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RESUMEN

Los residuos de la industria del aceite de oliva son muy abundantes y contaminantes,
debido principalmente a su elevado contenido en materia orgéanica lignoceluldsica y
presencia de compuestos fenolicos. Se denomina alpeorujo al residuo semisélido
obtenido mediante la extraccion en dos fases. Debido a la dificultad para tratarlo mediante
métodos convencionales, una alternativa es someterlo a evaporacion, siendo posible la
valorizacion del residuo restante. Sin embargo, se trata de un método costoso
medioambientalmente, por lo que se sigue trabajando en la busqueda de nuevas
alternativas.

Por otro lado, existen numerosos estudios que relacionan los hongos de podredumbre
blanca presentes en la madera con la degradacion de compuestos contaminantes
complejos. La ventaja de estos hongos es la liberacion extracelular de sus enzimas
lignocelul6sicas que pueden romper estos compuestos recalcitrantes.

Este trabajo analiza la posibilidad de emplear estos hongos de podredumbre blanca para
el tratamiento del alpeorujo producido en la industria oleicola. El objetivo es evaluar la
posibilidad de, Phanerochaete chrysosporium, para degradar el alpeorujo, analizando la
posibilidad de mejora en la degradacion del residuo si se adiciona una fuente de carbono
facilmente utilizable.

Para el estudio se realiza un ensayo de 10 dias en el cual se cultiva el hongo con una
muestra de alpeorujo diluido, en presencia y ausencia de glucosa. Los andlisis realizados
a las muestras tomadas durante el proceso muestran que, el tratamiento con P.
chrysosporium, en condiciones Optimas de temperatura y pH, permite una importante
degradacion del residuo de alpeorujo, no siendo necesaria la adicién de azlcar para
activar al hongo. En tan solo 4 dias de tratamiento se consigue reducir la DQO en

porcentajes superiores al 60%.



ABSTRACT

Residues from production of olive oil are very abundant and pollutant, due to the great
amount of lignocellulosic organic matter and the presence of phenolic compounds. An
olive wet cake commonly known as “alpeorujo” is produced by a two-phase extraction.
Due to the difficulty for treating this waste by conventional methods, an alternative is to
evaporate the water, being possible to valorise the solid cake obtained. However, this
method is expensive and needs a huge quantity of energy, so different alternatives are
nowadays being investigated.

In addition, there are numerous studies focused on the use of white rot fungi, which are
present in wood, to degrade recalcitrant and pollutant compounds. The main advantage
of these fungi is their capability to release extracellular lignocellulosic enzymes that are
able to break these recalcitrant compounds.

This study analyses the possibility of using these white rot fungi to treat alpeorujo
produced in olive oil industry. The main objective is to evaluate the ability of
Phanerochaete chrysosporium to degrade alpeorujo, analysing the possibility of
improving the degradation of this residue by adding an easily utilizable carbon source.
In this study, the fungus is cultivated in diluted alpeorujo for 10 days, in presence and in
absence of glucose. The analyses done to the samples taken during the process show that
the treatment with P. chrysosporium, using optimum conditions of pH and temperature,
enables an important degradation of the alpeorujo waste. Moreover, it is not necessary
the addition of glucose in order to activate the fungus, and with only four days of

treatment, a reduction in COD of 60% is reached.
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1. INTRODUCCION

Los efluentes de la industria del aceite de oliva son residuos con una elevada carga de
contaminacion debido a sus constituyentes y su concentracion. Son dificiles de tratar por
métodos aerdbicos convencionales debido a la alta dilucion requerida y al alto consumo
de energia y produccion de lodos (Rozzi et al. 1997). Ademas de la complejidad de estos
residuos, otro de los problemas principales reside en la abundancia de los mismos. La
industria aceitera genera aproximadamente de 10 a 12 millones de metros cubicos de
aguas residuales anuales, cantidad muy elevada (Messineo et al. 2019).

Son tres los principales residuos obtenidos dependiendo del proceso de produccion del
aceite: el alpechin, el orujo y el alpeorujo.

El orujo no presenta un problema medioambiental ya que, tras obtener el aceite de orujo
en la orujera, se obtiene como subproducto solido el orujillo, que se emplea como
combustible tanto en la propia orujera como en las almazaras u otras industrias. Este
orujillo obtenido puede ser utilizado como abono organico o en la fabricacion de compost,
mezclado con otros subproductos agricolas (Ramos, 1986), o como alimentacion animal
(Martinez, 2018).

Sin embargo, el alpechin es un residuo producido en grandes cantidades, y con una carga
contaminante muy elevada (alta DBOs y corto periodo de produccion). Tras su
evaporacion, lo que supone un importante gasto energético, los lodos obtenidos pueden
ser destinados para uso agronémico con valor fertilizante, como el compostaje (Montafio,
et al. 1986).

En el caso del alpeorujo, el residuo obtenido tras el secado se puede utilizar
principalmente como combustible para la generacion de energia, o como fertilizante
(Mendoza, 1994).

Por ello, actualmente se realizan diversos tratamientos a dichas aguas ya que esta
prohibido su vertido sin tratamiento. En la mayoria de ellos se consume gran cantidad de
energia, por lo que se han investigado varias alternativas que hagan mas viable la gestién
de estos residuos. Por ejemplo, se puede realizar digestion anaerobia, compostaje o
produccion de biodiesel a partir de residuos oleicolas. Algunos tratamientos son mas
ambiciosos, como es el hecho de emplear ciertos compuestos obtenidos de los residuos
en la realizacion de farmacos, o incluso obtener enzimas o compuestos para alimentacién

animal a partir de los mismos.



