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RESUMEN

El alpeorujo, residuo procedente de la extraccion del aceite de oliva mediante el sistema de dos
fases, administrado a dosis equivalentes a la recomendada como abono organico es fitotoxico
tanto para la germinacion de semillas como para el crecimiento de plantas. En la busqueda de
nuevas alternativas de reutilizacion de este residuo que impliquen el sector agrario y
medioambiental se ha puesto de manifiesto que los hongos saprobios disminuyen y algunos
eliminan la fitotoxicidad del alpeorujo, debido principalmente a la degradacion y/o
polimerizacion de los compuestos fenolicos del alpeorujo, sin embargo también hay otros
mecanismos implicados en la detoxificacion de dicho residuo como son la produccion de

enzimas hidroliticos y ligninoliticos.

ABSTRACT

Olive mill dry residue (DOR), a solid remaining from a two phase manufacturing process, has a
phytotoxic effect both in seed germination and the growth of plants. Itis very important to look for
new alternatives for the reutilization of this residue in the agricultural and environmental sector.
Saprobe fungi were able to decrease and eliminate the DOR. Phenolic compounds seem to be
the main cause of the phytotoxic effect of DOR and saprobe fungi can decrease phytotoxicity by
the degradation and/or polimerization of phenols. However hydrolytic and ligninolytic enzymes

can also be importantin the degradation of phytotoxic substances presentin DOR.

INTRODUCCION

El cultivo del olivar y la obtencién industrial de aceite de oliva tienen una extraordinaria
importancia economica y social en Espafia y particularmente, en Andalucia. En la actualidad se
estan produciendo cambios importantes en las tecnologias de extraccion del aceite de oliva. El
proceso tradicional o de “tres fases” que da lugar al aceite, residuo liquido (alpechines o aguas
de vegetacion con un gran poder contaminante) y residuo sélido (orujos) que se esta
sustituyendo de manera acelerada por el de “dos fases” que da lugar a aceite y a un residuo que
incluye el agua de vegetacion y restos de pulpa, piel y hueso. Este residuo es, posteriormente
desecado y sometido a una nueva extraccion industrial para la obtencion de aceite de orujo
quedando un nuevo residuo o “alpeorujo seco y extractado” (Figura 1). Actualmente mas del
70% del aceite de oliva espafiol se extrae con el sistema de dos fases. Este proceso representa
un ahorro del consumo de agua y evita la produccion de alpechines por lo que puede
considerarse como un proceso con mayores ventajas ambientales que el de “tres fases”.
Ambas actividades generan enormes cantidades de subproductos con un gran potencial
contaminante. El reciclado de esos subproductos representa una via para disminuir la
contaminacion ambiental y una posibilidad, tanto de aumentar la eficacia de las producciones
agricola e industrial como de disminuir sus costes de produccion.

El aprovechamiento de los subproductos y residuos organicos previamente estabilizados
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FIGURA 1. A) Olivar. B) Balsas de desecacion del alpechin. C) Apeorujo humedo. D) Alpeorujo
secoy extractado. E) Aceite de oliva.

contribuiria a solucionar uno de los mayores problemas que tiene planteado el sector agrario de
nuestro pais como es la necesidad de aplicar materia organica a los suelos. Esa escasez ha
provocado una reduccién importante de la fertilidad de los suelos, una pérdida de su capacidad
productiva y funcional y ha favorecido su degradacién y abandono. Debido al elevado coste y la
poca disponibilidad de abonos organicos, la utilizacion de residuos organicos provenientes de
desechos urbanos y vegetales como los residuos generados de la extraccion del aceite de

oliva, puede ser una via para la obtencion de abonos organicos.

Pese a los avances obtenidos en los Ultimos anos, todavia existen dudas sobre la
biodegradabilidad de estos efluentes, ademas, la dificultad técnica y los costes relativamente
elevados de tratamiento que no siempre son sostenibles por el sector agricola dificultan los

procesos de biodegradacion planteados hasta ahora.

