor cantidad de fenoles que con el sistema orbital. Por
ello en el extracto acuoso realizado después de la extraccién con acetato de etilo
mediante soxhlet (Agua II), la fitotoxicidad fue inferior a la del extracto acuoso (Agua
III) ya que se elimind la fraccidon que aporta fitotoxicidad al extracto, es decir, la
fraccion fenolica de acetato de etilo. La fitotoxicidad del extracto acuoso realizado con
soxhlet (Agua II) a su vez fue inferior a la del mismo extracto realizado con la técnica
orbital dado su menor contenido fendlico.

Observando la secuencia de fraciones obtenidas mediante la extraccion en soxhlet,
la cantidad de fenoles extraidos con acetato de etilo y propanol fue similar, pero no la
tipologia de los mismos, en el acetato de etilo se extrajeron principalmente fenoles
simples y acidos fenolicos mientras que en el extracto n-propanol predominaron los
compuestos de tipo flavonoide y secoiridoide con restos de algunos acidos fendlicos y
fenoles simples. A esta distinta composicion pueden deberse las diferencias en cuanto a
fitotoxicidad ya que a pesar de mostrar la misma concentracion fendlica en ambos
extractos, los fenoles presentes en el acetato de etilo mostraron una mayor fitotoxicidad
que los fenoles del extracto propanolico. Estos resultados se corresponden con estudios
anteriores que afirman que la fitotoxicidad del alpeorujo se relaciona con los fenoles de

bajo peso molecular y acidos fendlicos (Capasso et al., 1992; Della Greca et al., 2001).
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Los principales fenoles detectados en el extracto de acetato de etilo mediante
soxhlet fueron 4cido protocatecuico, hidroxitirosol, p-tirosol, 4cido dihidroximandélico,
acido vainillico, &cido tetrahidroximandélico, &cido p-cumdrico y monoacetil
hidroxitirosol. Estos resultados confirman la eficiencia del acetato de etilo en la
recuperacion de los componentes de bajo peso molecular de los residuos del aceite de
oliva (Visioli et al., 1999), aunque también se extrajeron fenoles mas complejos como
el 4cido elendlico, forma dialdehidica de la dicarboximetil oleuropeina aglicona
oxidada, oleuropeina, ligustrésido y luteolina. Los compuestos detectados en el extracto
de acetato de etilo de alpeorujo obtenido mediante soxhlet fueron similares a los
detectados en otros estudios anteriores de alpeorujo en los que se comprobd que el
hidroxitirosol fue el componente mayoritario de este residuo (Lesage-Meesen et al.,
2001). Se observé sin embargo una mayor tipologia de fenoles en este extracto respecto
a los observados en el extracto de acetato de etilo realizado con extraccion orbital,
principalmente en aquellos de mayor peso molecular como flavonoides y secoiridoides.
En el extracto de acetato de etilo de alpeorujo realizado con soxhlet se encontraron
nuevos picos que no correspondian a ningun compuesto detectado en alpeorujo hasta el
momento como el acido dihidroximandélico y el tetrahidroximandélico cuya presencia
fue sugerida por primera vez en alpechin por Ramos-Cormenzana et al. (1996). Ademas
se encontrd el pico 11 con un tiempo de retencion en el UV a 50,85 min y una relacion
m/z en el espectro de masa de 335 tras su andlisis MS/MS, que podria corresponder al
producto de oxidacion de la forma dialdehidica de la dicarboximetil oleuropeina
aglicona, compuesto encontrado en la oxidacion del aceite de oliva virgen (Rios et al.,
2005).

El extracto propanolico se caracterizo por tener una cantidad de fenoles similar al
extracto de acetato de etilo, formado principalmente por flavonoides y secoiridoides y
con cantidades bajas de aztcares. El n-propanol es un solvente con capacidad para
extraer algunos de los fenoles que extrae el acetato de etilo (Rodriguez et al., 1988). La
fitotoxicidad de este extracto fue levemente inferior a la del extracto de acetato de etilo
lo que indica que los fenoles fitotoxicos no son exclusivamente los fenoles
monomeéricos y acidos fenolicos. Los fenoles comunes al extracto de acetato de etilo
fueron pequenas cantidades de acido protocatecuico, hidroxitirosol, oleuropeina y
luteolina que posiblemente quedaron en el alpeorujo sin extraer. También se extrajeron
nuevos compuestos como el hidroxitirosol glucésido junto con un oledsido, oleuropeina

aglicona, acido 3,4,5 trimetoxibenzoico, luteolina-glucosido y luteolina rutinosido. Se
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detectdé ademas el 6'B-ramnopiranosil-oledsido, un derivado del oledsido detectado en
aceitunas por Cardoso et al. (2005) que se ha descrito por primera vez en residuos del
olivar. El p-tirosol, compuesto al que se ha relacionado con los efectos fitotdxicos, no
aparecié en el extracto propanolico, ademas estudios de Nandakumar et al. (1985),
comprobaron que los flavonoides inhiben la germinacion de las semillas sino que
promueven incluso el desarrollo de semillas de tomate, por lo tanto, cabe pensar que los
causantes de la fitotoxicidad de este extracto podrian ser el hidroxitirosol y los &cidos
fenolicos (protocatecuico y 3.4,5 trimetoxibenzoico) junto con los oledsidos.

El extracto metanodlico obtenido tras la extraccidén secuencial con acetato de etilo,
n-propanol y metanol no mostrd fitotoxicidad a partir de concentraciones del 20%. Se
detectaron practicamente el mismo tipo de fenoles en el extracto metanolico que en el
propanolico pero en menor concentracion a lo que puede deberle la inferior
fitotoxicidad. Cabe destacar que en el extracto metandlico no aparecié el acido 3,4,5
trimetoxibenzoico, pudiendo relacionarse la menor fitotoxicidad con la ausencia de este
compuesto. No obstante la fitotoxicidad que detectamos en el extracto metanolico puede
deberse a la presencia de los fenoles comunes al resto de extractos como el acido
protocatecuico, hidroxitirosol y los oledsidos. En este extracto se determind otro nuevo
compuesto no determinado hasta ahora en alpeorujo, el 6'f-glucopiranosil-oleésido,
otro derivado del oledsido también detectado en aceitunas aunque todavia no se conoce
su funcion sobre plantas (Cardoso et al., 2005).

El extracto acuoso I resultado de la extraccion secuencial con acetato de etilo, n-
propanol, metanol y agua fue el menos fitotoxico de toda la secuencia a pesar de
contener la mayor concentracion de fenoles detectados colorimétricamente, esto puede
deberse a que los fenoles mas toxicos se han eliminado en las fracciones anteriores
como son los fenoles monoméricos y acidos fenolicos tal y como muestra su
cromatograma. A pesar de la alta cantidad de fenoles determinados mediante métodos
colorimétricos practicamente no se detectaron fenoles en los cromatogramas obtenidos
mediante HPLC, quedando solo bajisimas cantidades de hidroxitirosol y su glucosido,
secoiridoides, flavonoides glicosilados y verbascosido que no serian los responsables de
la fitotoxicidad. De hecho el extracto acuoso III de alpeorujo fue altamente fitotdxico a
pesar de mostrar una cantidad de fenoles levemente superior al extracto acuoso I, ya que
los fenoles extraidos en etapas secuenciales anteriores pueden ser los responsables de la
fitotoxicidad del alpeorujo. Se demostro la presencia en dicho extracto de la polimerina,

conjunto de fenoles similares a los que forman el complejo himico junto con metales,
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carbohidratos, melanina y proteinas, que parece ser el responsable de la coloracion de
alpechines y alpeorujos y posible causante de una alteracion en la deteccion
colorimétrica (Capasso et al., 2002; Capasso et al., 2004). Esto podria indicar que la
técnica colorimétrica para detectar los fenoles del alpeorujo no es adecuada ya que el
color del residuo enmascara la medida espectrofotométrica, por lo que la cantidad de
fenoles presentes en el extracto agua I no serian en realidad fenoles, resultados que
explicarian porque no se observa relacion, en la mayoria de los casos entre el supuesto
contenido de fenoles en el alpeorujo y la fitotoxicidad del mismo. Se ha sugerido
cuantificar los fenoles mediante técnica del HPLC pero esta técnica resulta dificil de
aplicar con alpeorujo.

Tras las extracciones del alpeorujo mediante extractor rotativo orbital, se
obtuvieron unos alpeorujos extractados que de forma general redujeron la fitotoxicidad
respecto al alpeorujo sin extractar. Tras la extraccion con agua (Agua I) el so6lido
extractado mostro solo un 35% de los fenoles totales presentes en el alpeorujo, lo cual
indica que el agua, aunque extrae gran cantidad de fenoles, no es suficiente para la
eliminacion total de estos, bien porque no todos los fenoles son solubles en agua o bien
porque se producen interferencias de la coloracion caracteristica de los alpechines y
alpeorujos y enmascara el resultado del contenido fenolico final. AUn con esta
eliminacion fendlica el alpeorujo sigue siendo fitotoxico lo cual indica o que los fenoles
siguen estando presentes a una concentracion téxica para la planta o que siguen
quedando compuestos que causan fitotoxicidad.

En el solido extractado con los solventes acetato de etilo y agua (Agua II) se
observd un descenso alto en el contenido fenolico y glucidico del 62% y 85%
respectivamente, con respecto al alpeorujo sin extractar. Este descenso elevado en el
contenido fenolico y glucidico no se manifestd en el descenso de la fitotoxicidad, de
manera que la reduccion del peso seco de las plantas de tomate fue bastante similar al
del alpeorujo extractado con agua I. Con esta extraccion se elimind mayor cantidad de
azucares que con la extraccion de agua I con lo cual, cabe pensar que el incremento de
azucares extraidos respecto a la extraccion con agua I se deben al acetato de etilo, que
extraeria glucofenoles y por lo tanto disminuiria la carga glucidica total.

El solido resultante de la extraccién orbital con acetato de etilo mostré un
contenido fendlico bastante similar a los del alpeorujo sin extractar con un 99% de
fenoles. Efecto similar se observo en el contenido total de azlicares, de manera que la

cantidad que quedd en el alpeorujo extractado (95 mg/g de alpeorujo), fué
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practicamente igual a la que se observo en el alpeorujo sin extractar (100 mg/g de
alpeorujo). Cabe esperar que si existe relacion entre el contenido fenolico y la
fitotoxicidad de dicho residuo, este alpeorujo extractado deberia tener practicamente la
misma fitotoxicidad que el alpeorujo sin extractar, en cambio mostré una fitotoxicidad
mayor, posiblemente debido a la permanencia en el alpeorujo extractado de restos del
solvente que pudieran resultar toxicos para las plantas. En ocasiones los tratamientos
fisicos en los que se emplean solventes quimicos pueden dejar restos mds recalcitrantes
que los del efluente original (Mantzavinos y Kalogerakis, 2005). Algo similar en cuanto
a fitotoxicidad y contenido fendlico ocurrié en el alpeorujo extractado con metanol en el
cual quedaron un 72% de fenoles y un 50% de azlcares y fue el alpeorujo extractado
que mas disminuy6 el crecimiento de las plantas de tomate a la menor dosis de residuo
aplicado, a pesar de contener menor cantidad de fenoles que el alpeorujo extractado con
acetato de etilo. Estos resultados indican que la extraccion orbital de alpeorujo con
solventes organicos no es adecuada para eliminar la fitotoxicidad del residuo.

Cuando el alpeorujo se extractd secuencialmente mediante soxhlet, el alpeorujo
extractado con acetato de etilo mostrd ser un residuo rico en azlcares y con una
cantidad de fenoles detectados levemente inferiores a su control no extractado.
Posiblemente la coloracion oscura de este residuo no permite detectar de una forma
adecuada los fenoles que realmente se eliminaron durante el proceso extractivo con
acetato de etilo, dado que este solvente es un potente extractor de fenoles. Sin embargo
la eliminacion de los acidos fenolicos y fenoles monoméricos mediante la extraccion
con acetato de etilo provoco un descenso en la fitotoxicidad del alpeorujo. Esto
confirma que los fenoles eliminados mediante la extraccion de acetato de etilo son
responsables de la fitotoxicidad del alpeorujo.

El contenido fendlico del alpeorujo extractado secuencialmente con n-propanol
después del acetato de etilo fue menor que el alpeorujo extractado solo con acetato de
etilo al ser un proceso secuencial. Se trata de un residuo sin 4cidos fendlicos,
flavonoides, secoiridoides y con una carga glucidica menor. Este alpeorujo mostré una
fitotoxicidad menor que el extractado con acetato de etilo con lo que cabe pensar que
los fenoles extraidos con n-propanol también son responsables de la fitotoxicidad del
alpeorujo.

El solido extractado con metanol después de la extraccion secuencial con acetato
de etilo y n-propanol no resultd fitotéxico a la menor dosis aplicada pudiendo por tanto

considerarse que una extraccion secuencial con los solventes mencionados constituye
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una herramienta basica para la eliminacion de la fitotoxicidad del alpeorujo. El Gltimo
residuo obtenido en la extraccion secuencial de alpeorujo extractado con acetato de
etilo, n-propanol, metanol y agua no solo no resulto fitotoxico a la dosis aplicada sino
que tuvo un efecto potenciador de la germinacion de semillas de berro con lo cual
solamente el tratamiento fisico de alpeorujo sirvido para eliminar su fitotoxicidad.
Posiblemente los fenoles que quedaron en estos residuos (Metanol y Agua ) tras la

extraccion, no son los responsables de la fitotoxicidad de estos sustratos.

Los hongos saprobios crecieron de forma 6ptima y desarrollaron gran cantidad de
biomasa cuando se cultivaron en extracto acuoso de alpeorujo. El extracto acuoso de
alpeorujo es una fraccién que contiene gran cantidad de fenoles y azlicares y la mas
parecida al alpechin. Al ser una fraccion muy rica en azicares puede ser un medio de
cultivo 6ptimo para el crecimiento de los hongos (Galli et al., 1988), ya que, como es
sabido, los hongos saprobios se nutren de materia organica utilizando los azlcares y
componentes organicos como fuente de carbono y energia (Fell et al., 2001).

El contenido fenolico del extracto acuoso de alpeorujo extractado con agitacion
orbital (Agua I) disminuyé con los hongos ligninoliticos T. versicolor y Py.
cinnabarinus. Se observd que estos dos hongos produjeron en este extracto gran
cantidad de lacasa y Mn peroxidasa, enzimas con un papel muy importante en la
degradacion de los compuestos fendlicos de residuos del aceite de oliva (Tsioulpas et
al., 2002). Si bien se ha demostrado que T. versicolor es capaz de producir LiP, MnP y
lacasa en cultivos tanto sélidos como liquidos (Johansson y Nyman, 1993; Elisashvili et
al., 2001; Moldes et al., 2004), algunos autores han encontrado que Py. cinnabarinus no
es capaz de producir MnP ni LiP en condiciones de ligninolisis ya que produce lacasa
en su metabolismo primario, sin embargo, al igual que en el alpechin, un medio como el
extracto acuoso de alpeorujo podria propiciar la liberacion de este enzima (Eggert,
1996; Geng y Li, 2002).

Observando los cambios producidos en la composicion quimica durante el
proceso de incubacion y los mecanismos de eliminacion de la fitotoxicidad del extracto
acuoso (Agua I) se pudo comprobar que los dos hongos ligninoliticos eliminaron
principalmente el hidroxitirosol de forma concomitante con un aumento en el indice de
germinabilidad de semillas de berro, lo cual podria indicar una relacién directa del

hidroxitirosol con la fitotoxicidad.
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Aunque ciertas especies del genero Penicillium poseen la capacidad para producir
enzimas ligninoliticas (Yu et al., 2005) y para metabolizar fenoles (Hofrichter y
Scheibner, 1993; Hofrichter et al., 1995), el hongo saprobio del suelo P. chrysogenum-
10 no mostré estas actividades en el extracto acuoso de alpeorujo (Agua I), no
descendié cuantitativamente el contenido de fenoles. Sin embargo se observo una
pérdida de p-tirosol y una eliminacién de la fitotoxicidad del extracto acuoso, pudiendo
relacionar el papel del p-tirosol en la fitotoxicidad. Si se observd en cambio una
actividad hidrolitica muy elevada del extracto acuoso de alpeorujo incubado con este
hongo. Algunos enzimas hidroliticos que degradan las paredes celulares de las plantas
parecen estar implicadas en la detoxificacion de los residuos del olivar (Benitez et al.,
2002).

Saparrat et al. (2002) han encontrado que C. rigida produce principalmente
lacasas y no han detectado la actividad MnP. Sin embargo en nuestro ensayo la
produccion de lacasa por C. rigida en extracto acuoso de alpeorujo fue muy baja. La
ausencia o baja produccion de enzimas degradadoras de fenoles y de enzimas
hidroliticos puede explicar porque C. rigida solo fue capaz de disminuir la fitotoxicidad
del extracto acuoso de alpeorujo cuando este se aplico a concentraciones muy bajas.

