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RESULTADO 2: Tratamiento biolégico
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Hipotesis:

“El uso de consorcios bacterianos funcionales, permite reducir la toxicidad fendlica del alperujo y
\mejorar su aplicacion como enmienda agricola en el cultivo de tomate.”

_J
\
Objetivo:

Evaluar el uso de estrategias biotecnoldgicas para valorizar el alperujo y convertirlo en un producto
util para la agricultura.

[ Objetivos especificos

7. - _:,-Q‘l.\ N A oY 7 B v \ B ,
> 2. Formulacién consorcios 3. Degradacion compuestos 4. Ensayo en planta )
1. Seleccidén de cepas . ) 5. Evaluacion
bacterianos fendlicos modelo
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[ MATERIAL DE TRABAJO } [ SELECCION CEPAS }
| ALPERUO | [ CEPAS BACTERIANAS J oo eag | Acido 2-hidroxibenzoico
Acido 4-hidroxibenzoico
[ Aisladas alperujo ] [ Se seleccionaron 8 cepas bacterianas ]
Alperujo 3 fases
Alperujo sol & [ BIOLOG® PERSONALIZADAS ]
. [ Banco microbiano CEU }
Alperujo180°C FORMACION DE CONSORCIOS
DEGRADADORES
Cooperativa DCOOP (Andalucia)
Consorcio 1

Consorcio 2
Consorcio 3
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Alperujo humedo (60-65%)

|

Tratamiento térmico

1

Centrifugacion en 3 fases

!

Alperujo con humedad entre el 45 -55%

l

Secado en estufa a 180°C

!
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Secado al sol

l
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[ DISENO EXPERIMENTAL ALPERUJO Y CONSORICO DEGRADADOR ]

DEGRADACION COMPUESTOS ENSAYO EN TOMATE
FENOLICOS (Solanum lycopersicum L.)
* Alperujos Soly 3 Fases tratados consorcio 2
* 3Fases 2 inoculaciones (1,5 Kg)
X3 Alperujo | * Sol semanales » Mezcla suelo agricola 10 %y 20 % (p/p)
* 180°C (42 dias)

Bacillus sp. (£5.4), Pseudomonas sp.
(Z7.15).

[ Consorcio PGPR: Arthrobacter sp. (Z4.3), J

, & il 8
[ METODO FOLIN-CIOCALTEU J il ~ N ‘

EVALUACION ]

4 N\
e Altura

* Fotosintesis
« MDAyYH,0,

e APXyCatalasa
N Y Y,

* Medidasdias 7,18, 25,33y42. {
* Verificar reduccion <0,8%.
(umbral legal)




&P SaEnUPqLirlw;ve rsidad igéimbi(‘liva

[ 1. SELECCION DE CEPAS BACTERIANAS ]
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[ 1. SELECCION DE CEPAS BACTERIANAS ]
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m Acido 2-hidroxibenzoico = Acido 4-hidroxibenzoico ® Acido 2-hidroxibenzoico = Acido 4-hidroxibenzoico

Perfiles de utilizacion de los compuestos presentes en la placa Biolog® ECO; a) perfiles de utilizacion de los compuestos fendlicos presentes en la placa
(acido 2 -hidroxibenzoico y acido-4 hidroxibenzoico) ) de las cepas de la coleccion de la Universidad San Pablo CEU; b) perfiles de utilizacion de los
compuestos fendlicos de las cepas asiladas del alperujo
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[ 2. FORMULACION CONSORCIOS BACTERIANOS ]

a) Biolog Personalizada Gram + b) Placas Biolog Personalizadas Gram -
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0,6
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< 0,2 2 0,2
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0,1
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TO74 TN13 15 22 0 _I I I I [T
z7.15 Z79.43 TS52 N5.12
B Protocatechuic acid o Tyrosol
m Protocatechuic acid u Tyrosol
B Vanillic acid M Caffeic acid
m Vanillic acid u Caffeic acid
® p-Coumaric acid = Compounds 3,4-Dihydroxyphenylglycol m p-Coumaric acid u Compounds 3,4-Dihydroxyphenylglycol
B Hydroxytyrosol W Verbascoside m Hydroxytyrosol = VVerbascoside

EFICACIA ]

N\

VERSATIBILIDAD

EFICIENCIA

SINERGIA

Degradacion de los 8 compuestos fendlicos por las bacterias Gram negativas expresada como valores de
absorbancia 593 nm medidos en las placas Biolog® personalizadas a las 72 h de incubacion por cepas Gram
positivas (a) y Gram negativas (b).

Rubio-Senent et al., 2013. LWT - Food Sci. Technol. 54, 114-124.