Por otro lado, el previsible aumento de la generacion de alpeorujo exige la busqueda de
soluciones que permitan su valorizaciéon. Una de las vias que de momento tiene una
aplicabilidad mas viable es su uso en agricultura para lo cual este subproducto debe ser
previamente estabilizado y biotransformado con objeto de obtener enmiendas organicas
estables, que eviten los efectos nocivos sobre el suelo y los cultivos vegetales que estos
puedan generar. Se ha establecido la posibilidad de comportar diferentes residuos y
subproductos del sector olivarero como método para la preparacion de fertilizantes y

enmiendas (Paredes et al., 2002).
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Fitotoxicidad del alpeorujo seco y extractado. El alpeorujo tiene marcadas propiedades
fitotoxicas tanto en la germinacion de semillas como en el crecimiento de las plantas ya que se
ha observado que la aplicacion de 25 g/kg de este produjo una disminucién del peso seco de
distintas plantas (Figura 2). Uno de los principales responsables de los efectos toxicos
originados en las plantas por los residuos son los compuestos fenélicos que comienzan a
mostrar fitotoxicidad a concentraciones de 50 mg/kg (Wang et al., 1967; Fiestas Ros de
Ursinos, 1986; Wang et al., 2002b). Es posible que el contenido fendlico del alpeorujo (26 mg/g)
pueda ser el responsable de su fitotoxicidad, por lo que la aplicacion de 25 g/kg de alpeorujo

(contenido fendlico 650 mg/kg) daria lugar a la disminucion del crecimiento de la planta.

En estudios realizados con alpechin, se ha demostrado que existe un paralelismo entre la
toxicidad y la concentracion de fenoles siendo la fraccion aromatica de bajo peso molecular
particularmente toxica (Della Greca et al., 2001; Fiorentino et al, 2003). Ensayos de
fitotoxicidad llevados a cabo en plantas de tomate y calabacin, han mostrado que 4-
metilcatecol a una concentracion de 125 mg/kg causa serios dafios en las hojas (Capasso et
al., 1992).

Por otro lado, se ha encontrado que el acido caféico presente en alpechin es uno de los
componentes mas fitotdxicos para plantas de esparrago y lechuga provocando una reduccion
de crecimiento de estas a una concentracion menor de 99 mg/kg (Chou y Patrick, 1976;
Hartung et al., 1990). Ademas de los factores que afectan a la germinacion de las semillas, el
efecto fitotdxico del alpeorujo podria deberse a que la mayoria de sus componentes quedan
retenidos en el suelo modificando sus caracteristicas quimicas, fisicas y bioloégicas de forma

que perjudican el desarrollo de las plantas.
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FIGURA 2. A) Peso seco de la parte aérea de plantas de lechuga, soja y tomate crecidas
en presencia de distintas concentraciones de alpeorujo. B) Efecto fitotoxico del alpeorujo en
plantas de tomate.
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Reduccién de la fototoxicidad del alpeorujo mediante el empleo de hongos saprobios.
Los microorganismos son capaces de disminuir la contaminacién del suelo originada por los
residuos toxicos generados por las plantas (Arfmann y Rainer, 1990; Moreno et al., 1990). Los
hongos lignivoros o de pudricion que en la mayoria de los casos pertenecen a los
Basiodiomycetes, degradan preferentemente uno o mas componentes de la madera
causando tres tipos de pudricion: pudricion blanda, pudricion parda y pudricion blanca. Estos
ultimos tienen capacidad de degradar tanto lignina como compuestos xenobiéticos y ademas
detoxificar los residuos del olivar. Por otro lado los hongos saprobios del suelo que se
encuentran en la rizosfera y el rizoplano de las plantas, a partir de la cual obtienen beneficios
nutricionales, tienen capacidad de degradar acidos organicos, disacaridos, pectina, celulosa y
lignina. Estos hongos al igual que los que causan la pudricién blanca también tienen la
capacidad de mineralizar lignina, descomponer polimeros vegetales y detoxificar compuestos

fendlicos.