En el extracto de alpeorujo realizado con acetato de etilo y después con agua
mediante extraccion orbital (Agua II) los hongos ligninoliticos T. versicolor y Py.
cinnabarinus fueron los tinicos capaces de disminuir el contenido fenolico debido a la
produccion elevada de actividad lacasa y Mn peroxidasa, sin embargo solo T. versicolor
redujo la fitotoxicidad de este residuo. C. rigida no mostr6 una reduccion cuantitativa
de fenoles pero si cualitativa al eliminar el hidroxitirosol del extracto acuoso (Agua II) y
a su vez redujo la fitotoxicidad de dicho extracto con lo cual cabria apuntar de nuevo a
que el hidroxitirosol estd implicado en la fitotoxicidad del alpeorujo.

Todos los hongos empleados crecieron en el extracto de acetato de etilo I
suplementado con un medio Czapek sin sacarosa, aunque P. chrysogenum-10 mostro
menor crecimiento posiblemente por su incapacidad para metabolizar la mayoria de los
fenoles extraidos. C. rigida y T. versicolor si eliminaron gran parte de los fenoles del
extracto de acetato de etilo I, entre ellos el hidroxitirosol y p-tirosol gracias a la
produccion de enzimas lacasa y Mn peroxidasa. La produccion de enzimas ligninoliticas
e hidroliticas durante el metabolismo de Py. cinnabarinus eliminé el hidroxitirosol del
extracto de acetato de etilo. La fitotoxicidad de este extracto solamente se redujo por T.

versicolor, llegando a eliminarla a concentraciones inferiores a 10% por lo que en este
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caso no se constatd una relacion entre la disminucion cuantitativa del contenido fendlico
y la reduccion de la fitotoxicidad. Algunos autores han visto que cuando se trata el
alpechin con determinados hongos se produce una disminucion del contenido fendlico
sin corresponderse con un descenso en la fitotoxicidad, efecto que se atribuye a la
formacion de fenoxi-radicales y otros compuestos quinoides durante la oxidacion que
son mas fitotoxicos que los fenoles originales (Martirani et al., 1996; Tsioulpas et al.,
2002). El contenido en azlcares extraido con el acetato de etilo fue infimo dadas las
caracteristicas de las moléculas glucidicas respecto a la apolaridad del solvente, a pesar
de ello se observo una leve reduccion por T. versicolor y C. rigida a pesar de que las
actividades enzimaticas hidroliticas observadas fueron muy bajas.

El extracto metanolico extrajo un 42% de los fenoles presentes en el alpeorujo que
se redujeron con el tratamiento de los hongos saprobios estudiados. La reduccion de
fenoles entre ellos el hidroxitirosol y p-tirosol fue méxima en la incubacion con Py.
cinnabarinus, gracias a una gran actividad lacasa y Mn peroxidasa. A pesar de estos
resultados este hongo solo elimind la fitotoxicidad del extracto metandlico en
proporciones bajas de extracto. El extracto metanodlico fue el extracto mas fitotoxico
después del extracto acuoso. P. chrysogenum-10 fue el hongo que mas fitotoxicidad
elimind a dosis intermedias de extracto aplicado posiblemente por la produccion de
endopolimetilgalacturonasa como consecuencia de su metabolismo.

El extracto de acetato de etilo a partir del extracto acuoso de alpeorujo obtenido
en decantador (Acetato de etilo II) fue el extracto mas pobre en azucares y en fenoles, a
pesar de ello y de no afiadir ninguna fuente nutritiva adicional, los hongos fueron
capaces de crecer en dicho extracto, aunque solo modificaron levemente su composicion
y se detectd escasa actividad enzimatica. Algunos autores han observado casos en los
que hay modificaciones en el contenido fenolico sin detectar actividad lacasa mostrando
la posibilidad de que esta precipite con los polimeros producidos en su reaccion
(Tsioulpas et al., 2002; Gianfreda et al., 2003). Al igual que el extracto de acetato de
etilo I, el de acetato de etilo II es un extracto constituido fundamentalmente por fenoles
y entre ellos el hidroxitirosol y p-tirosol que no se modificaron tras la incubacion de los
hongos saprobios dada la ausencia de actividad ligninolitica. Todos los hongos
disminuyeron la fitotoxicidad del extracto cuando se aplicé a la proporcion del 5% y
tuvo una relacion lineal con la cantidad de degradacion fenolica, a pesar de la presencia

continua del hidroxitirosol y p-tirosol, lo cual podria indicar que estos hongos degradan
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otros componentes fenolicos diferentes y/o que el hidroxitirosol y p-tirosol no resultan
fitotdxicos a bajas concentraciones.

En los extractos Agua Il y III obtenidos con soxhlet, todos los hongos
disminuyeron cuantitativamente el contenido fendlico en mayor o menor grado, sin
embargo, solamente T. versicolor eliminé la fitotoxicidad de ambos extractos. Esta
disminucién en la fitotoxicidad podria relacionarse con el descenso fendlico producido
por este hongo. Las mayores actividades enzimaticas se detectaron en el extracto acuoso
III posiblemente por su riqueza en fuentes carbonadas. Como es sabido los fenoles
presentes en el alpechin son capaces de inducir la actividad de enzimas como la lacasa y
Mn peroxidasa (Giatti et al., 2004) por lo que cabria esperar, como de hecho ocurre, que
en este tipo de extractos la continua presencia fenolica provocara la induccion de las
enzimas ligninoliticas. Ademads la produccion de este tipo de enzimas parece también
estar favorecida por la presencia de carbohidratos solubles (Mikiashvili et al., 2005).

En estos extractos acuosos realizados con soxhlet se observan casos en los que
hay una disminucioén cuantitativa en el contenido fendlico y una eliminacion de los
fenoles simples por los hongos y en cambio no se observa un descenso de la
fitotoxicidad de los extractos. Este hecho podria deberse a que, como algunos autores
afirman, las enzimas ligninoliticas producen oxidaciones al azar en el residuo dando
como resultado la polimerizacion de los compuestos sencillos en componentes de un
mayor peso molecular que podran ser mas o menos fitotoxicos a pesar de haberse
producido un descenso fenélico (Youn et al., 1995).

Los fenoles del extracto de acetato de etilo obtenido en soxhlet disminuyeron tras
el tratamiento con todos los hongos ligninoliticos e incluso se produjo una eliminacion
casi completa de los mismos en el caso de T. versicolor que se corresponde con una
reduccion de su fitotoxicidad. C. rigida elimin6 practicamente todos los fenoles del
extracto de acetato de etilo producido con soxhlet salvo una leve cantidad de
hidroxitirosol y de acido hidroximandélico y tetrahidroximandélico, datos que se
contradicen con estudios previos en alpechin en el que se observo que los o-difenoles se
degradaban con mayor facilidad que los monofenoles (D'Annibale et al., 1998). A pesar
de la presencia de estos fenoles C. rigida elimin6 la fitotoxicidad a todas las dosis
aplicadas por lo que se deduce que el 4cido dihidroximandélico y el
tetrahidroximandélico no son los responsables de la fitotoxicidad. Tal y como
demuestran los estudios colorimétricos y de HPLC Py. cinnabarinus fue el hongo

menos efectivo en la degradacion fenolica del extracto de acetato de etilo ya que no
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degrado6 el p-tirosol ni uno de los compuestos obtenidos no identificados por lo que se
puede pensar que estos productos estan implicados en la fitotoxicidad. Se ha descrito
que el p-tirosol es uno de los compuestos mas recalcitrantes ya que no ha sido capaz de
ser degradado por Py. cinnabarinus en alpeorujo o por L. edodes en alpechin (Sampedro
et al., 2004a; Vinciguerra et al., 1995).

En relacion con las actividades ligninoliticas pudimos observar que la actividad
lacasa en el extracto de acetato de etilo realizado con soxhlet fue similar en los tres
hongos ensayados. También se observd una gran actividad Mn peroxidasa y en
particular en el hongo Py. cinnabarinus lo que induce a pensar que dichas enzimas no
degradan el p-tirosol de dicho extracto de un modo efectivo dado el polimorfismo de
estas enzimas.

La incubacion del extracto propandlico con los hongos ligninoliticos provoco la
desaparicion de todos los fenoles detectados, salvo con C. rigida en el que apareci6 el
acido dihidroximandélico que, como es sabido, la aparicion de nuevos compuestos y
radicales puede deberse a las continuas oxidaciones llevadas a cabo por las enzimas
lacasa y Mn peroxidasas durante el ataque a la lignina (Youn et al., 1995). A pesar de la
presencia del acido dihidroximandélico este extracto mostré menor fitotoxicidad que el
control sin tratar, al igual que ocurri6 en el extracto de acetato de etilo con lo que se
vuelve a confirmar que el 4cido dihidroximandélico no es responsable de la
fitotoxicidad del alpeorujo. Ademas de C. rigida, el hongo T. versicolor también
consiguié disminuir la fitotoxicidad del extracto propanolico a pesar de poseer escasa
actividad lacasa y Mn peroxidasa. Es posible que el descenso de fitotoxicidad causada
por T. versicolor en el extracto propandlico esté relacionada con la produccion de
endopolimetilgalacturonasa.

C. rigida y T. versicolor disminuyeron la fitotoxicidad del extracto metandlico
realizado con soxhlet, aplicado a las plantas a altas concentraciones a la vez que
desciende su contenido fenolico. Py. cinnabarinus no disminuyd la fitotoxicidad a pesar
de reducir el contenido fenodlico en gran medida por una actividad lacasa elevada,
posiblemente los productos de polimerizacion formados, derivados de la actuacion de
las enzimas ligninoliticas como son fenoxiradicales o polimeros fenodlicos, tienen un
tamafio pequefio que permite su acceso al interior de las plantas y por tanto afecta a su
desarrollo.

Tras el tratamiento del extracto acuoso I con los hongos saprobios estudiados se

detectd solo el gran pico de la mezcla de compuestos inseparables constituida por
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secoiridoides y flavonoides glicosilados que puede ser la polimerina. La oxidacién de
fenoles origina compuestos fendlicos de alto peso molecular (Pometto y Crawford,
1986). Algunos autores afirman que los fenoles simples y los taninos son altamente
toxicos pero biodegradables (Hamdi, 1992) en cambio los compuestos de alto peso
molecular responsables del color negro del alpechin son menos toxicos y no se degradan
con facilidad. La transformacion de los fenoles por lacasas es menos eficiente con el
aumento del peso molecular debido a los sustituyentes y a la posicion de los anillos
aromaticos respecto a los grupos OH (Gianfreda et al., 1999). Sin embargo aunque se
sabe que la biodegradacion de los compuestos aromadticos decrece enormemente por
polimerizacion (Kirk et al., 1981), se ha conseguido la transformacion del pigmento del
alpechin con hongos ligninoliticos (Pérez et al., 1987).

La actividad lacasa detectada tras la incubacion del extracto acuoso I fue la menor
de todos los extractos acuosos ensayados, posiblemente debido al escaso contenido en
fenoles simples de este residuo que provocd una menor induccion de esta o quizé a la
posible precipitacion del enzima con las moléculas proteicas tras la oxidacion
(Gianfreda et al., 2003). Segun Ruiz et al. (2002) la disminucion de color, de fenoles y
detoxificacion del alpechin por lacasas de Pha. flavido-alba juega un papel muy
importante en la degradacion de mondémeros, mientras que la Mn peroxidasa esta
implicada en la degradacion del pigmento polimérico del alpechin, en cambio en
nuestros resultados no se observé degradacion de la polimerina a pesar de contar con
una gran actividad Mn peroxidasa

Se observa que todos los hongos redujeron el contenido de fenoles del extracto
acuoso I segun las medidas colorimétricas quedando una cantidad residual que podrian
corresponder, segun los cromatogramas obtenidos mediante HPLC, a los fenoles del
complejo polimérico, lo cuales no se degradadaron. C. rigida fue el unico hongo que
disminuyo la fitotoxicidad del extracto acuoso I mostrando ademas un efecto fertilizante
a ciertas dosis. En cambio Py. cinnabarinus y T. versicolor, a pesar de reducir el
contenido de fenoles medidos por colorimetria en igual proporcion a C. rigida, no
disminuyeron la fitotoxicidad. Este hecho indica que la técnica colorimétrica puede no
reflejar el valor real de los fenoles de este extracto debido a interferencias con el color y
podria explicar que no haya relacion entre cantidad de fenoles eliminados y
fitotoxicidad del extracto. Pero por otro lado la ausencia de relacion entre el contenido
de fenoles del extracto de alpeorujo y la disminucion de la fitotoxicidad del mismo

podria deberse a que las enzimas ligninoliticas producen oxidaciones al azar dando
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como resultado la polimerizacion de fenoles sencillos en compuestos de un mayor peso
molecular y que dependiendo de su tamafio pueden o no atravesar las paredes celulares
de las plantas y por tanto intervenir o no en la fitotoxicidad en funcién de los polimeros
formados, dificilmente identificables mediante HPLC de fase inversa. Los productos de
reaccion de las enzimas ligninoliticas en cada caso podran ser mas o menos fitotoxicos a
pesar de haberse producido un descenso fendlico y una eliminacion de los fenoles
simples (Gianfreda et al., 1999). Incluso, estos resultados podrian indicar que los

fenoles no serian las unicas sustancias responsables de la fitotoxicidad.

El proceso de incubacién de hongos saprobios en medios solidos es distinto al de
medio liquido por su diferente disponibilidad de los nutrientes. Se ha observado sin
embargo que en nuestros ensayos cuando se incubo el alpeorujo extractado con agua
(Agua I) realizado con extraccion orbital, durante 20 semanas con los hongos
seleccionados se observo que ambos disminuyeron el contenido inicial de fenoles. Este
hecho puede deberse a la presencia de enzimas lacasa y Mn peroxidasa aunque en el
caso de esta ultima con niveles de actividades no demasiado altos. Como se sabe que la
MnP es un enzima que se inhibe con la agitacion (Kirk et al., 1978), el hecho de que en
nuestros ensayos el proceso de incubacion fuera estatico podria justificar esta menor
actividad. La fitotoxicidad en cambio mostré un comportamiento diferente ya que a
pesar de que los alpeorujos extractados con agua I transformados por los hongos
mostraron la misma cantidad de fenoles y entre ellos la misma cantidad de aztcares, Py.
cinnabarinus fue el unico que elimind la fitotoxicidad del alpeorujo. Estudios de
biotransformacion de alpeorujo con Py. cinnabarinus mostraron que este hongo fue
capaz de disminuir el hidroxitirosol y su glucésido a las dos semanas de incubacion y
que practicamente elimind todos los fenoles después de 20 semanas (Sampedro et al.,
2004a). Ademas se observa una relacion entre la produccion de enzimas hidroliticas por
Py. cinnabarinus en el alpeorujo extractado con agua (Agua I) y la eliminacion de la
fitotoxicidad, lo que induce a pensar que compuestos presentes en el alpeorujo, como
restos de paredes celulares (oligosacaridos) y proteinas pueden también afectar
negativamente el crecimiento de las plantas (Bucheli et al., 1990). El hecho de que P.
chrysogenum-10 no eliminara la fitotoxicidad del alpeorujo extractado, a pesar de
disminuir la cantidad de fenoles, puede atribuirse a la posible liberacion de metabolitos

secundarios por P. chrysogenum-10 como estrategia competitiva cuando este se cultiva
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en un medio con menor cantidad de azlcares, que pueden inhibir el crecimiento de las
plantas de tomate.

En el solido resultante de la extraccion orbital con acetato de etilo y metanol se
aprecié una disminucion del contenido fendlico tras la esterilizacion del residuo. Es
sabido que el proceso de esterilizacion del alpeorujo causa alteraciones fisico-quimicas
de los compuestos como la oxidacidn y precipitacion de fenoles y compuestos quinoides
(Aggelis et al., 2003), de hecho se ha observado una precipitacion del 25% de los
fenoles tras el proceso de esterilizacion (Fountoulakis et al., 2002). Los hongos
saprobios P. chrysogenum-10 y Py. cinnabarinus disminuyeron en la misma proporcion
el contenido fendlico y glucidico del alpeorujo extractado con acetato de etilo mediante
extraccion orbital. Los basidiomicetos ligninoliticos no son los tnicos hongos capaces
de degradar compuestos fendlicos sino que se han descrito numerosos hongos
filamentosos del género Fusarium, Aspergillus y Penicillium que presentan esta
habilidad para degradar fenoles por medio de actividades fenoloxidasas y catecol 1,2
dioxigenasa (Santos y Linardi, 2004). En estos alpeorujos incubados con ambos hongos
se observd una elevada produccién de actividades Mn peroxidasa que puede estar
implicada en la degradacion de los fenoles, pero también se observo nula o escasa
actividad lacasa. También se observd que ambos hongos producian enzimas
hidroliticos, sin embargo el nivel de actividad enzimdtica fue diferente para ambos ya
que P. chrysogenum-10 mostré mayor actividad que Py. cinnabarinus. De nuevo se
aprecia una relacion entre la producion de enzimas hidroliticas y el descenso de la
fitotoxicidad de los alpeorujos tratados con los hongos.