\

COMPATIBILIDAD ]
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3. DEGRADACION COMPUESTOS FENOLICOS

Alperujo 180°C Alperujo Sol Alperujo 3 Fases
3,5 a 1,6 R 1,8 a

(7]
8 3 8 14 3 1,2
S b 3 S
225 b 212 . N b 2.
Q b T Ly RORNY b b b
g 2 | 208 ] 1 I g
215 g0 308 | I |
a 306 20,6
g 1 e g
8 0.5 g 4 g 04
R x 0.2 202

0 0 0

Control Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3 Control Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3 Control Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3

Cuantificacion de los compuestos fendlicos a tiempo final (42 dias de incubacion con le consorcio degradador) entre los
tratamientos biologicos y control (a, b y c). Las diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)
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ENSAYO EN TOMATE
(Solanum lycopersicum L.)

* Alperujos Soly 3 Fases tratados consorcio 2
(1,5 Kg)

* Mezcla suelo agricola 10 %y 20 % (p/p)

Bacillus sp. (Z£5.4), Pseudomonas sp.

Consorcio PGPR: Arthrobacter sp. (Z4.3),
(Z7.15).

Ve

EVALUACION ]

4 N\
* Altura

* Fotosintesis
« MDAyYH.,0,

* APXy Catalasa
N Y Y,
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4c. ANALISIS BIOMETRICO
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(a)
40,0
35,0
30,0
25 0

E 20,0
15,0
10,0

50
0,0

Allura Planta de Tomate

Contral Control + 10% + 20% +
PGPR PGPR PGPR
Confrol 3 Fases

(b)

40,0
35,0
30,0
25,0

E 20,0
15,0
10,0

50
0,0

Altura Planta de Tomate
b
a a T
T T
Control Control + 10% + 20% 20% +
PGPR FGPR FPGPR
Control Sol

Altura (cm) de las plantas de tomate en funcion del sustrato de crecimiento Control, 3 Fases (a) y Sol (b) a dos dosis (10% y 20%) e inoculados y sin inocular
con un consorcio PGPR. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

4d. ANALISIS BIOQUIMICO

(a}

3

Clorofila total

Contral l‘.‘mlfd 4 3 Fases 10%3 F-Ilﬂ 10% 3 Fasss 20% 2 F-n-u m

Clorofila total
d

I I |

Comral E-ﬂ'trai* Sol 10%  Sol 10% =
PERR

be

Scl 20%  Sol 20% +
PGPR

Contenido medio de clorofilas (ug/ g) de las plantas de tomate en funcidn del sustrato de crecimiento, Control, 3 Fases (a) y Sol (b), y su tratamiento a dos dosis
(10% y 20%) e inoculados y sin inocular con un consorcio PGPR. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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(a)
120

b g

B & 8 B

o

Carotenoides

Contral C.r.mr:i + 3 Fasas 10% SF-!-!. 10\ 3 Fases 20% 3 an Zﬂ'ﬁ

Carotenoides

L=
T

ab
a
]
Control  Control +  Sol 10%  Sol10% + S0l 20% Sl 20% +
PGER PGRR PGER

Contenido medio de carotenoides (Lg/ g) de las plantas de tomate en funcidn del sustrato de
crecimiento, Control, 3 Fases (a) y Sol (b), y su tratamiento a dos dosis (10% y 20%) e
inoculados y sin inocular con un consorcio PGPR. Letras diferentes indican diferencias

significativas (p<0,05).
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(a)
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o
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Cartral Cwlrdn- 3 Fases 10% SFa— 3 Fases 20% !Flm

CONTROL IFASES

(b)
Q0600
00700
0.0600

g 010500

= 00400
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0,0200
0.4100
00000

MDA

c
. ac
T

Gmrﬂ + | ol 10%% Sl 20% Sel%
+PGPR +PGFR

CONTROL

Concentracion MDA (nmol/ mg) en las plantas de tomate en funcidn del sustrato de
crecimiento, Control, 3 Fases (a) y Sol (b), y su tratamiento a dos dosis (10% y 20%) e
inoculados y sin inocular con un consorcio PGPR. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Control
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+  JFases 10% 3 Flln 10% 3 Fases 20% 3 Foses 20%
+ PCER

a
Control

PGER

3 Fasas

{b)

n-mm—-l

3
2
1
]

T 7 abc be
| '

Contral Mrﬂl +
PGPR

Contral

Sal 10%  Sol 10% +

Sal 20 Sal
20%+PGPR

Sd

Concentracion de H,O, (nmol/ mg) en las plantas de tomate en funcion del sustrato de
crecimiento, Control, 3 Fases (a) y Sol (b), y su tratamiento a dos dosis (10% y 20%) e
inoculados y sin inocular con un consorcio PGPR. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05).
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(a) Actividad Catalaza (b) Actividad Catalasa
0.4 [ RF]
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Conbol=POPR 3 Fosos 10P9% 3 Farirs 3 Faris 2% 3 Fosas
Hiw*rurs SRPGRR Cinivgd Canimla PR S0l 1%-POPR Sol30% Tl PURAPOPR
Conmal % F s co =