Uno de los principales mecanismos de detoxificacion de los microorganismos se ha atribuido a
su capacidad de metabolizar compuestos fenélicos (Hamman et al., 1999; Wang et al., 2002a).
Se han aislado varias especies pertenecientes al género Fusarium de suelos y efluentes

industriales caracterizados por tener fenoles o hidrocarburos que han demostrado ser muy
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FIGURA 3. Peso de la parte aérea de plantas de tomate cultivadas en presencia del alpeorujo
incubado y sin inocular a diferentes tiempos con los hongos saprobios. Fusarium lateritium
(F.la), F. oxysporum (F.ox), Paecilomyes farinosus (P.fa), Coriolopsis rigida (C.ri), Phlebia
radiata (P.ra), Poria subvermispora (P.su), Phanerochaete chrysosporium (P.ch), Pycnoporus
cinnabarinus (P.ci) y Pleurotus pulmonarius (P.pu).
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eficaces en su detoxificacion (Anselmo y Novais, 1992; Atagana, 2004; Mendonga et al., 2004;
Santos y Linardi, 2004). Algunos hongos saprobios del género Fusarium, son capaces de
disminuir el contenido fendlico del alpeorujo y se encontré correlacion entre dicho descensoy la
reduccion de lafitotoxicidad del alpeorujo (Figura 3) (Sampedro et al., 2004). Recientemente se
ha establecido que hay relacion entre descenso del contenido fendlico por actividad microbiana

y disminucion de fitotoxicidad (Blum et al., 2000; Caspersen et al., 2000).

Los hongos saprobios de la madera también son capaces de degradar los fenoles presentes
en alpechin, en efecto se ha encontrado hongos capaces de reducir el contenido total de
fenoles en un porcentaje aproximado entre 65 y 90% en ausencia de suplementos externos
adicionados (Martirani et al., 1996; Kissi et al., 2001; Fountoulakis et al., 2002; D'Annibale et
al., 2004b). Se ha demostrado que algunos hongos degradadores de la madera disminuyeron
la fitotoxicidad y el contenido fendlico del alpeorujo, sin embargo también se ha observado que
otros hongos saprobios de la madera que son capaces de disminuir el contenido fendlico del
alpeorujo no son capaces de disminuir la fitotoxicidad del alpeorujo. Esta actuacion distinta de
los hongos saprobios se debe posiblemente a las diferencias en la maquinaria enzimatica de
cada hongo implicada en la degradacion de compuestos fendlicos (Camarero et al., 1994;

Giovannozzi-Sermanni et al., 1994).

Ademas, la toxicidad del alpeorujo incubado con los distintos hongos saprobios, no disminuye
de la misma manera ya que se ha observado que la inoculacion del alpeorujo con
determinados hongos saprobios disminuye el efecto inhibidor de dicho residuo en unas
plantas y no en otras. Se sabe que algunos compuestos fendlicos tienen efectos variables enla
viabilidad de diferentes plantas (Wang et al., 1967). Por lo tanto, existe la posibilidad de que
estos hongos saprobios degraden ciertos fenoles que sean téxicos para unas plantas y no lo
sean para otras. Por otra parte, en determinadas circunstancias cuando un compuesto
fendlico presente en residuos complejos se metaboliza por una via alternativa se pueden
generar algunos compuestos intermedios toxicos (Ramos y Timmis, 1987). Ademas, el efecto
de sustancias fenolicas sobre el crecimiento de plantas podria ser distinto segun el suelo
donde se desarrolla la planta, de hecho, el contenido en materia organica y el pH de los suelos

son factores importantes que influyen en lafitotoxicidad de los fenoles (Wang et al., 1967).

Se ha descrito que algunos hongos saprobios son capaces, no solo de reducir, sino de eliminar
completamente la toxicidad del alpeorujo. F. oxysporum, F. lateritiumy P. radiata transforman
totalmente el alpeorujo después de 20 semanas de incubacién eliminando totalmente su
fitotoxicidad. El alpeorujo es toxico para las plantas principalmente debido a su contenido
fendlico y los hongos saprobios son capaces de disminuir este contenido y con ello la

fitotoxicidad del alpeorujo.
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Cambios en la composicién quimica del alpeorujo durante el proceso de incubacién
con hongos saprobios. La accion de los hongos saprobios sobre los compuestos fenolicos
del alpeorujo y su relacion con la fitotoxicidad es muy compleja, por lo que es importante
conocer los mecanismos de accién de los hongos sobre los compuestos fendlicos del
alpeorujo. Se ha descrito que los polifenoles existentes en el alpeorujo, aguas residuales de la
obtencion de la aceituna y alpechin, son de naturaleza muy téxica y a su vez diversa (Moreno
et al., 1990). Los principales fenoles monoméricos de extractos de acetato de etilo del
alpeorujo fueron hidroxitirosol, tirosol y catecol. En numerosos estudios se ha confirmado la
eficacia de la extraccion con acetato de etilo para detectar compuestos fendlicos de bajo peso
molecular (Visioli et al., 1999). No se encontré hidroxitirosol glucésido que previamente habia
sido identificado en aceitunas maduras y en alpechin (Romero et al., 2002), asi como en la
extraccion del alpeorujo que realizamos con metanol, por lo que suponemos que el método de

extraccion del residuo influye en el aislamiento de los distintos compuestos fendlicos.