En el alpeorujo extractado de forma orbital con acetato de etilo y a continuacion
agua (Agua II), los hongos empleados disminuyeron fenoles principalmente mediante la
produccion de la actividad Mn peroxidasa aunque también puede estar implicada en
menor medida la actividad lacasa. También se han detectado niveles altos de actividades
endo-GN y endo-XG. A pesar de ello, ninguno de los hongos seleccionados eliminé la
fitotoxicidad debido posiblemente a que los productos de transformacién de la Mn
peroxidasa podrian actuar como posibles agentes fitotoxicos.

En el alpeorujo extractado con metanol, Py. cinnabarinus no modifico el
contenido fenodlico a pesar de producir actividad Mn peroxidasa, en cambio se detectd
una gran actividad hidrolitica (endo-GN y endo-XG). Este alpeorujo extractado con
metanol e incubado con Py. cinnabarinus duplico el peso seco de las plantas de tomate,

con lo cual, se vuelve a dar el caso de descenso de la fitotoxicidad por produccion de
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enzimas hidroliticas sin modificacion del contenido fenolico. En el caso de incubacion
de P. chrysogenum-10 en alpeorujo extractado con metanol se observa una relacion
directa entre la disminucion de fitotoxicidad y el descenso fendlico de modo que la
aplicacion de un 5% de alpeorujo extractado con metanol e incubado con este hongo
mostro un peso seco de la parte aérea igual al de una planta sin alpeorujo.

La inoculacion de los distintos alpeorujos extractados de forma secuencial
mediante soxhlet con C. rigida y Py. cinnabarinus durante 20 semanas redujo el
contenido fendlico en todos los casos salvo en el alpeorujo extractado con todos los
solventes de la secuencia (Agua I) en el que ningiin hongo modifico su contenido dada
la escasez de fenoles (10%). Ambos hongos mostraron produccion de lacasa y Mn
peroxidasa dependiendo del alpeorujo extractado y Py. cinnabarinus mostr6 una intensa
actividad hidrolitica en todos los residuos. Estos dos hongos también fueron los que mas
redujeron el contenido glucidico debido posiblemente a su mayor crecimiento. Se
observo una relacion entre el descenso de fenoles por estos hongos y la reduccion de la
fitotoxicidad en el alpeorujo extractado con n-propanol. En el solido resultante de toda
la extraccion secuencial (Agua I) estos dos hongos mostraron un efecto potenciador de
la germinaciéon pudiendo relaccionar dicho efecto a la actividad hidrolitica de estos
hongos dada la ausencia de fitotoxicidad de los controles. Cabe destacar el caso del
tratamiento con T. versicolor, el cual, en ningin caso produjo una reduccion del
contenido fenolico dada la escasa produccion ligninolitica y sin embargo, los alpeorujos
tratados con este hongo fueron los que mas potenciaron de forma general la
germinacion y desarrollo de las semillas. Con lo cual, el efecto fertilizante producido
por estos hongos podria atribuirse a la actividad hidrolitica de los mismos, los cuales, al
degradar restos de paredes celulares presentes en este tipo de sustratos, implicados
segun algunos autores en procesos de fitotoxicidad, favoreceria la germinacion de
semillas.

El alpeorujo tal y como lo han indicado numerosos autores no puede aplicarse
directamente al suelo como fuente de materia organica y mineral ya que seria una fuente
de contaminacion y tendria un alto impacto medio ambiental, asociado generalmente a
su pH acido, la inhibicidén que causa en la germinacion y el crecimiento de plantas, sus
propiedades antimicrobianas y su baja relacion C/N (Bonari et al., 1993; Martin et al.,
2002; Alburquerque et al., 2004). En cambio la extraccion fisica del alpeorujo se
muestra, a la luz de los resultados obtenidos, como una via eficaz para la eliminacion de

la fitotoxicidad del alpeorujo y su posible aplicacion como fertilizante.
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La coloracion negra del alpechin ha sido atribuida a la presencia de fenoles
principalmente taninos (Assas et al., 2002). Algunos autores han identificado este
pigmento como moléculas de catecol-melanina constituida por la polimerizacion de
compuestos fendlicos debido a su oxidacion, estando estos unidos a proteinas, acidos
grasos y azucares (Saiz-Jiménez et al., 1986). Los pigmentos del alpechin se han
considerado siempre como sustancias muy recalcitrantes y parecen tener importancia en
la toxicidad de alpechines y alpeorujos. Dada la dificultad para caracterizar esta mezcla
polimérica usualmente se ha asociado el cambio en la coloracion como sintoma de
detoxificacion y despolimerizacion (Sayadi et al., 1996). Numerosos autores han
descrito una correlacion entre el descenso del contenido fenolico total y la decoloracion
del alpechin (Sayadi y Ellouz, 1992; Dias et al., 1994; Vinciguerra et al., 1995; Ben
Hamman et al., 1999). Como es sabido en funcion del hongo empleado se encuentran
diferencias significativas en la disminucion del contenido fendlico y el color (Kissi et
al., 2001) de hecho en nuestros ensayos T. versicolor fue el hongo mas eficaz. Ademas,
algunos autores afirman que la concentracion de nitrogeno y la naturaleza de la fuente
de carbono influyen marcadamente en la decoloracion de alpechines por hongos de la
podredumbre blanca (Sayadi y Ellouz, 1992). Este hecho se observa en nuestros
resultados ya que se produce mayor decoloracion del extracto acuoso de alpeorujo por
T. versicolor en medios que contienen MEA, dada la riqueza de este medio en fuentes
nitrogenadas y carbonadas. En cambio también observamos gran decoloracion de dicho
extracto en medios con agar por C. rigida y Py. cinnabarinus, en ausencia de una fuente
nutricional adicional tal y como encontr6 Kissi et al. (2001). Algunos autores han
encontrado un efecto positivo de los azlicares en la decoloracion de alpechines por
hongos ligninoliticos (Martin y Manzanares, 1994; Sayadi y Ellouz, 1995). Esta
reduccion en la coloracion por T. versicolor podria relacionarse con la maquinaria
enzimatica de este hongo ya que se ha desmostrado la implicacion de la lacasa y Mn
peroxidasa en la decoloracion de alpechines (Sayadi y Ellouz, 1992; Pérez et al., 1998),
aunque algunos autores han propuesto ademas la posibilidad de una absorcion de las
moléculas cromoforicas por el micelio de estos hongos (Livernoche et al., 1983).

Parece ser que la polimerina, el pigmento detectado en nuestros extractos acuosos
no es la responsable de la fitotoxicidad del alpeorujo ya que el extracto agua I no mostrd
fitotoxicidad. Se ha propuesto este compuesto como un posible fertilizante dada su
composiciéon quimica aunque hasta la fecha no se han comprobado sus efectos

fitotoxicos (Capasso et al., 2002). Sus propiedades recalcitrantes se pusieron de
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manifiesto, ya que ningin hongo empleado degradd este complejo a los 15 dias. Cabe
pensar que los estudios de decoloracion realizados, en los que asocian una disminucioén
del color con una disminucion de la toxicidad, estan en relacidon con la disminucion del
contenido en el resto de fenoles presentes en el alpechin, los cuales se irian

polimerizando y con ello conseguirian disminuir la fitotoxicidad del residuo.
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V. Efecto del alpeorujo transformado por hongos saprobios sobre el

desarrollo de plantas inoculadas con micorrizas arbusculares

Objetivo

En este capitulo se pretende estudiar el posible uso del alpeorujo, transformado
por hongos saprobios, como fertilizante sobre el desarrollo de plantas de interés
agricola. Los hongos formadores de micorrizas arbusculares se emplearan con el
alpeorujo y sus fracciones transformadas ya que son microorganismos importantes en la
biofertilizacion y biorremediacidon y que se encuentran de forma natural en el suelo

estableciendo simbiosis con las plantas hospedadoras.

4.1. Efecto de fracciones fisicas del alpeorujo sobre el desarrollo de

plantas inoculadas con micorrizas arbusculares

Materiales y métodos

El experimento se disefid con tres factores de variacion, que fueron la aplicacion
de alpeorujo, del extracto acuoso de alpeorujo y del alpeorujo extractado con agua.
Cada uno de estos factores contenia a su vez dos variables, una variable con tres
tratamientos: suelo esterilizado, suelo esterilizado inoculado con G. deserticola y suelo
no esterilizado. La otra variable fue la aplicacion de diferentes dosis del residuo 0, 2,5, 5
y 10%. Los experimentos se realizaron en plantas de tomate y alfalfa con cuatro
repeticiones por tratamiento.

Se emplearon semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.) y alfalfa (Medicago
sativa L.) esterilizadas en superficie y pregerminadas en semillero. Cuando alcanzaron
un tamafio adecuado se transfirieron a macetas de 300 ml de capacidad que contenian
una mezcla de suelo:arena (1:1) esterilizado. En aquellos tratamientos con micorrizas se
afladié al sustrato 8 g por maceta del inoculo de G. deserticola. A los controles no
inoculados se les afiadi6 un filtrado de suelo libre de propagulos infectivos. El
alpeorujo, extracto acuoso de alpeorujo y alpeorujo extractado con agua obtenidos

mediante extraccion orbital tal y como se describe anteriormente en el Esquema Al se
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anadieron a las macetas en las proporciones de 0, 2,5, 5 y 10%, mezclando el residuo
con la mezcla suelo:arena en el caso de los residuos solidos. El extracto acuoso de
alpeorujo en las diferentes proporciones establecidas se mezcld con agua destilada y se
afadio al sustrato hasta completar la capacidad hidrica de campo.

Las plantas se cultivaron en condiciones controladas de invernadero durante 5
semanas. Semanalmente se fertilizaron con 10 ml de solucion nutritiva Hewitt, con 5,2
g/l de fosforo para los tratamientos con micorrizas.

Una vez cosechadas las plantas se determind el peso seco de la parte aérea y de
raiz en plantas de tomate y alfalfa después de secarla en estufa durante 48 h a 70 °C.
Antes del secado de la raiz ésta se dividié en dos alicuotas: una se tifié con fuscina para
la contabilizaciéon del porcentaje de raiz micorrizada y la otra alicuota se emple6 para
determinar el peso seco relacionando el peso himedo-peso seco de la alicuota con el

peso humedo total de la raiz.

Resultados

El alpeorujo y las fracciones tanto solidas como liquidas obtenidas tras la
extraccion acuosa son fitotoxicas ya que redujeron en lineas generales el peso seco de la
parte aérea y de raiz en plantas de tomate (Tabla 1) y alfalfa (Tabla 2). Los efectos
fitotoxicos del alpeorujo en las plantas de tomate fueron mayores que los producidos
por el extracto acuoso de este y el alpeorujo extractado con agua (Tabla 1). Ademas el
peso de la parte aérea y de raiz de plantas de tomate fue mayor en presencia del extracto
acuoso que del alpeorujo extractado con agua. El efecto fitotoxico que produjeron altas
dosis de alpeorujo en plantas de tomate en comparacion con dosis bajas fue mayor en
suelo no esterilizado y suelo inoculado con G. deserticola que en suelo esterilizado. Sin
embargo, el peso seco de las plantas de tomate a las que se anadid extracto acuoso de
alpeorujo fue mayor cuando las plantas crecieron en presencia de G. deserticola que
cuando crecieron en suelo esterilizado o no esterilizado. La aplicacion de 2,5% de
extracto acuoso de alpeorujo a plantas de tomate cultivadas en suelo esterilizado
inoculado con G. deserticola incrementd el peso de las plantas de tomate en

comparacion con los controles cultivados en ausencia de residuo.
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Tabla 1. Peso seco de la parte aérea y raiz (mg) de plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.) cultivadas en suelo esterilizado (SE), suelo esterilizado inoculado con G. deserticola
(SE+Gd) y suelo no esterilizado (SNE) en presencia de 0, 2,5, 5 y 10% de alpeorujo (DOR),
extracto acuoso de alpeorujo (ADOR) y alpeorujo extractado con agua (SDOR). Las letras
distintas en cada columna y numeros distintos en cada fila para cada tratamiento denotan

diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

Residuo
Concentracion DOR ADOR SDOR
Tratamiento | de alpeorujo Parte Raiz Parte Raiz Parte Raiz
(%) aérea aérea aérea
SE 0 567 e2 114d1 | 576 c2 110f1 554 de2 120d1
2,5 207 c2 41 b1 | 545c3 87el |578de3 131 e2
5 53 al 14al | 333 b2 75del |305c2 85 cdl
10 15al12 4al | 153 a4 35ab2 |92 ab3 24 abl 2
SE+G.d 0 843f2 168el | 837e2 1729l |84912 163 el
2,5 120 b1 38bl | 960f3 1729l |672e2 146 el
5 16 al 4al | 648d4 13313 189 abc3 75 c2
10 17al2 4al | 315b4 58 bcd2 | 123 ab3 25ab12
SNE 0 503 d2 78cl | 501 c2 80 del |493d2 73cl
2,5 52 al 8al | 531c3 47 bcl | 250 bc2 54 bcl
5 25 a2 3al | 351b5 64 cde3 | 138 abc4 32 ab2
10 13al2 3al | 199 a3 19al2 | 24 a2 5al

Los resultados obtenidos muestran que el peso seco de la parte aérea y raiz de las
plantas de alfalfa disminuyd cuando se aplicé alpeorujo a todas las dosis empleadas
(Tabla 2). La fitotoxicidad del alpeorujo en suelo esterilizado inoculado con G.
deserticola fue menor que la observada en el resto de los suelos ensayados. El
fraccionamiento fisico del alpeorujo provocd una disminucion generalizada de la
fitotoxicidad en plantas de alfalfa que fue similar tanto en la fraccion solida como
liquida. La aplicacion de extracto acuoso de alpeorujo y de alpeorujo extractado sobre
suelos esterilizados y no esterilizados redujo el peso seco de las plantas de alfalfa. G.
deserticola no solo elimind la fitotoxicidad causada por el extracto acuoso de alpeorujo
y el alpeorujo extractado sino que incrementaron el peso de las plantas respecto a los

controles a los que no se aplicaron estos residuos.
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Tabla 2. Peso seco de la parte aérea y raiz (mg) de plantas de alfalfa (Medicago sativa L.)
cultivadas en suelo esterilizado (SE), suelo esterilizado inoculado con G. deserticola (SE+Gd) y
suelo no esterilizado (SNE) en presencia de 0, 2,5, 5 y 10% de alpeorujo (DOR), extracto
acuoso de alpeorujo (ADOR) y alpeorujo extractado con agua (SDOR). Las letras distintas en
cada columna y numeros distintos en cada fila para cada tratamiento denotan diferencias

significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

Residuo
DOR ADOR SDOR
Tratamiento | Concentracion Parte Raiz Parte Raiz Parte Raiz
de alpeorujo aérea aérea aérea
(%)
SE 0 139 f2 43 d1 140 cd2 44 al | 147 d2 48 cl
2,5 31 bc2 7 abl | 106 bc3 41 a2 (112 c3 59 d2
5 12 abl 6 abl 83abc3 33a2| 87c3 40 c2
10 3al 2al 69 ab4 16a2| 99c5 33 bc3
SE+G.d 0 197 g2 97 f1 190d2 100bl |183e2 93el
2,5 91el 71el 224 e3 280d3 (27893 147 12
5 52d1l 45 d1 257e3 262d3 |253f3 190 g2
10 32 bcdl 37 cdl 207e3 186c3|190e3 144 12 3
SNE 0 109 e2 24 bcl 101 bc2 22 al |115c2 29 bl
2,5 36 cd2 10 abl 64 ab3 30a2| 23abl2 8al
5 16 abcl 2al 68 ab3 21al| 44 b2 3al
10 4 al 2al 28 a3 11a2 | 14 a2 lal

El porcentaje de longitud de raiz colonizada por G. deserticola en tomate
disminuy¢ en suelo no esterilizado y en suelo inoculado con G. deserticola en presencia
de 5y 10% de alpeorujo, mientras que en extracto acuoso de alpeorujo y alpeorujo
extractado respecto al control sin alpeorujo, esta disminucion solo se produjo a la dosis
del 10% (Tabla 3). La aplicacion de alpeorujo en concentraciones de 5 y 10% a plantas
de alfalfa cultivadas en suelo esterilizado y suelo inoculado con G. deserticola
disminuyd el porcentaje de longitud de raiz colonizada (Tabla 4). La aplicacion de 10%
de extracto acuoso de alpeorujo y de alpeorujo extractado disminuyd la colonizacion
micorricica de tomate tanto de G. deserticola como de los hongos micorricicos
autoctonos respecto al control sin residuos, mientras que solo disminuy¢ la colonizacion

de alfalfa por los hongos micorricicos autoctonos (Tablas 3 y 4).
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Tabla 3. Porcentaje de longitud de raiz colonizada de tomate (Solanum lycopersicum L.)
cultivadas en suelo esterilizado inoculado con G. deserticola (SE+Gd) y suelo no esterilizado
(SNE) en presencia de 0, 2,5, 5 y 10% de alpeorujo (DOR), extracto acuoso de alpeorujo
(ADOR) y alpeorujo extractado con agua (SDOR). Las letras distintas en cada columna y

numeros distintos en cada fila para cada tratamiento denotan diferencias significativas segun el

test de Duncan (p<0,05).
Residuo
Tratamiento Concentracion DOR ADOR SDOR
de alpeorujo
(%)

SE+G.d 0 45 cl 5lel 50 cl

2,5 42 cl 48 del 54 c2
5 27 bl 36 d12 40 bc2

10 4al 28 cd2 38 b3

SNE 0 20 bl 18 bcl 21bl
2,5 16 bl 17 abl 18 abl
5 4al 12 abl 2 16 ab2

10 2al 7 a2 3al

Tabla 4. Porcentaje de longitud de raiz colonizada de alfalfa (Medicago sativa L.) cultivadas en
suelo esterilizado inoculado con G. deserticola (SE+Gd) y suelo no esterilizado (SNE) en
presencia de 0, 2,5, 5 y 10% de alpeorujo (DOR), extracto acuoso de alpeorujo (ADOR) y
alpeorujo extractado con agua (SDOR). Las letras distintas en cada columna y niimeros distintos
en cada fila para cada tratamiento denotan diferencias significativas seglin el test de Duncan

(p<0,05).