_

Actividad de la catalasa (umol/ mg) de las plantas de tomate en funcidn del sustrato de crecimiento, Control, 3 Fases (a) y Sol (b), y su tratamiento a
dos dosis (10% y 20%) e inoculados y sin inocular con un consorcio PGPR. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

{a) Actividad Ascorbato Peroxidasa {b) Actividad Ascorbato Peroxidasa
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' 1 - :
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Canmanl Contenl = PGPS 3 Fases 10% 3 Fasas 0% !- Fsirk Cﬂlﬂ * Sal Sl 20% SR+ PGPR
itjre %GR 105 BGER
Tl 3 Fiiciii a0 E Sa

Actividad del ascorbato peroxidasa (umol/ mg) de las plantas de tomate en funcidon del sustrato de crecimiento, Control, 3 Fases (a) y Sol (b),
y su tratamiento a dos dosis (10% y 20%) e inoculados y sin inocular con un consorcio PGPR. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Trams piracion loliar

1+ PoPS

Transpiracion folar

I I h

Convol=PGPR 0% 1% +PGIPR

=

A b

2% P GPR

Transpiracion foliar (mmol H, 0/m? s) de las plantas de tomate en funcidn del sustrato de crecimiento, Control, 3 Fases (a) y Sol (b), y su tratamiento a dos
dosis (10% y 20%) e inoculados y sin inocular con un consorcio PGPR. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Fotosintesis Meta

Conlral  Conrel«PGEER
Conlro

1% +PGPR

3 Fasas

20%+PERPR

{h]

™

nlurt;lf-"r,llh'li‘
=

Fotosintesis Neta
I I h
Contegl Control= 2R 10% 109 =P GER

-

s HEHPGPR

Fotosintesis neta (umol CO,/ m? s) de las plantas de tomate en funcién del sustrato de crecimiento Control, 3 Fases (a) y Sol (b), y su tratamiento a dos dosis
(10% y 20%) e inoculados y sin inocular con un consorcio PGPR. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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u GPS Map Camera

Alcorcon,Madrid,Espania
Calle de Méndez Alvaro, Ventorro del Cano,
Alcorcon, Madrid 28668, Espana
Lat 40.398951, Long -3.835862
04/30/2025 10:38 a.m. GMT+02:00
Note : Captured by GPS Map Camera
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a GPS Map Camera

Alcorcon,Madrid,Espania
Calle de Méndez Alvaro, Ventorro del Cano,
Alcorcdn, Madrid 28668, Espana
Lat 40.398912, Long -3.835918
04/30/2025 10:40 a. m. GMT+02:00
Note : Captured by GPS Map Camera
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1. La aplicacion de consorcios bacterianos constituye una estrategia biotecnologica eficaz para la

biorremediacion del alperujo, permitiendo la reduccidn significativa de su carga en compuestos fendlicos y

alcanzando el umbral legal del 0,8 %, requerido para su uso como enmienda organica.

/
La selecciéon de cepas bacterianas basada en perfiles metabdlicos obtenidos mediante placas\

o
(2.
Biolog® personalizadas y ECO permitié identificar combinaciones sinérgicas con alta capacidad

degradadora, integrando cepas PGPR y nativas del alperujo. La diversidad taxonédmica y funcional de

\ los consorcios fue determinante para la eficiencia del proceso. j

/3. El tratamiento térmico del alperujo 180°C resultod ineficaz para la posterior degradacion microbiana de\
compuestos fendlicos, probablemente debido a la formacion de estructuras recalcitrantes y a la
pérdida de nutrientes esenciales para la actividad microbiana, lo que limita su visibilidad como

sustrato agricola.

N J
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4. Los ensayos en planta modelo demostraron que, aunque el alperujo tratado cumple con el umbral legal, su
aplicacion en dosis del 10 % y 20 % genera una respuesta de estrés fisiolégico y oxidativo en el tomate,
evidenciada por menor crecimiento, alteraciones fotosintéticas y acumulacién de dafo oxidativo. D

Co 3 L | g - A

5. La inoculacion con PGPR mitigé parcialmente estos efectos, mejorando la actividad antioxidante y algunos

parametros fisiolégicos. Sin embargo, esta mejora no fue suficiente para restaurar completamente el
\_ desarrollo vegetal, lo que indica un coste metabdlico asociado a la activacion de respuestas defensivas. )
4 )

-

6. En base a estos resultados, se establecio que los experimentos en campo no deberian llevar en ningun caso

dosis de alperujo mayores del 10 %, siendo conveniente incluso estar muy por debajo de dicha cifra

J
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