Ademas se detectaron otros cuatro compuestos fendlicos 4-metilcatecol, acido vainillico, acido
p-cumarico y acido ferulico y dos compuestos no fendlicos, los acidos 3,4-dimetoxicinamico y
4-metoxicinamico. Otros acidos fendlicos, como acido protocatéquico, acido veratrilico,
siringico, cindamico o p-hidroxyfenilacético, encontrados en el alpechin mediante extraccion
con acetato de etilo por Balice y Cera (1984) y Lafont ef al. (1999), no se detectaron en el
alpeorujo debido posiblemente a que la extraccion con hexano y las diferentes etapas de
secado durante el procesado del alpeorujo podria dar lugar a una reduccién de ciertos

polifenoles respecto al material de origen de la aceituna (Perrin, 1992).

La incubacién del alpeorujo con hongos saprobios durante 2 semanas produce solo la
disminucion de algunos compuestos monociclicos mientras que al aumentar las semanas de
incubacién hasta 20 semanas se eliminaron todos los compuestos (Figura 4). Resultados
similares se obtuvieron en estudios con alpechin en los que la incubacién con L. edodes

supuso la eliminacién de catecol y derivados del acido cinamico (D'Annibale et al., 2004a).

Debe considerase que la habilidad de degradacion de los hongos saprobios depende de la
concentracion de oxigeno y por lo tanto de la porosidad de la matriz, parametro importante que
en la mayoria de los casos va a condicionar la capacidad degradadora de los hongos. Se ha
encontrado un descenso del 70% de los polifenoles totales en la pulpa de aceituna tratada
durante 10 semanas con P, flavido-alba (Linares et al., 2003), mientras que se observé una
tendencia similar en alpechin tratado durante 2 semanas con P. ostreatus (Aggelis et al., 2003).
Se han encontrado diferencias significativas en disminucion de fenoles y decolorizacion de
residuos del olivar segun los hongos utilizados y el tiempo de incubacion (Kissi et al., 2001). Se

ha observado que tras 2 semanas de incubacion P. cinnabarinus y F. lateritium eliminaron
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practicamente hidroxitirosol y su glucosido del alpeorujo, sin embargo tirosol se comportd
como el compuesto mas recalcitrante. Estos resultados se asemejan a los descritos

previamente para alpechin donde los o-difenoles como hidroxitirosol se degradaron mas
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FIGURA 4. Cromatograma HPLC de compuestos fendlicos presentes en alpeorujo incubado y
sin incubar durante 2 y 20 semanas con el hongo saprobios C. rigida. Picos: (1) hidroxitirosol 4-
glucodsido, (2) hidroxitirosol, (3) salidrésido, (4) tirosol, (5) luteolina 7-glucésido, (6) rutina'y (7)
oleuropeina.
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rapidamente que monofenoles, tendencia que se ha confirmado por la mayoria de los hongos

ensayados con alpeorujo (Chen et al., 1996; D'Annibale et al., 1998).

Por otra lado, L. edodes necesité 10 dias para disminuir a la mitad el contenido de tirosol del
alpechin (D'Annibale et al., 2004a) y Azotobacter vinelandiitras 7 dias de incubacién fue capaz
de eliminar completamente dicho compuesto en el mismo residuo (Piperidou et al., 2000). De
todos los hongos saprobios estudiados, solo P. chrysosporium fue capaz de eliminar el tirosol
del alpeorujo tras su incubacion durante 2 semanas. También se ha demostrado que este
hongo es el mas efectivo en la eliminacion de fenoles tales como los acidos siringico, vainillico,
p-hidroxi-benzoico y p-cumarico de residuos de maiz (Chen et al., 1996). Se supone que
enzimas liberadas por los hongos saprobios durante la incubacion de los residuos del olivar
primero oxidan y posteriormente polimerizan los fenoles monomeéricos, pero la informacion en
el que se describa la transformacion de tirosol durante el tratamiento con hongos es muy

escasa (Vinciguerra et al., 1997).