Residuo
Tratamiento Concentracion DOR ADOR SDOR
de alpeorujo
(%)
SE+G.d 0 62 d1 61 cl 64 bl
25 59 d1 58 bcl 61 bl
5 45 cl 57 bc2 58 b2
10 17 bl 57 bc2 58 b2
SNE 0 54 cdl 58 bcl 51 bl
2,5 53 cdl 53 bl 54 bl
5 14 abl 22 al 22 al
10 3al 31 a2 13a12
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4.2. Efecto del extracto acuoso de alpeorujo, transformado por hongos

saprobios, sobre el desarrollo de plantas inoculadas con micorrizas

Materiales y métodos

En este ensayo se utilizoé extracto acuoso de alpeorujo obtenido de forma orbital
transformado con los hongos saprobios seleccionados tal y como se describe en la
seccion general de Materiales y Métodos. Dicho extracto se incubd durante 15 dias con
los hongos saprobios y tras su centrifugado y esterilizacion se afiadi6 a las macetas en
distintas proporciones.

Para el disefio del experimento se tuvieron en cuenta tres factores de variacion.
Estos factores fueron suelo esterilizado, suelo esterilizado inoculado con el hongo
micorricico G. deserticola y suelo no esterilizado. Cada factor se disefio teniendo en
cuenta dos variables. La primera fue el factor incubacién del extracto acuoso de
alpeorujo con los hongos saprobios, que contenia 4 tratamientos: plantas con extracto
acuoso de alpeorujo incubado sin hongo (Control) o con los hongos P. chrysogenum-10,
T. versicolor y Py. cinnabarinus. La segunda variable consistio en la aplicacion de
diferentes dosis de extracto acuoso a las macetas: 0, 2,5, 5 y 10%. Este ensayo se realizd
en plantas de tomate y alfalfa con cuatro repeticiones por tratamiento.

Los ensayos se realizaron siguiendo el sistema de cultivo y determinaciones

descritas en el apartado 4.1.

Resultados

La aplicacion de extracto acuoso de alpeorujo provoco una disminucion en el peso
seco de las plantas de tomate sobre todo a dosis superiores al 5% tal y como se observa
en la Tabla 5. El extracto acuoso de alpeorujo inoculado con P. chrysogenum-10 redujo
la toxicidad en las plantas de tomate cuando se aplicd a la dosis de 10% en suelo
esterilizado, de 5 y 10% en suelo inoculado con G. deserticola y de 2,5 y 5% en suelo
no esterilizado. Cabe destacar el efecto del extracto acuoso de alpeorujo inoculado con
P. chrysogenum-10 en suelo inoculado con G. deserticola a una dosis de 5% ya que
incrementd significativamente el crecimiento de las plantas de tomate respecto a los

controles sin alpeorujo. La inoculacion del extracto acuoso de alpeorujo con T.
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versicolor eliminé la fitotoxicidad de dicho residuo e increment6 el crecimiento de las
plantas a concentraciones del 2,5% en suelo esterilizado y suelo inoculado con G.
deserticola. El tratamiento del extracto acuoso con Py. cinnabarinus solo redujo su
fitotoxicidad frente a plantas de tomate a la dosis de 10% en suelos inoculados con G.
deserticota, de 2,5% en suelo no esterilizado y a todas las dosis en suelos no
esterilizados. Py. cinnabarinus no solo elimino la fitotoxicidad del extracto acuoso de
alpeorujo sino que cuando se aplico al suelo esterilizado a la dosis del 2,5 y 5%

incrementd el peso seco de las plantas respecto a los controles sin alpeorujo (Tabla 5).

Tabla 5. Peso seco de la parte aérea (mg) de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
cultivadas en suelo esterilizado (SE), suelo esterilizado inoculado con G. deserticola (SE+G.d)
y suelo no esterilizado (SNE) en presencia de 0, 2,5, 5 y 10% de extracto acuoso de alpeorujo
incubado sin hongo (Control) o con los hongos saprobios P. chrysogenum-10, T. versicolor y
Py. cinnabarinus. Las letras distintas en cada columna denotan diferencias significativas segin

el test de Duncan (p<0,05).

Tratamiento Concentracion SE SE+ G.d SNE
de alpeorujo
(%)
Control 0 232,7 de |281,0de |106,2 de
2,5 224,0 cde | 320,2de |112,2e
5 136,7 bc |216,2cd | 74,0cd
10 62,7ab [105,0ab | 41,7 ab
P. chrysogenum-10 2,5 247,0e 375,0ef 196,09
5 123,0b |487,0g |113,0e
10 151,0cd |232,0cd 52,0 ab
T. versicolor 25 334,0fg |464,0fg 41,7 ab
5 149,0cd |164,0bc | 23,7 ab
10 21,0a 230a 14,0 a
Py. cinnabarinus 25 385,09 |273,0cde|150,0f
5 414,0g |266,0cde| 82,0 cde
10 296,0 ef |241,0cd | 70,0 bc
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El efecto fitotoxico del extracto acuoso de alpeorujo sobre el crecimiento de
plantas de alfalfa solamente se observd en suelo no esterilizado (Tabla 6). La
inoculacion del extracto acuoso de alpeorujo con P. chrysogenum-10 no solo elimino la
fitotoxicidad, sino que aument6 el peso de las plantas cuando se aplicd a suelo no
esterilizado a cualquier dosis. El extracto acuoso de alpeorujo inoculado con PYy.
cinnabarinus tuvo un efecto similar al anterior ya que incrementd el peso de alfalfa
cuando se aplico al suelo esterilizado a la dosis de 2,5% y al suelo no esterilizado a
todas las dosis utilizadas. T. versicolor no fue capaz de incrementar el peso de las

plantas de alfalfa en ningun tratamiento (Tabla 6).

Tabla 6. Peso seco de la parte aérea (mg) de plantas de alfalfa (Medicago sativa L.) cultivadas
en suelo esterilizado (SE), suelo esterilizado inoculado con G. deserticola (SE+G.d) y suelo no
esterilizado (SNE) en presencia de 0, 2,5, 5 y 10% de extracto acuoso de alpeorujo incubado sin
hongo (Control) o con los hongos saprobios P. chrysogenum-10, T. versicolor y Py.

cinnabarinus. Las letras distintas en cada columna denotan diferencias significativas segun el

test de Duncan (p<0,05).
Tratamiento Concentracion SE SE+ G.d SNE
de alpeorujo
(%)
Control 0 71,2 bc 90,2 abc 51,7 cd
2,5 54,0 abc | 117,0 bc 39,0 bc
5 42,0 abc | 101,7 bc 33,0b
10 350ab | 945abc | 135a
P. chrysogenum-10 25 81,0cd [130,0cd 78,0 ef
5 54,0 abc | 123,0 cd 1350 ¢
10 64,0bc | 81,0ab |156,0h
T. versicolor 25 71,0bc |118,0 bc 46,0 bc
5 39,0 abc| 83,0 abc 36,5 bc
10 31,0ab | 90,0abc | 11,0a
Py. cinnabarinus 25 1175d 91,0 abc 66 de
5 70,0bc | 97,0bc 88,5f
10 13,7 a 56,0 a 47,5 bc

190



Capitulo IV

El porcentaje de longitud de raiz colonizada de plantas de tomate cultivadas en
suelo no esterilizado disminuyod en presencia de cualquier dosis de extracto acuoso de
alpeorujo mientras que en suelo inoculado con G. deserticola se necesitaron dosis de 5 o
10% de dicho extracto acuoso para disminuir los niveles de micorrizacion (Tabla 7). La
incubacion del extracto acuoso de alpeorujo con los hongos P. chrysogenum-10, T.
versicolor y Py. cinnabarinus no modificé la disminucion del porcentaje de longitud de
raiz colonizada que se observd en ausencia de los hongos salvo en el caso de P.
chrysogenum-10 en suelo inoculado con G. deserticola a la dosis de 10% y Py.

cinnabarinus en suelo no esterilizado a la dosis de 2,5% (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de longitud de raiz colonizada en plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.) cultivadas en suelo esterilizado inoculado con G. deserticola (SE+G.d) y suelo no
esterilizado (SNE) en presencia de 0, 2,5, 5 y 10% de extracto acuoso de alpeorujo incubado sin
hongo (Control) o con los hongos saprobios P. chrysogenum-10, T. versicolor y Py.

cinnabarinus. Las letras distintas en cada columna denotan diferencias significativas segun el

test de Duncan (p<0,05).
Tratamiento Concentracion SE+ G.d SNE
de alpeorujo
(%)
Control 0 51,2d 22,5gh
2,5 37,7 bed 17,0 def
5 26,7 ab 12,0 bed
10 28,0 ab 6,7 ab
P. chrysogenum-10 2,5 45,0 cd 13,5 bed
5 31,0 abc 10,0 abc
10 45,0 cd 40a
T. versicolor 25 37,0 bed 15,7 cde
5 31,0 abc 11,0 abc
10 22,0a 55ab
Py. cinnabarinus 25 52,0d 245¢
5 28,7 ab 18,0 def
10 28,0 ab 7,7 ab
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La aplicacion de extracto acuoso en plantas de alfalfa cultivadas en suelo
inoculado con G. deserticola, no disminuy¢ el porcentaje de longitud de raiz colonizada
en cambio si redujo dicho porcentaje cuando se aplicd en suelo no esterilizado (Tabla
8). Cabe destacar que tras la aplicacion de extracto acuoso de alpeorujo incubado con P.
chrysogenum-10 en suelos inoculados con G. deserticola a dosis de 2,5 y 5% superaron

los niveles de micorrizacion de las plantas controles de alfalfa carentes de alpeorujo.

Tabla 8. Porcentaje de longitud de raiz colonizada en plantas de alfalfa (Medicago sativa L.)
cultivadas en suelo esterilizado inoculado con G. deserticola (SE+G.d) y suelo no esterilizado
(SNE) en presencia de 0, 2,5, 5 y 10% de extracto acuoso de alpeorujo incubado sin hongo
(Control) o con los hongos saprobios P. chrysogenum-10, T. versicolor y Py. cinnabarinus. Las
letras distintas en cada columna denotan diferencias significativas segiin el test de Duncan

(p<0,05).

Tratamiento Concentracion SE+ G.d SNE
de alpeorujo
(%)
Control 0 60,7 bcd 58,0 gh
2,5 58,2 bcd 43,5 def
5 51,2 ab 42,0 cde
10 57,0 bed 31,0 be
P. chrysogenum-10 2,5 100,0 f 64,0 h
5 870e 57,0 gh
10 70,0 cde 42,0 cde
T. versicolor 2,5 70,0 cde 56,0 gh
5 60,0 bed 28,0 ab
10 39,0a 190a
Py. cinnabarinus 2,5 72,0 de 41,5 cde
5 67,0 bed 49,0 efg
10 53,0 abc 34,0 bed
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4.3. Efecto del alpeorujo extractado con agua, transformado por
hongos saprobios, sobre el desarrollo de plantas inoculadas con

micorrizas

Materiales y métodos

En este ensayo se empleo alpeorujo extractado con agua incubado durante 60 dias
con los hongos saprobios seleccionados tal y como se describe en la seccion general del
capitulo Materiales y Métodos.

Se tuvieron en cuenta 3 factores de variacion. Dichos factores fueron suelo
esterilizado, suelo esterilizado inoculado con el hongo micorricico G. deserticola y
suelo no esterilizado. Cada factor contenia dos variables, una consistid en el factor
inoculacién del alpeorujo con los hongos saprobios que contenia 4 tratamientos: plantas
con alpeorujo incubado sin hongo (Control) o con los hongos saprobios C. rigida, T.
versicolor y Py. cinnabarinus. La segunda variable fue la proporcion de alpeorujo
afiadido a las plantas 0, 2,5 y 5%. Se realizaron 3 repeticiones por cada tratamiento.

Los ensayos se realizaron siguiendo el sistema de cultivo y determinaciones

descritas en el apartado 4.1.

Resultados

Tal y como se observa en la Tabla 9 el alpeorujo extractado con agua mostro
marcados efectos fitotoxicos reduciendo un 60% el peso seco de las plantas de tomate
cuando estas se cultivaron en suelo esterilizado. Los efectos fueron aun mas drasticos en
plantas cultivadas en suelo esterilizado e inoculado con G. deserticola o no esterilizado
reduciéndose entre 80 y 90% el peso seco de las plantas. La fitotoxicidad del alpeorujo
extractado se modifico por la incubacion con los hongos saprobios aunque esta varié en
funcion del hongo y del suelo utilizado. Todos los hongos redujeron la fitotoxicidad
respecto a su control cuando el alpeorujo extractado se aplicod a dosis de 2,5% en todos
los tipos de suelos ensayados. Cabe destacar el efecto de la inoculacion del alpeorujo
extractado con Py. cinnabarinus ya que a la concentracion de 2,5% en suelo esterilizado
lleg6 incluso a igualar el crecimiento de las plantas de tomate respecto a los controles

sin alpeorujo. Solo el hongo C. rigida a la concentracion de 5% disminuy6 la

193



Capitulo IV

fitotoxicidad del alpeorujo extractado cuando se aplicd al suelo inoculado con G.
deserticola y Py. cinnabarinus la redujo en suelo esterilizado y suelo no esterilizado
(Tabla 9).

Tabla 9. Peso seco de parte aérea (mg) de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
cultivadas en suelo esterilizado (SE), suelo esterilizado inoculado con G. deserticola (SE+G.d)
y suelo no esterilizado (SNE) en presencia de 0, 2,5 y 5% de alpeorujo extractado con agua
incubado sin hongo (Control) o con hongos saprobios C. rigida, T. versicolor y Py.

cinnabarinus. Las letras distintas en cada columna denotan diferencias significativas segun el

test de Duncan (p<0,05).
Tratamientos Concentracion
de alpeorujo SE SE+G.d SNE

(%)

Control 0 403,3 d 790,2 f 255,1e
2,5 153,3 ab 96,6 a 50,2 ab
5 100,0 a 140,5 abc 30,1a

C.rigida 2,5 283,3 ¢ 343,3 e 160,0d
5 180,0 abc 270,4 de 55,0 ab

T. versicolor 25 270,4 bc 240,1 cde 116,6 cd
5 170,1 abc 106,6 ab 46,6 ab

Py. cinnabarinus 25 465,5d 293,3 de 140,2d
5 270,1 bc 183,3 bcd 80,0 bc

El porcentaje de micorrizacion de plantas de tomate disminuy6 con la aplicacion
del alpeorujo extractado con agua a las dosis de 5% en suelo inoculado con G.
deserticola y a todas las dosis en suelo no esterilizado (Tabla 10). En el suelo inoculado
con G. deserticola se observd un aumento en la micorrizacion cuando se aplico
alpeorujo extractado inoculado con C. rigida a la dosis de 2,5% y T. versicolor a la
dosis de 2,5 y 5%. No se modificé el porcentaje de micorrizacion en plantas de tomate
cultivadas en suelo no esterilizado tras la aplicacién de alpeorujo extractado incubado
con los hongos objeto de estudio salvo tras la incubacién con Py. cinnabarinus en los

que se observd una disminucion de dicho porcentaje a la menor dosis.
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Tabla 10. Porcentaje de longitud de raiz colonizada en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) cultivadas en suelo esterilizado inoculado con G. deserticola (SE+G.d) y suelo
no esterilizado (SNE) en presencia de 0, 2,5 y 5% de alpeorujo extractado con agua incubado
sin hongo (Control) o con los hongos saprobios C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus. Las
letras distintas en cada columna denotan diferencias significativas segin el test de Duncan

(p<0,05).