Una propuesta diferente es el uso de microrganismos como los hongos en el tratamiento
de dichos residuos, que puede resultar beneficioso debido a que secretan enzimas
especificas al medio, que degradan compuestos recalcitrantes. De esta manera, los hongos
liberan al medio compuestos mas sencillos, que pueden ser utilizados por los propios
hongos o por las bacterias en un tratamiento posterior. Esto hace viable que el tratamiento
con hongos pueda ser considerado como un pretratamiento.

Como en los residuos aceiteros abundan estos compuestos lignocelulésicos, son una
opcidn interesante a considerar en su tratamiento. En este caso, el estudio se centra en el
empleo del hongo Phanerochaete chrysosporium, un hongo de podredumbre blanca que
es capaz de degradar la lignina presente en la madera debido a la liberacién de enzimas,
principalmente lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa (Syed et al. 2012).

De esta manera, el tratamiento con este hongo podria ser el paso previo a la digestion

anaerobia, el compostaje u otros tratamientos de valorizacion.

El objetivo de este proyecto es investigar la posibilidad de tratar las aguas residuales de
la industria aceitera mediante el empleo del hongo, P. chrysosporium, para disminuir la
carga organica y/o aumentar la biodegradabilidad de las mismas.

Con este fin se partird de un agua residual preparada a partir de alpeorujo, procedente de
una industria aceitera, diluido con agua en una relacién 1:20 y se inocularé el hongo,
analizando la evolucién del contenido en materia organica.

Como en estudios previos se ha demostrado que se trata de un hongo que actta mejor tras
la suplementacion de nutrientes, como azucares, se van a realizar dos ensayos distintos
para compararlo. Uno de ellos constara de la adicion exclusiva del hongo al agua residual,
y en el otro ensayo, ademas del hongo, se adicionara glucosa como fuente de carbono

para valorar su efecto en la degradacion.



2. CONSIDERACIONES TEORICAS
2.1. INDUSTRIA ACEITERA
2.1.1. Importancia del sector aceitero en Espafia

La principal region productora de aceite de oliva es la cuenca mediterrdnea con mas del
90% de la produccion mundial, destacando la Unién Europea con un 75,8%, junto con
otros paises como Tunez, Siria o Turquia. Debido a sus condiciones climaticas
especificas, la region Mediterranea concentra el 98% del total de olivos del mundo, siendo
aproximadamente 900 millones de arboles en 10 millones de hectareas de tierra
(Messineo et al. 2019). El rendimiento graso es mayor en los paises del sur del
mediterraneo, donde se ha cultivado tradicionalmente el olivo, reduciéndose
drasticamente en paises sudamericanos (International Olive Oil Council). EIl sector
aceitero esta regulado por el International Olive Oil Council (I0C), una organizacion
internacional intergubernamental con sede en Espafia.

Espafia es el principal pais productor de aceite de oliva, con 1.598.900 toneladas
producidas en 2018, frente a 3.131.000 toneladas mundiales, lo que representa un 51% de
la produccion mundial (I0C, 2018). Por ello, la industria del aceite de oliva es uno de los
sectores agroalimentarios mas importantes en Espafia.

Dentro de Espafia, la region que concentra la mayoria de la produccion de aceite de oliva
es Andalucia, con el 75% de la produccion espafiola. Ademas, posee el area mas grande
de olivos en el mundo, arboles terméfilos de la especie Olea europaea (Ramos-Roman et
al. 2019). La produccion de aceite de oliva en Andalucia aumenta desde los ultimos dos
siglos, con 65.000 toneladas producidas en 1849, mas de 300.000 toneladas en 1980, y
un millon de toneladas en los Gltimos afios (Web 4). Estos periodos de crecimiento se
intercalan con periodos de menor produccién que se asocian a disminuciones en la
produccion de olivas debido al cambio climatico (Ramos-Roman et al. 2019). Ademas,
se espera un incremento en la produccién de aceite de oliva en los proximos afios. Se
prevé que se aumente la demanda en los paises de la UE no productores, favoreciendo un
incremento en las exportaciones (European Comission, 2019), lo que aumentara la
produccion en Espafa.

Ademaés, el aceite de oliva en Espafia cuenta con 29 Denominaciones de Origen

Protegidas (DOP), siendo uno de los alimentos de calidad diferenciada mas importantes



del pais (Web 5). De las 29 DOP, 12 de ellas se concentran en la region andaluza, tal y

como indica la Figura 1.

DENOMINACION DE ORIGEN PROTEGIDA (D.O.P.)