Hidroxitirosol es un compuesto que contribuye al potencial biolégico del aceite de oliva y
alpechin debido a su potente actividad antioxidante (Ryan y Robarts, 1998; Visioli et al., 1995;
Galliy Visioli, 1999; Manna et al., 1999). Este compuesto puede obtenerse a partir de aceite de
oliva (Chikamatsu et al., 1996), de pasta de aceitunas (Felizon et al., 2000) y de huesos de
aceituna y alpechin (Fernandez-Bolafios ef al.,1998, 2002) mediante tratamiento al vapor.
Ademas se han desarrollado otros métodos de produccion de hidroxitirosol como métodos
cromatograficos de purificacion de alpechin (Capasso et al., 1994) y procedimientos sintéticos
(Verhe et al., 1992). Se ha observado que el hongo P. farinosus tiene un comportamiento
singular en la incubacion del alpeorujo ya que hidroliza los fenoles glucésidos en sus
respectivos fenoles simples debido posiblemente a la produccién por el hongo del enzima -
glucosidasa capaz de romper el enlace glucosidico de dichos fenoles. Este resultado tan
interesante nos abre la posibilidad de uso del alpeorujo como sustrato para la obtencion de

antioxidantes fendlicos, concretamente el hidroxitirosol con un consumo energético muy bajo.

Elimpacto del crecimiento del hongo saprobio sobre la fraccion aromatica del alpeorujo se hizo
evidente después de 20 semanas de incubacién. El porcentaje de reduccion de fenoles
extractables en acetato de etilo obtenido en alpeorujo incubado con hongos del género
Fusarium parece deberse a la polimerizacion en lugar de a reacciones de eliminacién de
fenoles. De hecho, analisis mediante RP-HPLC y GC-MS no mostraron productos tipicos de la
rotura de anillos fendlicos como serian los acidos mucénicos o carboximucénicos y sus
lactosas derivadas. Ademas, no se detectaron actividades intracelulares implicadas en la
hidroxilacién y rotura de anillos fendlicos independientemente del tiempo de incubacion.

Aunque es importante destacar que algunos estudios han mostrado la capacidad de varias
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especies de Fusariumde crecer en presencia de fenoles como Unica fuente de carbonoy en las
que se detecta enzimas como la catecol-1,2-dioxigenasa o protocatecol-3,4-dioxigenasa
sugiriendo la presencia de rutas de rotura de anillos del tipo ortho (Boominathan y Mahadevan,
1989; Santos y Linardi, 2004).

Elincremento en el contenido de lignina polimérica precipitable en acido (APPL) del alpeorujo
incubado con hongos del género Fusarium durante su incubacion podria atribuirse tanto a una
fragmentacion parcial de la lignina como a la formacién de oligomeros a través de
acoplamientos oxidativos de componentes aromaticos simples (Figura 5) (Crawford y Pometto,
1988; Giovannozzi-Sermanni et al., 1991). Hay que tener en cuenta que APPL, al ser un
polimero intermediario en la degradacion de la pared celular de plantas es un carbohidrato mas
complejo que la lignina (Crawford y Pometto, 1988; Giovannozzi-Sermanni et al., 1991) por lo
que el incremento de APPL puede deberse a la accién de enzimas hidroliticas y ligninoliticas

producidas por los hongos saprobios. El incremento en APPL obtenido con alpeorujo ha sido

o0+
snd A Control
A00+
400+
300+
2004
100

E.036
5251

10.261

10.713

7004 -
s B F. lateritium

s00 4 (2 semanas)
4004
3004
2004
100

5195
§.080
10.245

Absorbancia (282 nm)

;gg c F. lateritium
500 (20 semanas)
400+
300+
200
100+

F.rar

[ f=i=)

1188

T
0 g 10 18 0
Tiempo (min)

FIGURA 5. Cromatograma SEC-HPLC de lignina polimérica precipitable en acido (APPL)
extractada del alpeorujo no incubado (A) y alpeorujo incubado durante 2 (B) y 20 (C) semanas
con el hongo saprobio F. lateritium.
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también observado en otros estudios llevados a cabo con distintos hongos y diferentes
residuos. Se ha observado que el tipo de fuente de nutrientes presente en el residuo influye en
la produccion de APPL, asi se ha demostrado que fuentes organicas de nitrégeno aumentaron
la degradacion de lignocelulosa y la produccion de APPL en mayor cantidad que para fuentes

de nitrégeno inorganicas (lyo y Antai, 1988).