Tratamientos Concentracion SE+G.d SNE
de alpeorujo

(%)

Control 0 27,2d 175¢
2,5 245d 110b
5 18,5¢ 55a

C.rigida 25 34,1e 14,5 bc
5 12,3 a 7,1 ab

T. versicolor 25 346e 14,6 bc
5 27,5d 55a

Py. cinnabarinus 25 13,2b 4,7 a
5 12,3 a 55a

Discusion

Los bioensayos de germinacion para valorar los efectos fitotoxicos de
determinados compuestos, presentan muchas ventajas frente a otros tipos de bioensayos
ya que durante el periodo de germinacion hay un metabolismo rapido, transporte de
nutrientes y una gran division celular, siendo en este caso las plantas muy susceptibles a
los efectos fitotoxicos (Ugrekhelidze et al., 1999). Sin embargo, estas técnicas no tienen
en cuenta sobre todo, el papel de los microorganismos del suelo donde se van a
desarrollar las plantas. No obstante, se ha encontrado que determinados
microorganismos rizosféricos pueden aumentar la fitotoxicidad del alpeorujo aplicado al
suelo (Martin et al., 2002).

El alpeorujo resultd altamente fitotoxico y dificultd el crecimiento de plantas de
tomate y alfalfa. De hecho la mayoria de los autores han indicado que los efectos
fitotoxicos de estos residuos son particularmente evidentes no solo durante la

germinacion sino en el desarrollo de las semillas de plantas superiores (Casa et al.,
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2003). Ginos et al. (2006) indicé que la fitotoxicidad de los residuos del olivar
disminuia considerablemente tras varios pre-tratamientos fisicos, atribuyendo este
hecho a la eliminacion de sustancias fitotoxicas en la fase liquida. Las fracciones fisicas
realizadas en el alpeorujo es decir, el extracto acuoso de alpeorujo y el sélido resultante
de la extraccion con agua resultaron menos fitotoxicas que el alpeorujo de partida, sin
embargo, este tratamiento fisico no eliminé la toxicidad del alpeorujo. Se ha descrito
que la fitotoxicidad de un compuesto puede afectar a las plantas de forma diferente en
funcion de la especie o tipo de suelo (Caspersen et al., 1999). En efecto, el extracto
acuoso de alpeorujo, por ejemplo, fue mas toxico sobre plantas de alfalfa que de tomate.
También se ha observado que las plantas de tomate y alfalfa mostraron un crecimiento
menor en suelo no esterilizado y, en general, los mejores resultados, en cuanto a
disminucion de fitotoxicidad, se observaron siempre cuando se esterilizaba el sustrato.
Este fenomeno quizés podria explicarse por la alteracion que supone la esterilizacion del
suelo de los componentes quimicos del mismo o la eliminacidén de microorganismos de
este que reaccionan incrementando la sensibilidad de las plantas a elementos fitotoxicos.
De hecho, la inoculacién microbiana de forma simultdnea a la aplicacion de alpeorujo
puede facilitar la accion de transferencia de sustancias fitotoxicas del alpeorujo a las
plantas, tal y como pudimos comprobar en nuestros ensayos en los que las plantas
micorrizadas, tanto con G. deserticola como con micorrizas autdctonas, mostraron un
crecimiento menor en presencia de alpeorujo (Martin et al., 2002). Por otro lado, se ha
descrito que el suelo debido a la presencia de enzimas, microorganismos y componentes
organominerales posee capacidad potencial para detoxificar pudiendo eliminar la carga
fendlica del suelo (Proietti et al., 1995; De Simone et al., 1999). En nuestros ensayos la
inoculacion del hongo micorricico G. deserticola no solo disminuy¢ la sensibilidad de
las plantas a la fitotoxicidad del extracto acuoso y del alpeorujo extractado con agua,
sino que aumento considerablemente el crecimiento de alfalfa y tomate en presencia de
bajas dosis de estas fracciones. El aumento de las condiciones nutricionales de la planta
y la proteccion ante situaciones de estrés por la accion beneficiosa de los hongos
micorricicos ha sido citado por diversos autores (Weissenhorn et al., 1995; George et
al., 1995) a lo que podria deberse el hecho de que los extractos de alpeorujo afecten en
menor grado a las plantas micorrizadas. Segin Donnelly y Fletcher (1994) los hongos
micorricicos son muy importantes como agentes biorremediadores, pero hoy en dia se
desconoce el comportamiento de las micorrizas arbusculares en la sensibilidad de las

plantas frente a diferentes fracciones de alpeorujo. Se piensa que al igual que ocurre con
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los metales pesados o pesticidas en el suelo, las sustancias fitotoxicas presentes en el
alpeorujo pueden influir en el incremento de la sensibilidad y/o resistencia que le
pueden proporcionar los hongos arbusculares a las plantas (Ocampo, 1993; Khan et al.,
2000). Por otro lado, la efectividad en esta modificacion de la sensibilidad a la
fitotoxicidad del alpeorujo por el hongo micorricico depende ademas del tipo de
asociacion hongo arbuscular-planta (Martin et al., 2002; Isidori et al., 2005; Komolis et
al., 2005). De hecho los hongos autoctonos no contribuyeron a paliar los efectos
fitotoxicos de las fracciones fisicas del alpeorujo sobre plantas de alfalfa y solo lo
hicieron en plantas de tomate cuando este se aplicé a bajas dosis.

El establecimiento de la simbiosis parece depender en gran medida de la
concentracion de compuestos toxicos en el suelo (Fries et al., 1997; Medina et al.,
2005). Como se ha observado previamente, el porcentaje de longitud de raiz colonizada
por G. deserticola y por los hongos autdctonos disminuyd considerablemente en
presencia de alpeorujo. El efecto de las fracciones fisicas del alpeorujo en la
colonizacién micorricica parece actuar a nivel de la planta al igual que ocurre con el
alpeorujo (Martin et al., 2002). De hecho, la disminucion del porcentaje de raiz
colonizada en tomate por extracto acuoso de alpeorujo y por el alpeorujo extractado con
agua fue paralelo a la disminucién del peso seco de la planta, en cambio no disminuyd
ni el porcentaje de micorrizacion ni el peso seco de alfalfa inoculada con G. deserticola.
Como sucede con otros contaminantes del suelo, el efecto del extracto acuoso de
alpeorujo y del alpeorujo extractado con agua en la colonizacion micorricica depende
del tipo de hongo (Volante et al., 2005) de hecho, las fracciones fisicas del alpeorujo
disminuyeron el porcentaje de micorrizacion en alfalfa por hongos autdctonos pero no
por G. deserticola.

Los hongos saprobios disminuyeron la fitotoxicidad del extracto acuoso de
alpeorujo sobre las plantas ensayadas, a excepcion de T. versicolor que no tuvo efecto
alguno sobre plantas de alfalfa. Como se ha mencionado anteriormente, el tipo de planta
es un factor determinante de la resistencia frente a la toxicidad de los residuos
procedentes de la aceituna y también de la repercusion que van a tener los hongos
saprobios sobre la disminucion de la toxicidad de estos residuos (Capasso et al., 1992;
Clark et al., 2004). El extracto acuoso de alpeorujo incubado con los hongos P.
chrysogenum-10 y Py. cinnabarinus se comporté como un fertilizante cuando se aplico
a dosis bajas sobre todo en plantas de tomate cultivadas en suelos esterilizados ya que

incrementaron el peso seco de las plantas respecto a las cultivadas en ausencia de
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alpeorujo. Este efecto potenciador del crecimiento puede deberse a que PY.
cinnabarinus degrada una gran cantidad de fenoles mediante la produccion de lacasa
cuando se cultiva en extractos acuosos de alpeorujo. P. chrysogenum-10, por otro lado,
aunque no degrada fenoles si muestra intensas actividades hidroliticas en estos extractos
con enzimas que podrian degradar sustancias de naturaleza no fendlica pero fitotoxicas
y que, por tanto, podrian resultar beneficiosas en el desarrollo de las plantas.

El efecto fertilizante de dosis bajas (2,5%) de extracto acuoso de alpeorujo
inoculado con los hongos saprobios se produjo tras la inoculacién de las plantas con el
hongo arbuscular G. deserticola. El efecto beneficioso del hongo arbuscular mas
destacable fue en el caso del extracto acuoso tratado con T. versicolor ya que mostré un
efecto fertilizante en plantas de tomate solo cuando se inoculd con G. deserticola. En
este caso, de nuevo cobra importancia el tipo de planta ya que ambos hongos no
disminuyeron la toxicidad causada por el extracto acuoso de alpeorujo en plantas de
alfalfa. Las micorrizas autoctonas también favorecieron la tolerancia de las plantas
frente a la presencia del extracto acuoso de alpeorujo sobre todo frente aquellos
extractos tratados con hongos saprobios. Sin embargo, este efecto favorecedor del
descenso de fitotoxicidad en presencia de los hongos arbusculares no se debid a un
aumento en la colonizacion micorricica ya que en ninguno de los casos la aplicacion de
extracto acuoso aumento6 el porcentaje de raiz colonizada. No obstante, se ha observado
que no siempre hay relacion entre el porcentaje de micorrizacion y la efectividad de la
simbiosis (Vierheilig y Ocampo, 1991; Garcia-Garrido et al., 2000). Por otro lado, los
hongos saprobios son capaces, no solo de eliminar elementos fitotéxicos presentes en el
alpeorujo, sino que también pueden producir metabolitos que favorezcan la accidon
beneficiosa de las micorrizas arbusculares (Garcia-Romera et al., 1998; Fracchia, 2002).

Los hongos saprobios no paliaron el efecto inhibidor del extracto acuoso de
alpeorujo sobre el porcentaje de micorrizacion de las plantas ensayadas. Se sabe que los
hongos saprobios en su proceso de incubacion del alpeorujo y sus fracciones son
capaces de disminuir la cantidad de fenoles de estos residuos (Sampedro et al., 2004b)
por tanto podemos pensar que los fenoles no serian los causantes del descenso en la
colonizacion. Cabe pensar que algun tipo de sustancia presente en dicho extracto podria
estar inhibiendo la colonizacién a nivel de la germinacion de las esporas tal y como se
ha observado con sustancias de tipo flavonoide, insecticidas o metales pesados
(Scervino et al., 2005a, b; Menéndez et al., 1999; Pawlowska y Charvat, 2004). En

algunos estudios donde se aplicaban lodos de plantas residuales a plantas micorrizadas
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se ha comprobado que es imposible separar los efectos de los metales pesados, materia
organica y estatus nutricional que aportan los residuos, en la infeccidn micorricica
(Angle y Heckman, 1986) todo lo cual nos hace dificil discernir el efecto del extracto
acuoso de alpeorujo en la infeccidn micorricica.

Como se ha mencionado anteriormente la extraccion con agua de los componentes
solubles del alpeorujo no eliminé la fitotoxicidad del residuo, pero si contribuy6 a la
reduccion de dicha fitotoxicidad. El alpeorujo extractado resultd menos fitotdxico que el
alpeorujo sin tratar, pero mas que su respectivo extracto acuoso, de manera que los
efectos fitotoxicos que no produjo el extracto acuoso los produjo el sélido extractado
con agua. En ese ensayo se vuelve a comprobar como el empleo de un suelo no
esterilizado en los ensayos con plantas potencia los efectos negativos de los residuos
debido, posiblemente, a los microorganismos del suelo que facilitan la transferencia de
sustancias fitotoxicas o a la presencia de materia organica polimerizada inaccesible para
la planta. Todos los hongos ligninoliticos redujeron la fitotoxicidad del alpeorujo
extractado respecto a su control a las dosis del 2,5%, sin llegar en ninglin caso a igualar
a las plantas cultivadas sin residuo de alpeorujo, hecho que si tuvo lugar tras la
incubacion del residuo con Py. cinnabarinus en suelo esterilizado. En este caso las
micorrizas no favorecieron el crecimiento de las plantas en presencia del residuo,
probablemente debido a la mayor concentracion de sustancias toxicas en el alpeorujo
extractado que en el extracto acuoso, salvo en el caso del alpeorujo extractado tratado
con C. rigida. Diversos autores han observado que en presencia de sustancias toxicas las
micorrizas pueden actuar favoreciendo el transporte de sustancias toxicas al interior de
las plantas dado el aumento de superficie que provocan en la raiz y por tanto
potenciando los efectos negativos de los contaminantes (Leyval et al., 1997; Martin et
al., 2002).

Segtin estudios realizados por Vassilev et al. (1998) con el empleo de alpechin
como fertilizante, la micorrizacién por G. deserticola no se afectd por la presencia del
residuo tratado o sin tratar, en cambio en nuestros ensayos el porcentaje de
micorrizacién disminuy6 por la presencia del alpeorujo o sus fracciones a partir de dosis
del 5% de residuo tal y como observaron otros autores (Martin et al., 2002), salvo en el
caso del alpeorujo extractado con agua e inoculado con C. rigida y T. versicolor que
aplicado a bajas dosis provocd un aumento en el porcentaje de micorrizacion. Las
micorrizas autoctonas del suelo también disminuyeron su colonizacion por la presencia

del residuo. Algunos estudios han mostrado como fenoles del tipo flavonoide pueden
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actuar aumentando o disminuyendo la germinacion de esporas en funcion de la
concentracion (Fries et al., 1997) ademas estan implicados en procesos de regulacion de
la simbiosis siendo un proceso altamente complejo que no solo depende del tipo de
flavonoide sino también de la especie de hongo (Scervino et al., 2005b). El alpeorujo
presenta flavonoides, sustancias que se extraen principalmente con solventes como el n-
propanol como se ha visto anteriormente en el capitulo III que podrian afectar a las

micorrizas disminuyendo el grado de colonizacion.

200



Capitulo V

Efecto del uso del alpeorujo y sus fracciones
fisicas sobre el desarrollo de plantas en
ensayos de invernadero y campo






Capitulo V

V. Efecto del alpeorujo y sus fracciones fisicas tratadas con hongos

saprobios sobre el desarrollo de plantas bajo condiciones de campo

Objetivo

Uno de los fines del tratamiento integrado del alpeorujo mediante un pre-
tratamiento fisico y posteriormente uno bioldgico es su uso como fertilizante en
agricultura. Mediante estos ensayos se pretende ver los efectos de ambos tratamientos
en el alpeorujo, sobre el crecimiento de plantas cultivadas en condiciones de

invernadero y campo.

5.1. Efecto del alpeorujo extractado con acetato de etilo vy

transformado por C. rigida en ensayos de invernadero

Materiales y métodos

Disefio experimental

En este ensayo se utilizd alpeorujo sin tratar y alpeorujo extractado mediante
soxhlet con acetato de etilo (ensayo 1) y con agua (ensayo 2), ambos incubados sin
hongo o con C. rigida. Este alpeorujo se afadié a plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) a distintas concentraciones.

Ensayo 1

En este ensayo se tuvieron en cuenta 2 factores de variacion que fueron suelo
esterilizado (A) y no esterilizado (B). Cada factor contenia 3 variables: una consisti6 en
el factor inoculacion del alpeorujo con un hongo saprobio que contenia 5 tratamientos:
plantas sin alpeorujo (Control), con alpeorujo incubado sin hongo (DOR) o con el
hongo saprobio C. rigida, con alpeorujo extractado con acetato de etilo incubado sin
hongo (EtOAc) o con el hongo C. rigida. La segunda variable fue la proporcion de
alpeorujo anadido a las macetas 2,5 y 5%. La tercera variable consistio en el tiempo de
incubacion del alpeorujo con el hongo saprobio (15 y 30 dias). Se realizaron 3

repeticiones por cada tratamiento.
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Ensayo 2

Se realiz6 de igual forma pero usando alpeorujo extractado con agua en soxhlet
(Agua III) e incubado durante 15 y 30 dias con C. rigida (Agua III-C.ri).