[ Aceite de LaAlcarria (C5) B Acelte de la Comunitat Valenciana (C5,05, C6, D6) [ Montes de Toledo (C4)
B Acelte de La Rioja (A5, B5) £ Aceite Campo de Calatrava (D4) [] Montoro - Adamuz (D4)
I Aceite de L'Emporda (A7, B7) 55 Aceite Campo de Montiel (D5) I Poniente de Granada (E4)
BN Acelte de Lucena (E4) Bl Antequera (E4) [ Priego de Cordoba (E4)
[ Aceite de Mallorca (C7) B Baena (E4) [ Slemade Cadiz (E4)

| Aceite de Monterrubio (D4) [ Gata-Hurdes (C3) [ Sierra de Cazorla (D5)
[ Aceite de Navarra (85) B Estepa (E4) [ Sierra del Moncayo (B5)
[ Aceite de Terra Alta (B6) B Les Garrigues (B6) B Slerrade Segura (D5)
I Aceite del Baix Ebre-Montsia (C6) Bl Montes de Granada (E5) [ SiemaMagina (E4)

[[] Acelte del Bajo Aragon (B6) [ Siurana (B6)

Zona de proguccion

Figura 1. Mapa de los aceites con Denominacion de Origen Protegida en
Espafia (Web 5)

2.1.2. Procesos productivos

El ciclo de vida de una industria aceitera pasa por diversas fases: una fase de cultivo de
las olivas, otra de produccién del aceite de oliva en una almazara, y tras las fases de
empaquetado, distribucion y consumo, una ultima fase de tratamiento de los residuos
generados, tal y como muestra la Figura 2 (Espadas-Aldana et al. 2019).

El proceso de produccién del aceite de oliva consta del deshojado y lavado de las
aceitunas, su trituracion y batido, la extraccion y por ultimo la separacién. De esta manera



se eliminan las impurezas y se mantiene intacta la pulpa de la aceituna. Después de la
extraccion es cuando se obtienen los principales residuos de la industria (Espadas-Aldana
et al. 2019).
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Figura 2. Diagrama del ciclo de vida del aceite de oliva (Espadas-Aldana et al. 2019).

Existen tres sistemas distintos de produccién de aceite de oliva que utilizan diferentes
métodos de extraccién. EI mas antiguo de todos es el método tradicional, un método en
el que se trabaja en discontinuo y por esta razon ha sido desplazado por los métodos
continuos. Existen dos métodos continuos de producir aceite de oliva: el sistema de
extraccion en tres fases y el de extraccion en dos fases. En el primero de todos se obtiene
el aceite junto con dos residuos: el alpechin o agua residual y el orujo, un residuo sélido.

En cambio, en el sistema de extraccion en dos fases obtenemos el aceite y un Gnico



residuo solido, el alpeorujo. Los diagramas de flujo de estos métodos de extraccion en

continuo estan representados en la Figura 3 (Carrera et al. 2019).

A) Produccion de aceite de oliva en 3 fases

Azua Agua caliente Apua de lavado

Lavad Centrifugacion Recuperacian Arsite d
frig en 3 fases de |z fraccion oliva

Oruja Alpechin
B) Produccidn de aceite de oliva en 2 fases

Agua Aeua de lavado

Lavado en Centrifugacion Recuperacian Arsite d

o0 Lo vaonan o o e || st
frio en Z fases de |z fraccion oliva
Alpeorujo Agua residual

Figura 3. A) Extraccién en 3 fases y B) Extraccion en dos fases

Para realizar estos dos tipos de extracciones distintas, se precisan extractores diversos. En
el extractor en dos fases la centrifuga tiene dos salidas: una para el aceite, y otra para el
residuo sélido o alpeorujo, que salen por zonas contrarias del extractor, como se indica
en la Figura 4 A). En cambio, en el extractor de 3 fases hay un decantador que separa las
dos fases liquidas, el aceite y el agua residual o alpechin, que son descargadas por la
misma parte del extractor. El orujo o parte sélida es descargada por la parte contraria del
mismo, como se indica en la Figura 4 B) (Web1l).
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Figura 4. A) Extractor en 2 fases: aceite y alpeorujo y B) Extractor en 3 fases: aceite, alpechin
y orujo. (Web 1)

2.1.3. Impactos ambientales: andlisis del ciclo de vida

Como ya se ha indicado previamente, la produccién de aceite de oliva, sea en el sistema
tradicional, en el sistema de dos fases o en el de tres fases, genera una gran cantidad de
residuos: aguas residuales, como alpechin y alpeorujo, y residuos sélidos, como el orujo
(Carrera et al. 2019).

Los residuos solidos se pueden valorizar para ser utilizados en otras industrias y poder
darles un uso adicional. En cambio, la problemética se centra en las aguas residuales,
altamente contaminantes ya que poseen una elevada carga organica.

Como se indica en el Real Decreto Legislativo 1/2001, de 20 de julio, por el que se
aprueba el texto refundido de la Ley de Aguas, queda prohibido el vertido de aguas y de
productos residuales susceptibles de contaminar las aguas continentales o cualquier otro
elemento del dominio publico hidréaulico, salvo que se cuente con la previa autorizacion
administrativa. Por ello, debido a la gran importancia del sector, es muy importante
conocer los residuos generados. En Espafia, se generan cada afio mas de 1 millon de
metros cubicos de aguas residuales procedentes de almazaras, solo en el proceso del
lavado de la aceituna (Carrara et al. 2019). Las aguas residuales presentan una elevada
carga organica por lo que deben ser tratadas previamente para evitar la eutrofizacion de
las aguas y la contaminacién del ambiente, pudiendo asi ser vertidas a aguas

continentales.