La transformacién parcial de fenoles monociclicos en productos poliméricos en alpeorujo
incubado durante su incubacién puede ser la causa de la reduccién de la fitotoxicidad
observada en determinadas plantas. Asi, se ha sugerido que el aumento del grado de
polimerizacion de los productos de reaccion de las fenoloxidasas con respecto a los
compuestos originales pudo dar lugar en un enorme descenso de la accesibilidad a la

membrana celular de la planta (Casa et al., 2003).

En general observamos que todos los fenoles monoméricos del alpeorujo seco y extractado
se eliminaron tras largos periodos de incubacion con los hongos saprobios utilizados. El
comportamiento diferente de los hongos después de corto periodo de incubacion es un dato

importante para optimizar el biotratamiento del alpeorujo.

Mecanismos de eliminacion de la fitotoxicidad del alpeorujo por los hongos saprobios

Se han encontrado indicaciones que apuntan a que la reduccion de la fitotoxicidad del
alpeorujo puede estar relacionada con la disminucion del contenido fendlico llevada a cabo por
determinados hongos saprobios (Sampedro et al., 2004). Sin embargo, tambien se ha puesto
de manifiesto que determinados hongos saprobios pueden utilizar la produccion de enzimas

hidroliticos como mecanismo de detoxificaciéon del alpeorujo (Aranda et al., 2004).

Los fragmentos de paredes celulares y sus componentes como son oligosacaridos y
glucoproteinas de residuos vegetales, son toxicos para las plantas (Bucheli et al., 1990). Los
hongos saprobios producen enzimas que degradan polisacaridos de pared celular tanto de tipo
constitutivos como inducidos (Mullen y Bateman, 1975). Se ha observado actividad
endoglucanasa y endoxilanasa en residuos vegetales incubados con hongos saprobios
(Panagiotou et al., 2003). Los hongos saprobios crecidos en alpeorujo producen enzimas
hidroliticos para descomponer la materia organica y paredes celulares del residuo y utilizar las

fuentes de carbono procedentes de la descomposicién para su nutricion.

También se detecto actividad endopolimetilgalacturonasa (endo-PMG), endoglucanasa (endo-
GN) y endoxiloglucanasa (endo-XG) en alpeorujo incubado con hongos saprobios y los niveles
de las distintas actividades enzimaticas variaron dependiendo del tipo de hongo y del tiempo de

incubacién de estos en alpeorujo. La actividad endo-PMG producida por la mayoria de los
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hongos disminuyd rapidamente después una corta incubacion. Este hecho indica la
accesibilidad de sustratos pectinicos existentes en alpeorujo y la facilidad de su degradacion
por la mayoria de los hongos utilizados. No ocurre lo mismo con las actividades endo-GN y
endo-XG que se incrementan a lo largo del tiempo de incubacién del alpeorujo con la mayor

parte de los hongos.

Las moléculas de celulosa y xiloglucano son componentes mayoritarios de las paredes
celulares existentes en alpeorujo formando estructuras complejas. Varios hongos son capaces
de producir endo-PMG, endo-GN y endo-XG cuando crecen en presencia de extracto acuoso
de alpeorujo y que existe una correlacién entre el descenso de fitotoxicidad del extracto acuoso
de alpeorujo y la cantidad de enzimas hidroliticos producidos por los hongos saprobios (Aranda
et al., 2004). Sin embargo esta correlacion no se puede generalizar en alpeorujo. La mayor
cantidad de sustratos enzimaticos que se degradan por los hongos y sobre todo la mayor
dificultad para acceder a ellos puede explicar que la degradacion de los compuestos fitotdxicos
de las paredes celulares vegetales existentes en alpeorujo no pueda llevarse a cabo con la

misma facilidad que en extractos acuosos de alpeorujo.