Sistema de cultivo

Se utilizaron macetas de 300 ml de capacidad que contenian una mezcla de suelo:
arena (1:1) esterilizado o no esterilizado segin el ensayo. El alpeorujo o alpeorujo
extractado, incubados con o sin hongo saprobio durante 15 y 30 dias se esterilizo y se
afiadi6 a las macetas en proporciones de 2,5 y 5%. Las semillas de tomate se
esterilizaron en superficie y tras su germinacion se seleccionaron en base a la
homogeneidad de tamafio disponiendo una plantula por maceta. Las plantas se
cultivaron bajo condiciones controladas de invernadero y semanalmente se aplico 10 ml
de solucion nutritiva Hewitt.

Las macetas se cosecharon a las 5 semanas de crecimiento y tras separar la parte
aérea de la raiz se determiné el peso seco de la parte aérea después de su secado en

estufa durante 48 h a 70 °C.

Resultados

Tal y como se observa en la Fig. 1 las plantas de tomate crecieron mejor en suelos
esterilizados que en suelos no esterilizados. Cuando se aplicod alpeorujo sin tratar o
extractado con acetato de etilo en suelos esterilizados se observé una disminucion del
peso de las plantas de tomate de un 90 y 55% respectivamente mientras que en suelos
no esterilizados la disminucion fue del 95 y 70%.

La inoculacion del alpeorujo sin tratar con C. rigida no modifico
significativamente la toxicidad de este, tanto en suelos esterilizados como no
esterilizados, en cambio el tratamiento del alpeorujo extractado con acetato de etilo
incubado durante 15 dias y 30 dias con el hongo C. rigida elimind la fitotoxicidad del
residuo alcanzando valores similares a los de las plantas control cuando se aplicd a
dosis del 2,5%. Cuando se aplicaron dosis de alpeorujo del 5% no se observaron
modificaciones en la fitotoxicidad (Fig. 1).

El alpeorujo extractado con agua disminuyo6 el peso de las plantas de tomate
cultivadas tanto en suelo esterilizado como en suelo no esterilizado. C. rigida elimino la

fitotoxicidad del alpeorujo extractado con agua en plantas cultivadas en suelo
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esterilizado pero no disminuy¢ la fitotoxicidad del extracto en plantas cultivadas en

suelo no esterilizado (Fig. 2).
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Fig. 1. Peso seco de la parte aérea de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas en
suelo esterilizado (A) y no esterilizado (B) sin alpeorujo (Control) y con varias concentraciones
de alpeorujo (2,5 y 5%) incubado sin hongo (DOR) o con el hongo C. rigida (DOR-C.ri) y
alpeorujo extractado con acetato de etilo en soxhlet incubado sin hongo (EtOAc) o con el hongo
C. rigida (EtOAc-C.ri) durante 15 y 30 dias. Letras distintas para cada tiempo de incubacion y

tratamiento indican diferencias significativas segtin el test de Duncan (p<0,05).
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Fig. 2. Peso seco de la parte aérea de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas en
suelo esterilizado (A) y no esterilizado (B) sin alpeorujo (Control) y con varias concentraciones
de alpeorujo (2,5 y 5%) incubado sin hongo (DOR) o con el hongo C. rigida (DOR-C.ri) y
alpeorujo extractado con agua en soxhlet incubado sin hongo (Agua III) o con el hongo C.
rigida (Agua III-C.ri) durante 15 y 30 dias. Letras distintas para cada tiempo de incubacion y

tratamiento indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

5.2. Efecto del alpeorujo extractado con acetato de etilo y

transformado por C. rigida en ensayos de campo

Materiales y métodos

Disefio experimental

El experimento se diseii¢ teniendo en cuenta tres factores de variacion que fueron
el tiempo de cultivo de las plantas de tomate: 2, 6 y 10 semanas. Cada factor contenia 5
tratamientos: plantas sin alpeorujo (Control), con alpeorujo incubado sin hongo (DOR)

o con el hongo saprobio C. rigida durante 20 semanas, con alpeorujo extractado en
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soxhlet con acetato de etilo incubado sin hongo (EtOAc) o inoculado con el hongo C.
rigida durante 4 semanas. Este ensayo se realizO en plantas de tomate con seis

repeticiones por tratamiento.

Sistema de cultivo

Se utilizaron semillas de tomate esterilizadas en superficie y pregerminadas en
semillero, las cuales se transfirieron a macetas de 100 ml de capacidad que contenian
una mezcla de arena:suelo:vermiculita (1:1:1). Al mes de crecimiento en condiciones de
invernadero se sembraron en parcelas de 40x30 cm de la EEZ a las que previamente se
habia mezclado el suelo hasta alcanzar la concentracion del 5% (v:v) del alpeorujo sin
tratar o extractado con acetato de etilo e incubados o no con C. rigida. En cada una de
las parcelas se aplico un tratamiento realizando 3 repeticiones por tratamiento y se
sembraron 4 plantas de tomate. Las plantas se regaron en funcion de sus necesidades
hidricas.

A las plantas de tomate cosechadas a las 2 y 6 semanas de crecimiento se les
determind el peso seco de la parte aérea después de secarla en estufa durante 48 h a 70
°C. A las plantas de 10 semanas se les recolectd los frutos de tomate determinando el

peso fresco de los mismos.

Resultados

Los resultados del ensayo en campo mostraron que tanto el alpeorujo sin tratar
como el alpeorujo extractado con acetato de etilo resultaron fitotoxicos para las plantas
de tomate de 2 semanas (Fig. 3). Este efecto fitotoxico se increment6 al aumentar el
tiempo de cultivo de las plantas de tomate. Tras el tratamiento con C. rigida se observo
en general un descenso en la fitotoxicidad de dichos alpeorujos aunque en ningun caso
el peso de las plantas de tomate llegd a superar a las plantas control. A las 2 semanas de
cultivo la disminucién de la fitotoxicidad se detecté solamente en el caso del alpeorujo
extractado con acetato de etilo e incubado con C. rigida, sin embargo a las 6 semanas C.
rigida fue capaz de reducir la fitotoxicidad tanto del alpeorujo sin tratar como del

alpeorujo extractado (Fig. 3).
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Fig. 3. Peso seco de la parte aérea (mg) de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
cultivadas durante 2 y 6 semanas sin alpeorujo (Control) y en presencia de alpeorujo incubado
durante 20 semanas sin hongo (DOR) o con el hongo C. rigida (DOR-C.ri) y alpeorujo
extractado con acetato de etilo incubado durante 4 semanas sin hongo (EtOAc) o incubado con
el hongo C. rigida (EtOAc-C.ri). Las letras distintas en cada columna para cada tiempo de

cultivo denotan diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

Nuestros resultados muestran como la cosecha de tomates descendid
drasticamente y de forma similar con la aplicacion tanto de alpeorujo sin tratar como de
alpeorujo extractado con acetato de etilo (Fig. 4). La inoculacion del alpeorujo sin tratar
y alpeorujo extractado con acetato de etilo con C. rigida increment6 de igual forma la
cosecha de tomates respecto a los controles no inoculados con el hongo llegando a

igualar a la cosecha de tomate sin alpeorujo.
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Fig. 4. Peso de frutos (g) de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas durante 10
semanas sin alpeorujo (Control) o en presencia de alpeorujo incubado durante 20 semanas sin
hongo (DOR) o con el hongo C. rigida (DOR-C.ri) y alpeorujo extractado con acetato de etilo
incubado durante 4 semanas sin hongo (EtOAc) o incubado con el hongo C. rigida (EtOAc-
C.ri). Las letras distintas en cada columna denotan diferencias significativas segun el test de

Duncan (p<0,05).

Discusion

Algunos estudios han mostrado que la biorremediacion del alpechin se favorece
con varios pretratamientos fisicos ya que permite con ello un mejor tratamiento
bioldgico (Beccari et al., 1999; Komilis et al., 2005). La extraccion de la fraccion
fenolica del alpeorujo con acetato de etilo, que elimind un 10% del contenido fenolico,
provoco una disminucion de la fitotoxicidad del alpeorujo en plantas de tomate en
ensayos de invernadero. Este hecho sugiere que los fenoles extraidos, que fueron
principalmente hidroxitirosol, p-tirosol, 4cido protocatecuico, acido dihidroximandélico,
acido vainillico, &cido p-cumdrico, monoacetil hidroxitirosol, &4cido elendlico,
oleuropeina, ligustrésido y luteolina, contribuyen en gran medida a la fitotoxicidad del
alpeorujo. Este resultado se contradice con aquellos mostrados por algunos autores que
comprobaron que tras la extraccion de los fenoles del alpechin el residuo seguia siendo
fitotoxico (Capasso et al., 1992). A pesar de extraer mayor cantidad de fenoles con el
agua que con el acetato de etilo se observaron resultados similares en cuanto a

fitotoxicidad en plantas de tomate, lo que indica que el extracto acuoso también
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contiene parte de las sustancias que se extraen con acetato de etilo y que contribuyen de
una forma similar a la fitotoxicidad del alpeorujo.

El tratamiento bioldgico de las fracciones fisicas del alpeorujo con el hongo
saprobio C. rigida contribuyo a disminuir e incluso a eliminar su fitotoxicidad. En todos
los estudios realizados sobre la utilizacion de residuos procedentes de la aceituna
coinciden en la necesidad de un tratamiento bioldgico antes de su aplicacion, ya que de
lo contrario, habria que diluir el residuo para no conseguir efectos negativos. Asi Cereti
et al. (2004) comprobo efectos positivos en el crecimiento del trigo aplicando alpechin
tratado con A. niger y suplementado con fosfato de roca. También se han realizado
estudios de aplicacion de alpechin tratado con hongos para el crecimiento de trébol,
plantas ornamentales y plantas con interés agricola como garbanzo, tomate, trigo o
habichuela (Vassilev et al., 1998; Garcia-Gomez et al., 2002; Mekki et al., 2006a).

Los elementos fitotoxicos del alpeorujo, principalmente fenoles, son muy
recalcitrantes y es necesario al menos un periodo de 20 semanas de incubacion con
hongos saprobios para reducirlos o eliminarlos (Sampedro, 2005). Sin embargo el
tratamiento fisico del alpeorujo con acetato de etilo o con agua permitié que el hongo
saprobio C. rigida disminuyera ¢ incluso eliminara la fitotoxicidad del residuo en un
periodo de 15-30 dias. La combinacion de ambos tratamientos, fisico y bioldgico,
permitiria, por un lado, la utilizaciéon de sustancias de interés industrial presentes en el
extracto de acetato de etilo y agua como es el hidroxitirosol (Fernandez-Bolafios et al.,
2002; Fernandez-Bolanos et al., 2004), y por otro, acortar el tiempo de detoxificacion
del residuo solido mediante la utilizacion de hongos saprobios.

Los residuos del olivar, cuando se emplean como enmendantes en condiciones de
campo, tienen un efecto negativo en las propiedades del suelo ya que produce:
inmovilizaciones del N disponible dada su baja relacion C/N, aumento en la salinidad
por su bajo pH e impermeabilizacion como consecuencia de la disminucion de su
porosidad, pero a pesar de ello aumentan el contenido en nutrientes y poblacion
bacteriana y fungica del suelo y por tanto genera un efecto beneficioso en la fertilidad
del mismo (Gallardo-Lara y Pérez, 1990; Saviozzi et al., 1991; Cabrera et al., 1996;
Cox et al., 1997; Alburquerque et al., 2004; Mekki et al., 2006b). Se sabe ademas que el
contenido en materia organica y el pH del suelo son factores muy importantes que
influyen en la fitotoxicidad de los fenoles (Wang et al., 1967) con lo cual no solamente
hay que tener en cuenta la fitotoxicidad del alpeorujo como un hecho aislado sino como

un conjunto de factores que interactuan entre ellos produciendo una determinada
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toxicidad en las plantas. El alpeorujo y sus fracciones fisicas provocan un efecto mas
dréstico en la disminucion del peso seco de las plantas cuando se aplica al suelo no
esterilizado de forma que ninguno de los tratamientos utilizados en el suelo no
esterilizado consigui6 eliminar completamente la fitotoxicidad del alpeorujo. La sintesis
de sustancias toxicas en la transformacion de los residuos por los microorganismos
autdctonos puede explicar este hecho. En efecto, los microorganismos autoctonos
existentes en el suelo de nuestros ensayos no permitieron la accidon detoxificadora de C.
rigida sobre el alpeorujo extractado con agua, aunque si disminuy6 la fitotoxicidad
causada por el alpeorujo extractado con acetato de etilo.

Se han realizado numerosos estudios sobre residuos de olivar, sobre todo de
alpechines, aplicados como enmendantes o fertilizantes a diferentes tipos de plantas
encontrando multiples efectos en funcion de la cantidad de residuo aplicada (Tomati y
Galli, 1992; Ammar y Ben Rouina, 1999; Rinaldi et al., 2003; El Hadrami et al., 2004).
Nuestros resultados mostraron que, en el ensayo de campo, el efecto fitotoxico del
alpeorujo sobre las plantas de tomate fue menos drastico que en invernadero a pesar de
utilizar la misma dosis de residuo (20g/kg suelo). Sin embargo, hay que tener en cuenta
que en el suelo de campo interviene mas el factor dilucion del alpeorujo que en el de las
macetas. No obstante, se observa un paralelismo de los resultados obtenidos en los
ensayos de campo con los de invernadero, ya que la aplicacion de alpeorujo redujo el
crecimiento de las plantas de tomate y el tratamiento fisico de extraccion con acetato de
etilo no eliming la fitotoxicidad del residuo en ambos experimentos. Sin embargo, C.
rigida fue capaz de eliminar la fitotoxicidad del alpeorujo extractado con acetato de
etilo de forma que tanto el peso seco de la parte aérea como la produccion de frutos fue
similar al de plantas cultivadas en ausencia de alpeorujo. Hay que destacar que C. rigida
fue capaz de eliminar la fitotoxicidad del alpeorujo extractado con acetato de etilo
después de 30 dias de incubacion mientras que el hongo saprobio necesitdé 20 semanas
para producir el mismo efecto en el alpeorujo sin tratar. Este resultado supone una
mayor eficacia en la detoxificacion del alpeorujo e incrementa la posibilidad de utilizar

este residuo como fertilizante.
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DISCUSION GENERAL

El alpeorujo es un subproducto que resulta fitotoxico para las plantas ya que la
aplicacion de una dosis agrondomica del 5% a plantas de tomate produce una reduccion
del 90% del peso seco de la parte aérea. La fitotoxicidad de este residuo es debida a la
presencia de sustancias de distinta naturaleza las cuales interactuan en el seno de una
matriz compleja confiriéndole dichas propiedades. Los &cidos fenolicos y otras
sustancias contenidas en la fraccion soluble del alpeorujo parecen ser los principales
responsables de la fitotoxicidad. Sin embargo, el residuo solido resultante de la
extraccion acuosa, también es toxico para la plantas lo que indica que no solo son las

sustancias solubles en agua las responsables de la fitotoxicidad del alpeorujo.

Nuestros resultados mostraron que tras realizar un fraccionamiento del alpeorujo
de forma orbital con agua, acetato de etilo, acetato de etilo y agua y metanol, el extracto
acuoso de alpeorujo fue el mas fitotoxico, inhibiendo la germinacion de semillas de
berro, con lo que la fraccion soluble de alpeorujo podria ser la mayor responsable de los
efectos fitotoxicos del alpeorujo. Este hecho puede deberse a la presencia de una alta
concentracion fenolica, una alta concentracion de polisacaridos junto con fracciones
poliméricas solubles responsables del color, ya que fue el extracto que contuvo mas
sustancias de este tipo. El extracto de acetato de etilo mostr6 fenoles de tipo o-difenoles
predominando el hidroxitirosol y el p-tirosol como fenoles mayoritarios. Algunos de
estos fenoles y en particular el hidroxitirosol son conocidos por sus propiedades
antioxidantes y se ha relacionado con la fitotoxicidad del alpeorujo, con lo que el
extracto de acetato de etilo, ademas de constituir una via para la disminucion de la
fitotoxicidad, puede ser visto como una fuente de obtencion de antioxidantes. A pesar
de la tipologia de sustancias que contiene el extracto de acetato de etilo, este no resultd
tan fitotoxico, hecho atribuible a la insolubilidad de dicho extracto en agua o bien a los
niveles de concentracion aplicados que fueron mucho menores, en cuanto a contenido
fenolico se refiere, respecto al extracto acuoso. En cambio su respectivo solido
extractado si continud siendo fitotoxico, posiblemente debido a restos del solvente o una
ineficacia en el proceso extractivo orbital. El extracto metandlico mostrd6 una
fitotoxicidad menor que el extracto acuoso y mayor que el extracto de acetato de etilo

en estrecha relacion con su contenido fendlico, mientras que el solido extractado con
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metanol permanecié siendo fitotoxico posiblemente debido a la naturaleza de los

componentes extraidos.