Debido a la necesidad de una produccion y un consumo sostenible, se han incrementado
los estudios LCA, Life Cycle Assessment o andlisis del ciclo de vida, una metodologia
utilizada para evaluar los potenciales impactos de un producto durante todas sus etapas.
Aplicando el LCA a esta industria se consideran como principales impactos ambientales
el cambio climatico, la acidificacion, eutrofizacion, eco-toxicidad, uso de la tierra y uso
del agua. Estos impactos varian significativamente dependiendo de las técnicas de cultivo
y produccion, y dependiendo del pais o region donde se realice. EI conocimiento de los
impactos medioambientales de esta industria es fundamental para aplicar diferentes
practicas agricolas y de produccion, asi como una correcta gestion de los residuos
generados. Lo que més afecta a todos los impactos es el uso de fertilizantes, por lo que su
disminucion tendria una mejora ambiental considerable. Por otra parte, los sistemas de
cultivo intensivos y super intensivos utilizan volimenes de agua mayores, mayor
consumo de energia, y mayor cantidad de fertilizantes y pesticidas afiadidos. A pesar de
la alta productividad obtenida mediante estos sistemas, se deberian disefiar para
minimizar el impacto ambiental de su mecanizacion (Guarino et al. 2019).

Para conseguir una produccion de olivas mas sostenible se pueden utilizar fertilizantes
organicos, como puede ser el uso de un co-compost producido a partir de los propios
residuos de esta industria junto con estiércol y otros fertilizantes organicos. Asi se
contribuye a la reduccion del uso y produccion de fertilizantes quimicos, y se mejora el
tratamiento de estos residuos industriales (Salomone et al. 2012).

Por otro lado, el empaquetado del aceite contribuye al elevado impacto ambiental de esta
industria. Envases de cristal o en lata producen un mayor impacto ambiental que aquellos
producidos con PET (Guarino et al. 2019).



2.2. RESIDUOS DE LA INDUSTRIA ACEITERA
2.2.1. Principales residuos producidos

Como ya se ha indicado, la gran cantidad de residuos generados en un tiempo
relativamente corto es uno de los problemas principales de esta industria. Se ha estimado
que se producen aproximadamente 10-12 millones de metros cubicos de aguas residuales
al aflo (Messineo et al. 2019). Sin embargo, el calculo de la produccion anual de
deshechos es muy incierto, ya que en los ultimos afios se datan oscilaciones tanto en la
produccion como en la cantidad de residuos generados, que se debe a la variable cantidad
de aceitunas cosechadas cada afio en funcién de las condiciones climaticas (Messineo et
al. 2019; Carrera et al. 2019).

Tanto el sistema tradicional como el continuo de tres fases generan una gran cantidad de
alpechines, compuestos por una gran cantidad de agua (94 y 97% respectivamente).
Ambos alpechines presentan valores de pH similares, siendo la demanda quimica de
oxigeno (DQO) como la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) mayor en el sistema
tradicional, por lo que presenta una mayor carga contaminante. El sistema de tres fases
es, en cambio, el que méas agua consume durante el proceso, como se indica en la Tabla
1, hasta 1000 litros de agua més por cada tonelada de aceituna, en comparacién con otros
sistemas.

La composicion del agua residual producida (alpechines) es muy variable, y depende del
tipo de aceituna, proceso de cultivo, tiempo de almacenamiento de la aceituna, climay
proceso de elaboracion del aceite. Los alpechines ademas de agua poseen de forma
mayoritaria compuestos fenolicos, azlcares y otros compuestos organicos, conteniendo a
su vez minerales, especialmente potasio (Carrera et al. 2019).

En cuanto al sistema de dos fases, la cantidad de alpeorujo generada es mucho menor, por
lo que es un sistema mas eficiente, generando menos residuos y consumiendo menos
cantidad de agua. En este tipo de extraccion se reduce o se elimina el uso de agua de
proceso, con la doble ventaja de reducir el uso de recursos naturales (agua) y reducir o
eliminar la produccion de aguas residuales, cuya eliminacion incide considerablemente
en los costes de gestion de la almazara (Web 1).

Sin embargo, el alpeorujo es un residuo de consistencia pastosa, mucho mas dificil de
degradar que el orujo. Esta constituido por un 61,5% de agua, un 35,5% de solido seco y

un 3% de aceite. Como la carga contaminante estd mas concentrada, es un residuo mas



dificil de tratar, y debido a ello en algunas ocasiones se siguen utilizando los anteriores

métodos (Carrera et al. 2019).

Tabla 1. Balance de materia y energia en los tres sistemas de elaboracion de aceite de oliva.

Sistema Entradas Cantidad Salidas Cantidad
Aceituna 1Tn Aceite 200 kg
Tradicional Agua de
lavado 100-120 L Orujo (26% agua, 7% aceite) 400 - 600 kg
Energia 40-60 kW/h Alpechines (88% agua) 400 - 600 L
Aceituna 1Tn Aceite 200 kg
Agua de
3 fases lavado 100-120 L Orujo (40% agua, 4% aceite) 500 - 600 kg
Agua afiadida | 800-1.000 L | Alpechines (94% agua, 1% aceite) | 1.000 - 1.200 L
Energia 90-117 kKW/h
Aceituna 1Tn Aceite 200 kg
Agua de
2 fases lavado 100-120 L | Alpeorujo (61,5% agua, 3% aceite) 800 kg
<90-117
Energia kW/h Agua limpieza aceite 100 - 150 L

Fuente: (Carrera et al. 2019)

2.2.2. Tratamiento de aguas residuales

El tratamiento de las aguas residuales procedentes de la industria del aceite de oliva es
obligatorio, siendo ademéas uno de los residuos agroalimentarios mas contaminantes.
Dentro de estas aguas residuales se puede incluir tanto el alpechin como el alpeorujo, el
cual posee més de un 60% de agua. Estos residuos sin tratar producirian dafios severos en
el sistema acuético, como la reduccion del oxigeno soluble y un cambio de color de las
aguas. Ademas, su fuerte olor también causaria problemas serios para la poblacion que
vive cerca de estas aguas (Lee et al. 2019).