La implicacién de las enzimas ligninoliticas en la degradacion de compuestos recalcitrantes es
un tema controvertido. Algunos autores sugieren que no estan involucradas en el proceso de
detoxificacion (Yadav y Reddy, 1992; Bezalel et al., 1996; Ichinose ef al., 1999) mientras que
otros postulan una posible implicacion de lacasas y peroxidasas en los procesos de
biotransformacién durante la degradacion de contaminantes aromaticos (Okeke et al., 1994;
Gramss etal., 1999).

Solo se detectaron actividades fenoloxidasas en alpeorujo incubado con algunos hongos
saprobios, ademas los valores fueron muy bajos y en la mayoria de los casos disminuian
conforme aumentaba el tiempo de incubacion. Se sabe que la produccion de enzimas
ligninoliticas en diferentes especies de hongos depende de la composicién y de las condiciones
de cultivo (Rogalski et al., 1991; Schoemaker et al., 1991; Hammer y Schauer, 1997), pero

sobre todo a la gran heterogeneidad de las especies (Hammery Schauer, 1997).

La disminucioén de actividades ligninoliticas con el tiempo de incubacion podria explicarse por
una inactivacion de las enzimas de hecho algunos autores encontraron que F. solaniinhibia la
produccién de enzimas ligninoliticas en periodos largos de tiempo (Szklarz et al., 1989). La
ausencia total de actividad enzimatica en el sobrenadante de cultivos no indica la carencia de
capacidad de producir estos, el sistema enzimatico puede inhibirse por diferentes factores que
interfieren en su expresion (Bollag y Leonowicz, 1984; Deshpande et al., 1992). La baja o nula

actividad enzimatica detectada podria explicarse si se asume que las moléculas enzimaticos
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activos estan incorporadas en nuevos productos formados, probablemente de naturaleza
soluble polimérica con la consiguiente inmovilizacion. Asi, otros resultados obtenidos con
enzimas de diferente naturaleza, como invertasas, fosfatasa y ureasa parecen apoyar esta
hipotesis, la adsorcién asi como la incorporacion de estas enzimas en complejos 6rgano y
organo-minerales redujeron fuertemente la actividad de las enzimas implicadas (Gianfreda et
al., 1995; Rao etal., 2000).

Muchos estudios han confirmado los efectos de activacién de la produccién de enzimas
ligninoliticas en residuos vegetales tanto liquidos (Ardon et al., 1996; Crestini et al., 1996) como
sélidos (Elisashvili et al., 1998) que contienen fenoles. El alpechin es un extracto de plantas
que contiene fenoles y su aplicacion a cultivos liquidos de hongos conduce a un incremento de
la produccion de oxidasas modificadoras de la lignina en L. edodes, P. ostreatus y P.
chrysosporium (Vinciguerra et al., 1995; Martirani et al., 1996; Kissi et al, 2001). Este
incremento de actividad enzimatica en presencia de alpechin puede deberse a un posible
mecanismo de defensa que conduce a la activacion de oxidasas capaces de polimerizar
fenoles simples dando asi los productos de reaccién incapaces de penetrar en las células o por
una respuesta fisioldgica del hongo para superar los efectos toxicos de algunos compuestos de
los efluentes 0 como fendmeno supuesto de induccion (Tomati et al., 1991; Thurston, 1994;
Tsioulpas et al., 2002). De hecho, se ha observado en estudios con hongos basidiomicetes que
determinados compuestos aromaticos simples provocan la induccién de lacasa (Eggert et al.,
1996; Rogalski et al., 1991; Pointing, 2001). Estos efectos estimulatorios de la actividad lacasa
por los compuestos aromaticos relacionados con la lignina han sido también descritos para
deuteromicetes como F. proliferatumy P. chrysogenum (Rodriguez et al., 1996; Regalado et al.,
1999; Saparrat et al., 2000)

Sin embargo en alpeorujo, a pesar de la presencia de fenoles, se han encontrado niveles muy
bajos o nulos de dichas actividades enzimaticas por lo que a pesar de que es necesaria la
presencia de fenoles para que se produzca activacion de la actividad lacasa, concentraciones

elevadas de fenoles inactivan esta actividad (Tomati et al., 1991; Tsioulpas et al., 2002).

Los residuos proveniente de la extraccion del aceite de oliva son toxicos para las plantas
aunque gracias a la accion de los hongos saprobios pueden ser biotransformados y utilizados

con fines industriales o agricolas.
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