El fraccionamiento fisico del alpeorujo en el soxhlet resulté mas efectivo que el
orbital, de manera que la extraccion en soxhlet aumentd el contenido de fenoles
extraidos con el acetato de etilo en mas del triple que con extraccion orbital,
aumentando con ello la fitotoxicidad del extracto, pudiéndose relacionar la cantidad de
fenoles con la fitotoxicidad. Esta relacion entre la fitotoxicidad y la presencia de fenoles
permite afirmar que los fenoles intervienen en la fitotoxicidad dependiendo de la
concentracion. A su vez quedd un solido extractado con acetato de etilo con una
fitotoxicidad menor a la del alpeorujo sin tratar. El extracto acuoso volvio a resultar la
fraccion mas fitotoxica junto con el extracto de acetato de etilo, confirmandose la
implicacion de los acidos fendlicos en la fitotoxicidad. El residuo sélido de alpeorujo
que queda después de haber sido extractado con agua también mostrdé una toxicidad
menor que el alpeorujo sin tratar. El papel de la fraccion fendlica, extraida con acetato
de etilo, en la fitotoxicidad se pone de manifiesto tras la reduccion de la fitotoxicidad
del extracto acuoso de alpeorujo al que previamente se habia extraido con acetato de
etilo.

La extraccion secuencial del alpeorujo permitid la extraccion de todos los
componentes fenolicos hasta dejar un residuo practicamente sin fenoles el cual carecio
de fitotoxicidad. Se detectaron 25 compuestos de naturaleza fendlica de los cuales 3 no
se pudieron identificar. Observando todos los fenoles se puede decir que el alpeorujo
esta constituido por un gran abanico de fenoles de una amplia naturaleza siendo éstos el
acido protocatecuico, hidroxitirosol, hidroxitirosol glucosido, p-tirosol, 4acido
dihidroximandélico, acido vainillico, acido tetrahidroximandelico, oledsido, acido p-
cumarico, oleuropeina aglicona, acido 3,4,5 trimetoxibenzoico, hidroxitirosol acetato,
acido elendlico, luteolina-glucédsido, luteolina-rutinosido forma dialdehidica de la
dicarboximetil oleuropeina aglicona oxidada; verbascosido, oleuropeina, 6’-f3-
glucopiranosil-oledsido, 6’-B-ramnopiranosil-oledsido, ligustrosido, luteolina 'y
polimerina. De todos estos compuestos, el 6’-B-glucopiranosil-oledsido y el 6’-B-
ramnopiranosil-oledsido se detectaron por primera vez en alpeorujo. Algunos de ellos
aparecieron en todos los solventes hasta su total extraccidon mientras que otros fueron

mas especificos de cada solvente. En general el acetato de etilo extrajo los fenoles

216



Discusion general

monomeéricos y acidos fenodlicos, el propanol extrajo fenoles de tipo flavonoide y
secoiridioide, el metanol extrajo principalmente oledsidos y flavonoides y finalmente el
agua que se caracterizd por la presencia, ademas de flavonoides, de un conjunto de
compuestos poliméricos que aparecieron coeluidos, descritos en la literatura como la
polimerina. La extraccion secuencial permitié una reduccidon gradual de la fitotoxicidad

del residuo del alpeorujo resultante después de cada procedimiento.

Los hongos saprobios més efectivos en la disminucion de la fitotoxicidad del
alpeorujo fueron los hongos ligninoliticos, si bien en todos los casos no se pudo
relacionar esta disminucion exclusivamente con la reduccion del contenido fenolico. La
maquinaria enzimatica de estos hongos permite la modificacion de la fraccion fendlica
del alpeorujo, tanto en cultivos liquidos como en cultivos solidos y cuyas enzimas estan
implicadas en procesos de degradacion de una amplia variedad de residuos. A pesar de
que algunos hongos saprobios del suelo también son efectivos en la disminucion de la
fitotoxicidad del alpeorujo, asi como de diversos componentes toxicos, estos muestran
una degradacién mas selectiva que los hongos ligninoliticos en funcion del tipo de
medio, degradando principalmente polisacaridos, ademas de la posibilidad de liberacion
de metabolitos secundarios fitotdxicos. Sin embargo, los hongos ligninoliticos, no
produjeron metabolitos secundarios en el alpeorujo que fueran tdxicos para las plantas o
para la microflora del suelo. El alpeorujo o extractos del mismo no inhibieron el
crecimiento de los hongos, tanto ligninoliticos como saprobios del suelo, siendo capaces
de crecer incluso a altas concentraciones de alpeorujo sin requerir inductores, fuentes

carbonadas o nitrogenadas para la degradacion de diversas sustancias.

Las enzimas fingicas tanto hidroliticas como ligninoliticas mostraron tener un
papel muy importante en el mecanismo de detoxificacion del alpeorujo de modo que, en
la mayoria de los casos, se observo una relacion entre el descenso del contenido
fenolico la produccion de enzimas lacasa, Mn peroxidasa o ambas y el descenso de la
fitotoxicidad. La polimerizacion y despolimerizacion de estos fenoles parece ser, segin
estudios previos, uno de los mecanismos de actuacion de estas enzimas llegando en
ocasiones a formar moléculas de un tamafio tal que impediria su acceso a través de
cubiertas y paredes celulares, pero por otro lado podrian despolimerizar estas moléculas
formando polimeros con un tamafio lo suficientemente pequefio como para penetrar en

las células vegetales, este hecho explicaria casos en los que se observa una disminucion
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del contenido fenolico y en cambio se mantiene la fitotoxicidad. De forma general se
observo que en aquellos extractos mas ricos en azdcares, la produccion de lacasa y Mn
peroxidasa fue mucho mayor, siendo estos los extractos acuosos I y II obtenidos
mediante extraccion orbital y los extractos metanol, agua I, IT y III obtenidos en soxhlet,
asi como en aquellos solidos extractados en los que se usaron solventes incapaces de
extraer aziicares, como el acetato de etilo, el metanol y propanol. Se ha comprobado en
algunos estudios el hecho de que la produccion de este tipo de enzimas parece estar en
intima relacion con la cantidad de azlicares. Dentro del aprovechamiento integrado del
alpeorujo, la fraccion acuosa de este podria emplearse en el marco biotecnoldgico para
la obtencion de lacasas fingicas de alto interés en la industria. Las enzimas hidroliticas
también mostraron una relacion con el descenso de la fitotoxicidad, ya que parece ser
segin estudios de otros autores, que los restos de paredes celulares de los tejidos
presentes en el alpeorujo como restos de pulpa y huesos, pueden provocar efectos
fitotoxicos en las plantas. La produccion hidrolitica fue de forma general, mas alta en
sustratos solidos que en extractos liquidos y en estos ultimos la mayor produccion

hidrolitica se manifestod en extractos ricos en azucares como fueron los medios acuosos.

Los hongos mostraron comportamientos diferentes en funciéon del extracto
observandose, en la mayoria de los casos un descenso de la fitotoxicidad como
consecuencia de las transformaciones bioquimicas de los compuestos junto a su
metabolismo y en muchos casos también se observa una relacion entre la reduccion del

contenido fenolico y la disminucién de la fitotoxicidad.

Tanto los azicares como los fenoles constituyen una fuente de carbono para el
metabolismo de los hongos saprobios utilizando una u otra fuente segin el tipo de
hongo. La incubacion de los hongos en el alpeorujo y sus fracciones supuso un descenso
del contenido glucidico en la mayoria de los casos y en particular en los extractos

acuosos.

El hongo filamentoso del suelo P. chrysogenum-10 redujo la fitotoxicidad de los
extractos acuoso y metandlico de alpeorujo, dos extractos ricos en azucares. P.
chrysogenum-10 disminuy6 de forma rapida el contenido de azucares incrementando la
actividad metabolica. Sin embargo y a pesar del incremento de su actividad metabdlica,

este hongo no produjo enzimas ligninoliticas aunque si una gran cantidad de enzimas
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hidroliticas, por lo que la accion de estas enzimas parece jugar un papel muy importante
en la eliminacion de la fitotoxicidad de los extractos acuoso y metanolico de alpeorujo
por P. chrysogenum-10. A pesar de no producir enzimas ligninoliticos este hongo
redujo el nivel de fenoles totales presentes en el extracto metandlico pero no pudo
eliminar fenoles como el hidroxitirosol y p-tirosol.

En los residuos solidos de alpeorujo resultantes de las diferentes extracciones
orbitales, este hongo produjo gran cantidad de enzimas hidroliticas sobre todo endo-GN
y endo-XG y utilizé el contenido glucidico del residuo para su desarrollo. Ademas
produjo Mn peroxidasa que probablemente empled para disminuir drasticamente los
fenoles presentes en este residuo. No obstante la produccion de enzimas hidroliticas por
P. chrysogenum-10 parece el mecanismo principal por el que este hongo, al igual que
otros hongos saprobios del suelo, disminuyen la fitotoxicidad de los distintos

componentes del alpeorujo.

El hongo C. rigida redujo la concentracion de fenoles, principalmente en extractos
ricos en fenoles (Acetato de etilo I y II y metanol), de los obtenidos por el
procedimiento orbital y en todos los extractos obtenidos con soxhlet. En todos los
extractos orbitales en los que produjo un descenso en el contenido fendlico no se asocid
con un descenso en la fitotoxicidad, posiblemente este hongo no fue capaz de
polimerizar los fenoles hasta un nivel lo suficientemente elevado como para impedir su
acceso al interior de las plantas o bien los nuevos compuestos generados tras las
oxidaciones enzimaticas resultaron fitotoxicos para las plantas. En cambio este hongo
redujo la fitotoxicidad y el contenido de fenoles de la mayoria de los extractos
obtenidos mediante extraccion secuencial en soxhlet, si bien no eliminé completamente
los fenoles presentes en el extracto de acetato de etilo ni de propanol determinados
mediante HPLC. Ademas, este hongo en el extracto de propanol sintetizd un compuesto
fenolico nuevo como el acido dihidroximandélico, aunque este compuesto no fue
fitotoxico. Por otro lado, C. rigida fue capaz de metabolizar el gran contenido de
azucares presentes en el extracto acuoso de alpeorujo traduciéndose en un aumento de
su actividad enzimatica sobre todo de xiloglucanasas. La gran cantidad de pigmento
oscuro existente en el extracto acuoso es rico en xiloglucanos y pudo inducir la
actividad xiloglucanasa. Los enzimas hidroliticos producidos por C. rigida también

pueden intervenir en la reduccion de la fitotoxicidad presente en los extractos acuosos.
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En los alpeorujos extractados con los solventes en la secuencia del soxhlet se
observd que en sustratos solidos C. rigida transformé los fenoles y sustancias
potencialmente toxicas como restos de paredes celulares, con niveles considerables de
actividades ligninoliticas e hidroliticas, observando una relacion entre el descenso
fendlico y el descenso de fitotoxicidad en el alpeorujo extractado con acetato de etilo y
n-propanol. El alpeorujo extractado con todos los solventes y tratado con C. rigida
mostréd un efecto fertilizante no asociado al descenso fenolico ya que este extracto
mostr6 un bajo contenido en estos compuestos, sin embargo se podria asociar a la
intensa actividad hidrolitica en este sustrato, confirmando de nuevo el papel de los

restos de paredes celulares en la fitotoxicidad del alpeorujo.

T. versicolor puede considerarse como uno de los hongos mas efectivos en la
reduccion de los efectos fitotdxicos del alpeorujo. Este hongo es conocido por su buen
crecimiento en residuos lignoceluldsicos, produciendo lacasa y Mn peroxidasa bajo
condiciones de cultivo solidas y liquidas. En todos los extractos realizados de una forma
orbital con los diferentes solventes, salvo en el extracto metandlico, produjo una
reduccion cuantitativa y cualitativa de los fenoles y una reduccion de la fitotoxicidad.
Este hongo tuvo una gran actividad lacasa, sobre todo en los extractos acuosos del
alpeorujo, posiblemente debido a los carbohidratos solubles junto con otro tipo de
sustancias presentes en estos extractos y que parecen contribuir al aumento de la
produccion ligninolitica, lo que sugiere que determinados compuestos inducen la
produccion de lacasa y en particular aquellos de una naturaleza polar al igual que parece
ocurrir en el alpechin. Este hongo también fue el més efectivo en la decoloracion del
extracto acuoso de alpeorujo en medio MEA y agar, dada su potente maquinaria
ligninolitica y su capacidad para transformar los fenoles. En los extractos obtenidos con
soxhlet T. versicolor también disminuyo la fitotoxicidad de todos los extractos y siendo
en la mayoria de los casos el hongo mas efectivo en la disminucion del contenido
fenolico. De hecho se pudo observar que los fenoles de todos los extractos determinados
mediante HPLC, desaparecieron tras la incubacion con este hongo. El complejo
polimérico del extracto acuoso (Agua I) fue la inica sustancia que no desaparecié con la
incubacién con este hongo ya que como es sabido se trata de un complejo muy
recalcitrante que posiblemente requiere un periodo de tratamiento mayor. Sin embargo

T. versicolor mostrd una escasa actividad hidrolitica en medios liquidos con lo que
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podria decirse que su mecanismo de detoxificacion se basa exclusivamente en el empleo
de enzimas ligninoliticas.

En los respectivos residuos de alpeorujos extractados, redujo la fitotoxicidad de
los mismos sin la reduccion del contenido fendlico, dada la ausencia de actividad lacasa
y los niveles bajos de Mn peroxidasa. En los sustratos soélidos, la reduccion de la
fitotoxicidad del alpeorujo extractado se puede deber por tanto exclusivamente a la
accion de enzimas hidroliticas ya que este hongo produjo niveles considerables de

actividad endo-GN.

El hongo Py. cinnabarinus redujo la cantidad de fenoles de los extractos
obtenidos mediante extraccion orbital, mostrando una especial capacidad para degradar
el hidroxitirosol en la mayoria estos. Al igual que en el resto de hongos ensayados la
actividad lacasa fue especialmente importante en extractos acuosos. Py. cinnabarinus es
un gran productor de enzima lacasa por lo que se ha escogido como modelo de estudio
de este enzima. A pesar de esta alta produccion enzimatica, Py. cinnabarinus no redujo
la fitotoxicidad de la mayoria de los extractos obtenidos mediante extraccion orbital de
forma general, sino a determinadas concentraciones.

En los extractos obtenidos mediante soxhlet y tratados con Py. cinnabarinus no se
observo la relacion entre la disminucion de la cantidad de fenoles y la disminucion de la
fitotoxicidad. En todos los extractos de la secuencia elimind los fenoles detectados
mediante HPLC, salvo en el extracto de acetato de etilo, donde permanecieron fenoles
como el p-tirosol y un compuesto no identificado, que parecieron intervenir en la
fitotoxicidad de este extracto al no reducirse tras la incubacion con el hongo. En los
extractos acuosos obtenidos mediante soxhlet (Agua I, II y III) este hongo redujo el
contenido de fenoles y azucares de una forma eficaz y ademas mostr6 altas actividades
hidroliticas y ligninoliticas. A pesar de las modificaciones de estos parametros, el
tratamiento con Py. cinnabarinus produjo reducciones de fitotoxicidad solo a ciertas
concentraciones. Posiblemente los productos de las oxidaciones de la lacasa y Mn
peroxidasa produjeron esta disminucion de la cantidad de fenoles por polimerizacion sin
producir un descenso en la fitotoxicidad y en los casos en los que se observa este
descenso fitotdxico que pudo ser debido a la actuacion de las enzimas hidroliticas.

Parece ser que este hongo reduce las sustancias que causan toxicidad a las plantas
en los residuos solidos de alpeorujo obtenidos después de una extraccion orbital, de

modo que en los residuos de alpeorujo extractado con agua, tratados con el hongo
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redujo considerablemente la fitotoxicidad. Esta disminucion de la fitotoxicidad en
sustratos solidos obtenidos mediante extraccion orbital estuvo relacionado con la
actividad lacasa y con la actividad Mn peroxidasa, a pesar de ser un enzima que no se ha
observado en este hongo, posiblemente la Mn peroxidasa de este hongo se induce
gracias a ciertas sustancias presentes en el alpeorujo.

En los residuos de los alpeorujos obtenidos tras la extraccion secuencial con los
diferentes solventes, este hongo mostré una intensa actividad lacasa y redujo el
contenido fendlico, disminuyendo progresivamente esta produccidon enzimatica a
medida que disminuian los fenoles presentes en los distintos residuos obtenidos en la
secuencia de extraccion, poniendo de manifiesto la induccion que provocan los fenoles
del alpeorujo en la produccién de lacasa. Esta reduccion de la cantidad de fenoles
provoco disminuciones de la fitotoxicidad en los alpeorujos extractados con acetato de
etilo y n-propanol. Se observé un efecto potenciador de la germinacién en el ultimo

alpeorujo obtenido tras la extraccion secuencial, dada la ausencia de fenoles.