La gran problemaética respecto a la gestion de estas aguas residuales se debe, en gran parte,
a su elevado contenido en polifenoles, extremadamente toxicos tanto para células
animales, como para vegetales, insectos y microrganismos. Esto, junto con la presencia
de compuestos lignocelulosicos dificilmente degradables hace que el alpechin, el
alpeorujo y otras aguas de proceso obtenidas sean tan contaminantes (Ramos-Comerzana
et al. 2000).

Dos posibles tratamientos de las aguas residuales son la digestién anaerobia y el

tratamiento aerobico de los mismos.
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2.1.1.1. Digestion anaerdbica

La degradacion de las aguas residuales producidas tras la obtencion del aceite de oliva se
dificulta debido a la presencia de moléculas recalcitrantes, una baja carga de nutrientes y
un pH &cido. Hay estudios que intentan mejorar su degradacién afiadiendo nutrientes,
corrigiendo el pH y disefiando reactores méas apropiados. Por ejemplo, se han demostrado
beneficios potenciales tras la adicion de cobalto en el digestor (Pinto-Ibieta et al. 2016),
y afiadiendo CaCOs, que actua como un soporte fisico para la biomasa durante la
descomposicion y mejora el crecimiento de las bacterias metanogeénicas y de agregados
microbianos que actuan a modo de buffer, reduciendo la acidez del residuo (Battista et
al., 2014). También se ha demostrado que la aclimatacion de la biomasa mejora el proceso
de biodegradacion y metanizacion de los residuos oleosos (Messineo et al. 2019).

La digestion anaerobia realizada con estos residuos dificilmente biodegradables necesita
por tanto unos pretratamientos con el fin de favorecer la hidrolisis del complejo
lignocelulosico y asi descomponer su estructura quimica. La lignina es un obstaculo para
la descomposicion enzimatica. La hidrolisis es la etapa limitante de la digestion anaerobia
por lo que realizar un pretratamiento mejora significativamente la eficiencia del proceso.
Los pretratamientos pueden ser de diversos tipos: fisicos, quimicos, fisicoquimicos,
bioldgicos, o una combinacion de ellos. El pretratamiento mecénico reduce el tamafio de
particula para aumentar la superficie de contacto con los microrganismos degradadores,
pero se suele combinar con pretratamientos quimicos o bioldgicos. Los pretratamientos
quimicos solubilizan lignina y hemicelulosa para favorecer las reacciones enzimaticas e
incrementar la produccion de biocombustibles. Suelen involucrar compuestos acidos,
basicos u oxidantes. Los pretratamientos biologicos incluyen cepas de hongos o bacterias
con capacidad de degradar la lignina (Messineo et al. 2019).

Una vez realizado el pretratamiento, se afiade el inoculo en condiciones anaerobias para
llevar a cabo la digestion anaerobia, produciendo biogas de manera econémica y
satisfactoria, permitiendo un sistema de cogeneracion. Simultaneamente a la generacién
del biogas, el vapor que se produce se utiliza para generar electricidad en una turbina de

vapor.
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2.1.1.2. Tratamiento aerobico

Los tratamientos aerobios tradicionales tipo fangos activos no dan buenos resultados para
el tratamiento directo de la mayor parte de los efluentes de la industria aceitera. Sin
embargo, la capacidad de ciertos microrganismos aerobios de crecer en alpechines
diluidos es una opcion interesante a aplicar como pretratamiento para reducir la toxicidad
y la carga organica de este residuo. Estos microrganismos pueden ser hongos, entre los
que destacan Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Geotrichum candidum, Azotobacter
chroococcum y Phanerochaete chrysosporium, del cual se hablara en profundidad mas
adelante (Fadil et al. 2003).

Ademaés de los hongos, la degradacion aerdbica se puede realizar también con bacterias.
Se han visto buenos resultados de degradacion de alpechines de bacterias del género
Alcaligenes y Acinetobacter, con adicion de un medio de nutrientes. Estos residuos se
pueden tratar mediante diversos métodos, como reactores de leche fluidizado o reactores
flash (Tziotzios et al. 2007).

También es interesante la combinacion conjunta de bacterias y hongos para optimizar la
biodegradacion aerobia de los alpechines. Un ejemplo de ello es la utilizacién de conjunta
de 9 lineas entre las que destacan Aeromonas salmonicidae, Penicillium sp.,
Cryptococcus humicolus, Bacillus sp., Candidae boidiini y Staphylococcus xylosus.
Durante 4 dias de tratamiento se obtuvo una reduccion en el color del residuo del 90% y
una bajada del 86% de la DQO. Estos resultados muestran el potencial de la aplicacion
conjunta de diferentes microrganismos para un tratamiento aerébico mas eficaz (Ayed et
al. 2019).

2.2.3. Valorizacion de residuos sélidos

Existen diferentes metodologias para la valorizacién de las aguas residuales y de residuos
solidos. Entre ellas, destacan la produccion de biodiesel, el compostaje y el potencial

biofarmacéutico de dichos residuos.

2.2.3.1. Produccién de biodiesel

La produccion de biodiesel se lleva a cabo con un residuo sélido, compuesto por 6-9% de
aceite, 42-45% hueso de olivas, 21-33 % de pulpa y 10-11% de piel. Este residuo se
somete a un proceso de esterificacion para obtener el biodiesel, para lo que se necesita la
adicion de un catalizador y alcanzar una temperatura de hasta 65°C. El biodiesel
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producido con residuos de aceite de oliva no tiene las mismas caracteristicas que el diésel
producido a partir de combustibles fosiles. Este biodiesel posee cadenas moleculares mas
largas, mayor viscosidad y un punto de inflamabilidad menor, lo que se traduce en una
menor eficiencia. Para solucionar este problema se han probado varias alternativas,
siendo una de ellas la adicion de manganeso, dando buenos resultados (Caynak et al.
2009).

2.2.3.2. Compostaje

Tanto el alpechin como el alpeorujo se puede tratar mediante compostaje.

Se ha investigado que mezclando el alpeorujo con otros residuos con elevado contenido
en nitrogeno, como el estiércol o los lodos de depuradora, se obtiene un producto final o
“vermicompost de alpeorujo” que cumple con la normativa espafiola y de la Union
Europea frente al contenido en principios activos exigibles y el nivel maximo de metales
pesados en la agricultura convencional (Orden 28 de Mayo 1998 sobre fertilizantes y
afines) y en la ecoldgica (Reglamento CE 1488/97). De esta manera, la materia organica
se descompondra debido a la fermentacion aerdbica, formando compuestos organicos de
facil asimilacién para los terrenos, por lo que puede ser utilizado como abono de una
forma limpia y sostenible (Nogales et al. 2007).

Sin embargo, los residuos aceiteros poseen una elevada cantidad de compuestos fenolicos
que hacen que posean propiedades fitotoxicas y antimicrobianas. Una vez se eliminan
estos compuestos, la aplicacién de los residuos al terreno es positiva debido a su elevado
contenido en agua, materia organica y nutrientes apropiados para las plantas. Para ello se
pueden llevar a cabo tratamientos aerébicos con hongos, como Phanerochaete
chrysosporium, que pueden catabolizar estos compuestos aromaticos, degradando tanto
los compuestos fendlicos como los lignoceluldsicos, mediante enzimas como lacasa,
manganeso peroxidasa y lignina peroxidasa. Ademas de estos hongos, también se ha visto
que ciertas levaduras, microalgas y bacterias aerobias también reducen estos compuestos

significativamente (Dermeche et al. 2013).

2.2.3.3. Potencial biofarmacéutico

Los polifenoles presentes en estos residuos, ademas de poder ser degradados, también se
pueden recuperar mediante procesos de extraccion y purificacion, habiendo

investigaciones abiertas sobre el potencial antioxidante de compuestos como el
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hidroxitirosol. Ademas, también son de interés farmacéutico los &cidos oleanoico y
maslinico obtenidos del alpechin, los cuales poseen incluso una patente respecto a su
recuperacion industrial. El 4acido oleanoico posee propiedades interesantes, como la
reduccion del colesterol y la regulacion del peso corporal. El acido maslinico posee
acciones antiinflamatorias y es activador de neuronas, y actualmente se esta investigando
su aplicacion en el tratamiento frente al VIH.

Ademaés, se pueden extraer polihidroxialcanoatos (PHA) de los alpechines, los cuales
poseen interes farmacéutico y biomédico. Los PHA son compuestos bastante caros, pero
el hecho de ser obtenidos a partir de alpechin aumenta su viabilidad. Se sugiere su
aplicacion como envase en productos farmacéuticos, en la preparacién de microcapsulas

0 nanocapsulas, e incluso en ingenieria tisular (Ramos-Comerzana et al. 2000).

2.2.3.4. Medio de cultivo

Los alpechines son un buen medio de cultivo para especies flngicas que pueden producir
compuestos de alto valor afiadido. Un ejemplo de ello puede ser la produccién de enzima
lipasa por parte de Aspergillus ibericus, cultivado en placas con una mezcla de alpechin
y agar (Abrunhosa et al. 2012). El alpeorujo también puede ser utilizado como medio de
cultivo de determinados microrganismos para producir compuestos de interés. Un
ejemplo de ello es el crecimiento de Microbacterium sp. y su produccion de caroteno a
partir del alpeorujo (Borroni et al. 2017). Otro ejemplo es el uso de alpechin para la
produccion de biosurfactantes, a traves de la fermentacion de Pseudomonas aeruginosa
y Bacillus subtilis. Estos biosurfactantes (ramnanolipidos y surfactina) tienen ventajas
respecto a los surfactantes sintéticos, como su produccion con fuentes biodegradables, la
posibilidad de su uso en condiciones extremas, y una mejor compatibilidad y
biodegradabilidad (Moya-Ramirez et al. 2016).

2.2.3.5. Colorante en la industria textil

Existen estudios recientes para tratar de encontrar nuevas formas de reutilizacion del
alpechin, se estudian formas de aplicacion en la industria textil. Se encontraron formas de
utilizarlo como colorante natural, debido a los pigmentos que se encuentran en él. Las
proteinas de las fibras poseen una gran afinidad con los pigmentos que se encuentran en

el alpechin, consiguen una gran solidez del color (Meksi et al. 2012).
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2.2.3.6. Alimentacién animal

Los residuos sélidos también pueden ser aprovechados como alimentacion animal,
sustituyendo al heno. Se recomienda mezclarlos con aproximadamente un 50% de pienso,
y con el orujo deshuesado o molido. Se ha visto que puede incluso aumentar la calidad
de la carne de cerdos, y reducir costes en la industria porcina (Martinez Torres, 2018).
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2.3. LOS HONGOS EN EL TRATAMIENTO DE RESIDUOS

Los hongos poseen multitud de aplicaciones industriales, tanto en produccion de
alimentos y farmacos como en biorremediacion.