El fraccionamiento fisico constituyd una herramienta eficaz para disminuir los
efectos fitotoxicos del alpeorujo, de modo que las fracciones fisicas de este mostraron
una fitotoxicidad menor que el alpeorujo sin tratar, al aplicarlo sobre las plantas de
tomate. El biotratamiento con hongos saprobios tanto del suelo como de la madera
contribuy¢ a la eliminacion de la fitotoxicidad de las diferentes fracciones del alpeorujo,
si bien depende de la fraccion de alpeorujo empleada y del tipo de ensayo realizado, asi
en el extracto acuoso de alpeorujo, Py. cinnabarinus fue, de forma general, el hongo que
mejor eliminé la fitotoxicidad en plantas cultivada en suelo llegando a mostrar efectos
fertilizantes, mientras que en el alpeorujo extractado con agua, el hongo del suelo P.
chrysogenum-10 fue el que mejor eliminé la fitotoxicidad del alpeorujo. El hongo T.
versicolor, que eliminé gran cantidad de sustancias toxicas, mostrd ser muy eficaz en la
reduccion de la fitotoxicidad sobre la germinacion de semillas, sin embargo no fue tan
efectivo sobre el crecimiento de plantas cultivadas en suelo. C. rigida fue el hongo mas
efectivo en la eliminacion de las sustancias fitotoxicas del alpeorujo por diversas
estrategias en funcidn de la fraccidn, siendo el hongo que mas propiedades fertilizantes
aport6 a las fracciones de alpeorujo.

Se puede decir que no hay indicios claros acerca del papel de los fenoles en la
fitotoxicidad, tras los resultados variables obtenidos de la aplicacion directa del extracto

de acetato de etilo a las semillas, a las concentraciones obtenidas en la extraccion, a
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pesar de seer un extracto constituido exclusivamente por acidos fendlicos. En cambio la
eliminacion de fenoles provoca disminucion de la fitotoxicidad, como se observa con el
extracto acuoso al que previamente se han extraido los fenoles con acetato de etilo y con
el extracto acuoso resultante después de la secuencia de extractantes llevada a cabo con
soxhlet. Por lo tanto, el efecto fitotoxico estd intimamente ligado a la concentracion de
fenoles aplicada, ya que una concentracion de 17 g de fenoles/kg de alpeorujo inhibi6 la
germinacion de semillas, mientras que a partir de concentraciones de 9 g de fenoles /kg
de alpeorujo comienza a detectarse germinacion. Ademads, el hecho de que la
disminucién de la cantidad de fenoles no provoque de una forma generalizada la
disminucién de la fitotoxicidad, hace pensar que, en extractos coloreados, la
determinacion fendlica mediante métodos de cuantificacion colorimétrica requiere otro
tipo de técnicas. Posiblemente, la disminucion del contenido fendlico mediante
espectrofotometria se asocia, en parte, a una disminucion del color de la muestra, ya que
estos hongos poseen la capacidad de decolorar las muestras, con lo cual esta técnica
detecta la variacion de la densidad dptica como consecuencia del cambio de color,

ademas de detectar la modificacion de la cantidad de fenoles.

Los bioensayos de germinacion para valorar los efectos fitotoxicos de
determinados compuestos presentan muchas ventajas frente a otros tipos de bioensayos
ya que durante el periodo de germinacién hay un metabolismo répido, transporte de
nutrientes y una gran division celular, siendo en este caso las plantas muy susceptibles a
los efectos fitotoxicos. Sin embargo, estas técnicas no tienen en cuenta el estadio de
desarrollo de las plantas y sobre todo, el papel de los microorganismos del suelo donde
se van a desarrollar las plantas. De hecho se ha encontrado que determinados
microorganismos rizosféricos pueden aumentar la fitotoxicidad del alpeorujo aplicado al
suelo.

Se ha descrito que la fitotoxicidad de un compuesto puede afectar a las plantas de
forma diferente en funcion de la especie de planta o tipo de suelo. En efecto, el extracto
acuoso de alpeorujo, por ejemplo, fue mas toxico sobre plantas de alfalfa que de tomate.
También se ha observado que las plantas de tomate y alfalfa mostraron un crecimiento
menor en suelo no esterilizado y en general los mejores resultados en cuanto a
disminucién de fitotoxicidad se observaron siempre y cuando se esterilizaba el sustrato.

Este fendmeno quizas podria explicarse por la alteracion que supone la esterilizacion del
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suelo de los componentes quimicos del mismo o la eliminacién de microorganismos de

este que reaccionan incrementando la sensibilidad de las plantas a elementos fitotoxicos.

La inoculacion microbiana de forma simultanea a la aplicacion de alpeorujo puede
facilitar la accion de transferencia de sustancias fitotoxicas del alpeorujo a las plantas tal
y como pudimos comprobar en nuestros ensayos en los que las plantas micorrizadas,
tanto con G. deserticola como con micorrizas autoctonas, en presencia de alpeorujo
mostraron un crecimiento menor. El fraccionamiento fisico del alpeorujo modifico el
efecto de los hongos arbusculares sobre las plantas. En nuestros ensayos la inoculacion
del hongo micorricico G. deserticola no solo disminuy6 la sensibilidad de las plantas a
la fitotoxicidad del extracto acuoso y alpeorujo extractado con agua, sino que aument6
considerablemente el crecimiento de alfalfa y tomate en presencia de bajas dosis de
estas fracciones. Hoy en dia se desconoce el comportamiento diferente de las micorrizas
arbusculares en la sensibilidad de las plantas frente a diferentes fracciones de alpeorujo.
Se piensa que al igual que ocurre con los metales pesados o pesticidas en el suelo, las
sustancias fitotoxicas presentes en el alpeorujo pueden influir en el incremento de la
sensibilidad y/o resistencia que le pueden proporcionar los hongos arbusculares a las
plantas. Por otro lado, la efectividad en esta modificacion de la sensibilidad a la
fitotoxicidad del alpeorujo por el hongo micorricico depende ademas del tipo de
asociacion hongo arbuscular-planta. De hecho los hongos autdctonos no contribuyeron a
paliar los efectos fitotoxicos de las fracciones fisicas del alpeorujo sobre plantas de
alfalfa y solo lo hicieron en tomate cuando este se aplico a bajas dosis.

Los hongos saprobios disminuyeron la fitotoxicidad del extracto acuoso de
alpeorujo sobre las plantas ensayadas. El extracto acuoso de alpeorujo incubado con los
hongos Py. cinnabarinus y P. chrysogenum-10 se comportd como un fertilizante cuando
se aplico a dosis bajas en plantas de tomate inoculadas con G. deserticola y de alfalfa
colonizada por los endoéfitos arbusculares autdctonos, ya que incrementaron el peso seco
de las plantas respecto a las cultivadas en ausencia de alpeorujo. Este efecto potenciador
del crecimiento puede deberse a que Py. cinnabarinus degrada una gran cantidad de
fenoles mediante la produccion de lacasa y P. chrysogenum-10 aunque no degrada
fenoles, si muestra intensas actividades hidroliticas en estos extractos, con enzimas que
podrian degradar sustancias de naturaleza no fenodlica pero fitotdxicas y que, por tanto,
al reducir la concentracion de sustancias toxicas del suelo van a permitir que los hongos

arbusculares ejerzan su efecto beneficioso sobre el crecimiento de las plantas.
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Los hongos saprobios no paliaron el efecto inhibidor del extracto acuoso de
alpeorujo sobre el porcentaje de micorrizacion de las plantas ensayadas. Se sabe que los
hongos saprobios en su proceso de incubacion del alpeorujo y sus fracciones son
capaces de disminuir la cantidad de fenoles de estos residuos, por tanto podemos pensar
que los fenoles no serian los causantes del descenso en la colonizacion. Cabe pensar que
algin otro tipo de sustancia presente en dicho extracto podria estar inhibiendo la
colonizacién o que algunas sustancias presentes en el alpeorujo actien a nivel de la
germinacion de las esporas tal y como se ha observado con sustancias de tipo
flavonoide, insecticidas o metales pesados

El residuo procedente de las distintas fracciones del alpeorujo resultdé menos
fitotoxico que el alpeorujo sin tratar. En este caso las micorrizas no favorecieron el
crecimiento de las plantas en presencia del residuo e incluso aumentaron la sensibilidad
de las plantas a los mismos probablemente debido a la gran concentracion de sustancias
toxicas. Todos los hongos ligninoliticos redujeron la fitotoxicidad del alpeorujo
extractado. Pero solo C. rigida disminuy6 la fitotoxicidad del alpeorujo en plantas
colonizadas por G. deserticola.

El porcentaje de micorrizacion, sobre todo de los endofitos autdctonos, disminuyd
por la presencia los residuos procedentes de las distintas fracciones del alpeorujo, salvo
en el caso del alpeorujo extractado con agua e inoculado con C. rigida y T. versicolor
que aplicado a bajas dosis provoco un aumento en el porcentaje de micorrizacion.

Parece existir un umbral de toxicidad para el mecanismo de actuacion de las
micorrizas, tal y como sucede con otros contaminantes que pueden estar presentes en el
suelo, de manera que a partir de una cierta toxicidad las micorrizas favorecen la accion
de transferencia de las sustancias fitotoxicas del alpeorujo al interior de las plantas o
bien aportan resistencia a las plantas frente a los elementos fitotoxicos. Algunos
estudios han mostrado como fenoles del tipo flavonoide pueden actuar aumentando o
disminuyendo la germinacion de esporas en funcion de la concentracion, ademas estan
implicados en procesos de regulacion de la simbiosis siendo un proceso altamente
complejo que no solo depende del tipo de flavonoide sino también de la especie de
hongo. El alpeorujo extractado con agua presenta flavonoides, sustancias que se extraen
principalmente con solventes como el n-propanol que podrian afectar a las micorrizas
disminuyendo el grado de colonizacién en funcidon de su concentracion.

Algunos estudios han mostrado que la biorremediacion del alpechin se favorece

con varios pretratamientos fisicos permitiendo con ello un mejor tratamiento biologico.
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La extraccion de la fraccion fenodlica del alpeorujo con acetato de etilo, provocd una
disminucién de la fitotoxicidad del alpeorujo en plantas de tomate en ensayos de
invernadero. Este hecho sugiere que los fenoles extraidos, que fueron principalmente
hidroxitirosol, p-tirosol, 4acido protocatecuico, dacido dihidroximandélico, acido
vainillico, 4cido p-cumarico, monoacetil hidroxitirosol, acido elendlico, oleuropeina,
ligustrosido y luteolina, contribuyen en gran medida a la fitotoxicidad del alpeorujo. A
pesar de extraer mayor cantidad de fenoles con el agua que con el acetato de etilo se
observaron resultados similares en cuanto a fitotoxicidad en plantas de tomate, lo que
indica que el extracto acuoso también contiene parte de las sustancias que se extraen
con acetato de etilo y que contribuyen de una forma similar a la fitotoxicidad del
alpeorujo.

El tratamiento bioldgico de las fracciones fisicas del alpeorujo con el hongo
saprobio C. rigida contribuy6 a disminuir e incluso a eliminar su fitotoxicidad. Los
elementos fitotoxicos del alpeorujo, principalmente fenoles, son muy recalcitrantes y es
necesario al menos un periodo de 20 semanas de incubacion con hongos saprobios para
reducirlos o eliminarlos. Sin embargo el tratamiento fisico de este con acetato de etilo o
con agua permitio que el hongo saprobio C. rigida disminuyera e incluso eliminara la
fitotoxicidad del residuo en un periodo de 15-30 dias. La combinacién de ambos
tratamientos, fisico y bioldgico, permitiria, por un lado, la utilizacion de sustancias de
interés industrial presentes en el extracto de acetato de etilo y agua como es el
hidroxitirosol, y por otro, acortar el tiempo de detoxificacion del residuo solido
mediante la utilizacion de hongos saprobios.

El alpeorujo y sus fracciones fisicas provocan un efecto mdas dréastico en la
disminucion del peso seco de las plantas cuando se aplica al suelo no esterilizado de
forma que ninguno de los tratamientos utilizados en el suelo no esterilizado consiguio6
eliminar completamente la fitotoxicidad del alpeorujo. La sintesis de sustancias toxicas
en la transformacion de los residuos por los microorganismos autoctonos puede explicar
este hecho. En efecto, los microorganismos autoctonos existentes en el suelo de
nuestros ensayos no permitieron la accion detoxificadora de C. rigida sobre ¢l alpeorujo
extraido con agua, aunque si disminuy6 la fitotoxicidad causada por el alpeorujo
extractado con acetato de etilo.

Se observa un paralelismo de los resultados obtenidos en los ensayos de campo
con los de invernadero, ya que la aplicacion de alpeorujo redujo el crecimiento de las

plantas de tomate y el tratamiento fisico de extraccidon con acetato de etilo no elimind la
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fitotoxicidad del residuo en ambos experimentos. Sin embargo, C. rigida fue capaz de
eliminar la fitotoxicidad del alpeorujo extractado con acetato de etilo en ensayos de
campo de forma que tanto el peso seco de la parte aérea como la produccion de frutos
fue similar al de plantas cultivadas en ausencia de alpeorujo. Hay que destacar que C.
rigida fue capaz de eliminar la fitotoxicidad del alpeorujo extractado con acetato de
etilo después de 30 dias de incubacion mientras que el hongo saprobio necesitdo 20
semanas para producir el mismo efecto en el alpeorujo sin tratar. Este resultado supone
una mayor eficacia en la detoxificacion del alpeorujo e incrementa la posibilidad de

utilizar este residuo como fertilizante.
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CONCLUSIONES

1. El fraccionamiento fisico del alpeorujo mostré que la fraccioén soluble en agua y el
residuo solido resultante fueron téxicos para las plantas cuando se aplicaron a la dosis

agronomica.

2. Se detectaron 25 compuestos de naturaleza fenolica en el alpeorujo poniéndose de
manifiesto por primera vez la existencia del 6'-B-ramnopiranosil-oledsido y 6'-p-

glucopiranosil-oledsido en este residuo.

3. En la extraccion secuencial de alpeorujo, el acetato de etilo extrajo fundamentalmente
los fenoles monoméricos incluidos fenoles de interés farmacéutico como el
hidroxitirosol y la oleuropeina. El n-propanol extrajo algunos &cidos fendlicos y
compuestos de tipo flavonoide y secoiridoide, el metanol fenoles de tipo flavonoide y
secoiridoide y el agua fenoles de tipo secoiridoide, flavonoides glicosilados y
verbascosidos junto con una mezcla de compuestos coeluidos semejantes a la

polimerina del alpechin.

4. La extraccion secuencial del alpeorujo con acetato de etilo, n-propanol, metanol y
agua elimind la fitotoxicidad del mismo. La pérdida de fitotoxicidad en las sucesivas
extracciones fendlicas permite establecer una relacion entre la fitotoxicidad y la

presencia de fenoles.

5. Las enzimas ligninoliticas (lacasas y Mn peroxidasas) producidas por los hongos
tiene un papel muy importante en el proceso de detoxificacion del alpeorujo ya que en
la mayoria de los casos se observo una relacion estrecha entre el descenso del contenido
fenolico, el aumento de la produccion de lacasa y Mn peroxidasa y el descenso de la

fitotoxicidad.

6. Las enzimas hidroliticas celulasas, pectinasas y xiloglucanasas producidas por los

hongos saprobios también reducen la fitotoxicidad del alpeorujo.

7. Los hongos ligninoliticos C. rigida, T. versicolor y Py. cinnabarinus disminuyeron la

fitotoxicidad del alpeorujo principalmente por la accion de las enzimas Mn peroxidasa y
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lacasa mientras que el hongo filamentoso del suelo P. chrysogenum-10 disminuy6 dicha
fitotoxicidad principalmente por la produccion de enzimas hidroliticas pectinasa,

glucanasa y xiloglucanasa.

8. El hongo micorricico G. deserticola no solo disminuyd la sensibilidad de las plantas a
la fitotoxicidad del extracto acuoso y del alpeorujo extractado con agua, sino que
aument6 considerablemente el crecimiento de las plantas en presencia de bajas dosis de
estas fracciones. Sin embargo, los hongos autdctonos no contribuyeron a paliar los

efectos fitotoxicos de las fracciones fisicas del alpeorujo sobre plantas.

9. Los endofitos arbusculares autdctonos fueron mas sensibles a las fracciones fisicas

del alpeorujo que G. deserticola.
10. El tratamiento fisico del alpeorujo con acetato de etilo permitié que el hongo

saprobio C. rigida acortara de 20 a 4 semanas el tiempo necesario para eliminar la

fitotoxicidad del residuo sobre plantas, cultivadas tanto en invernadero como en campo.
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