Un tipo de hongos muy estudiados son los hongos de la podredumbre blanca, que poseen
enzimas oxidativas que degradan lignina, relacionadas con componentes encontrados en
materiales contaminantes explosivos, pesticidas y compuestos tdxicos. Estos hongos
degradan la lignina marrén, dejando al descubierto la celulosa blanca, a diferencia de los
hongos de podredumbre parda que degradan la celulosa dejando al descubierto la lignina.
La lignina juega un papel importante en el ciclo del carbono ya que es el compuesto
aromatico mas importante en la naturaleza, formando parte de una matriz protectora de
las microfibrillas de celulosa en la pared celular de las células vegetales. Este polimero
complejo, amorfo e insoluble carece de estereorregularidad, y a diferencia de la celulosa
y hemicelulosa no es hidrolizable en condiciones bioldgicas. Sin embargo, la lignina es
el sustrato ideal para los hongos de podredumbre blanca, los cuales son los Unicos
microrganismos capaces de despolimerizar y mineralizar la lignina. Todos ellos son
basidiomicetos, un grupo de hongos que incluye tanto a champifiones comestibles como
a patdgenos de plantas (Ohm et al. 2014). Por ello, estos hongos podrian resultar otra
alternativa en el tratamiento de los residuos industriales de dificil tratamiento, como

pueden ser los procedentes de la industria aceitera.

2.3.1. Phanerochaete chrysosporium

Figura 5. Hongo Phanerochaete chrysosporium en la corteza de un arbol
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Dentro de los basidiomicetos, Phanerochaete chrysosporium es el hongo mas estudiado.
Posee un genoma de treinta millones de pares de bases y 13.602 genes, y es el primer
basidiomiceto con el genoma secuenciado. Como se ha indicado previamente, es un
hongo de la podredumbre blanca que se encuentra en la madera ya que posee la habilidad
de degradar la lignina a CO> (Syed et al. 2012).
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Figura 6. Arbol filogenético del reino de los hongos (JGI mycocosm)

En cuanto a la taxonomia, en la Figura 6 se encuentran rodeados de color verde se
encuentra los taxones de los cuales forma parte P. chrysosporium dentro del arbol
filogenético. Agaricomycetes es una clase de hongos que incluye 17 o6rdenes, 100
familias, 1147 géneros y 20951 especies, entre las cuales se encuentra P. chrysosporium
(Ohm et al. 2014). La clasificacion taxondmica completa se encuentra en la Tabla 2.

17



Tabla 2. Clasificacion taxonémica de P. chrysosporium (Floudas et al. 2015)

Clasificacion taxonémica
Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Polyporales
Familia Phanerochaetaceae
Genero Phanerochaete
Especie Phanerochaete chrysosporium

Este hongo se ha relacionado con el tratamiento de residuos dificilmente biodegradables
porque ademas de poseer un sistema degradador de la lignina, es de rapido crecimiento y
su cultivo es de facil manejo. Sus buenas propiedades lignocelulésicas se deben a que
secreta enzimas extracelulares. Estas enzimas son homoperoxidasas glicosiladas, lignina
peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP), y un sistema generador de H20:
(Rodriguez et al., 1998).

P. chrysosporium tiene ciertas caracteristicas que lo hacen extremadamente Gtil, mantiene
la celulosa intacta y tiene una temperatura de trabajo optima de aproximadamente 40°C,
por lo que puede crecer en chips de madera o materiales compostables, que alcanzan una
elevada temperatura durante el proceso de tratamiento. Estas caracteristicas permiten
multiples y diferentes aplicaciones biotecnoldgicas del hongo (Ohm et al. 2014). Dentro
de estas aplicaciones podemos encontrar la delignificacién parcial de la madera como
pretratamiento para la obtencion de pasta de celulosa (Pellinen et al. 1989), la conversion
de productos lignocelulésicos en pienso, mejorando su digestibilidad en rumiantes (Basu
et al. 2002), o el tratamiento de residuos dificilmente biodegradables, entre otros.

Posee filamentos, conocidos como hifas, que podemos apreciar en la Figura 7. Ademas,
posee esporas, encargadas de la reproduccion cuya caracteristica principal es la

posibilidad de resistir condiciones ambientales adversas.
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Figura 7. Hongo Phanerochaete chrysosporium. (Ohm et al. 2014)

2.3.2. Enzimas producidas por el hongo P. chrysosporium

Se trata de una serie de oxidasas y peroxidasas no especificas que generan radicales libres
de lignina, los cuales desencadenan reacciones espontaneas de rotura de este polisacarido
recalcitrante. La naturaleza no especifica y su excepcional poder de oxidacion hacen de
este microrganismo una aplicacion muy interesante en la degradacion de compuestos
contaminantes y de fibra (Rodriguez et al., 1998). Por ello, degrada lignina y un gran
rango de compuestos aromaticos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos y los
clorofenoles, por lo que es un candidato ideal para la eliminacion de compuestos
recalcitrantes y xenobioticos (Aloui, 2007).

Las enzimas extracelulares mas abundantes y caracteristicas son la enzima lignina

peroxidasa y la enzima manganeso peroxidasa.

2.3.2.1. Lignina peroxidasa (LiP)

Esta enzima esta involucrada en la rotura del enlace C,-Cp de la lignina mediante la
oxidacion del hierro hemo gracias al peroxido de hidrogeno. EI H2O> oxida al grupo hemo
presente en la enzima, el cual oxida a dos compuestos intermedios de la reaccién, lo que
conlleva la final oxidacion de compuestos recalcitrantes, como es el caso del alcohol

veratrilico (Hammel et al. 2008).
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Figura 8. Rotura del enlace C,-Cg de la lignina por parte de la LiP (Hammel et al, 2008).

Esta peroxidasa oxida el alcohol veratrilico a veratraldehido, como se esquematiza en la

Figura 8. Principalmente, LiP oxida sustratos aromaticos.

Figura 9. Estructura tridimensional de LiP obtenida mediante el PDB (Protein Data Bank)

ID:1B80 y estructura del grupo hemo

La Figura 9 es una imagen tridimensional que representa la estructura proteica de la
enzima, visualizandose una Unica cadena en color azul, con hélices alfa como estructuras
secundarias. En el centro de la misma esté representado el grupo hemo, el cofactor de la
enzima, representado con los carbonos de color gris y los oxigenos en rojo. A la derecha

se representa la estructura del grupo hemo.

2.3.2.2. Manganeso peroxidasa (MnP)

Esta enzima oxida el Mn?* a Mn®* utilizando peréxido de hidrogeno como oxidante. El
Mn3* es liberado del sitio activo de la enzima en presencia de un quelante (grupo hemo),
que estabiliza este ion impidiendo la formacion de Mn?* o del ion insoluble Mn**. Es
entonces cuando el complejo Hemo-Mn®* difunde hasta la pared lignoceluldsica, donde
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oxida componentes fendlicos de la lignina y otros sustratos recalcitrantes (Cullen et al.
2004).

2Mn*2+ Hy0, +2H* = 2 Mn*3 + 2 H,0

Figura 10. Reaccion quimica catalizada por la enzima MnP.

Figura 11. Estructura tridimension de MnP obtenida mediante el PDB (Protein Data Bank)
ID: 1mnl

En este caso se distingue el grupo hemo en el centro de la estructura tridimensional
proteica. Al igual que la LiP, también posee una Unica cadena, con hélices alfa como
estructura secundaria predominante. Ademas del grupo hemo, la enzima posee otros
ligandos, como N-Acetil Glucosamina, el ion calcio, glicerol o alfa-D-Manosa. Todos los
ligandos son representados con los carbonos de color gris y los oxigenos en rojo.

Como se puede observar, la estructura cristalina de la enzima manganeso peroxidasa
muestra similitudes con la lignina peroxidasa.

P. chrysosporium produce ademas otras enzimas destacables, como la glioxal oxidasa
(GLOX). Esta enzima degrada metabolitos lignoceluldsicos obtenidos tras la degradacion

parcial de la lignina peroxidasa (Cullen et al. 2004).

2.3.3. Ejemplos de aplicacion de P. chrysosporium en el tratamiento de residuos

Como Phanerochaete chrysosporium posee enzimas delignificantes, una de las

aplicaciones de P. chrysosporium es producir piensos animales a partir de residuos
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vegetales con alto contenido en lignina, como puede ser paja de trigo. Para ello es
necesario conseguir una elevada degradacion de la lignina por parte del hongo, y un
minimo uso de la celulosa, destinada a los animales como alimento (Basu et al. 2002).

Se ha estudiado la aplicacion de este hongo a paja de arroz, un material lignocelulésico
recalcitrante. Para aumentar la degradacion se ha realizado un pretratamiento Fenton
junto con la adicion de P. chrysosporium y Asperigillus niger, lo que muestra una
degradacion del 15% de la lignina. Esto puede resultar una posible aplicacion en cuanto

a la obtencion de energia a partir de lignocelulosa (Chen et al. 2018).

También se ha aplicado para tratar efluentes con pigmentos textiles sintéticos. Un ejemplo
de ellos es el pigmento azoico, ampliamente utilizando en la industria textil y dificilmente
degradable debido a su estructura compleja. Como no se fija completamente a las telas,
durante el procedimiento de tincion se obtienen aguas residuales con grandes cantidades
del pigmento, causando un gran problema medioambiental. Sin embargo, la estructura de
los pigmentos azoicos es muy similar a la de la lignina, por lo que estos compuestos
pueden ser degradados utilizando P. chrysosporium, permitiendo la decoloracién de estos
efluentes (Senthilkumar et al. 2014). Ademas de estos colorantes textiles, también se
puede aplicar a la degradacion de otros colorantes organicos sintéticos presentes en
cosméticos, industria papelera e industria farmaceutica (Mielgo et al. 2002).

Otra aplicacion es cultivar estos hongos junto con residuos industriales para que
produzcan las enzimas ligninoliticas para asi poderlas aplicar directamente a compuestos
recalcitrantes. Esto se realiza mediante la fermentacion en estado sélido del hongo en
diferentes medios de cultivo. Como medio de cultivo se han encontrado buenos resultados
utilizando diferentes residuos agroindustriales, como pueden ser residuos de la industria
cervecera, residuos de la industria pesquera, residuos de la industria papelera y residuos
de manzanas (Gassara et al. 2010).

Por otro lado, aunque la aplicacién de aguas residuales a suelos agricolas representa una
solucion a la elevada cantidad de residuos generados y ademas aumenta la fertilidad del
suelo, también presenta ciertos inconvenientes. Los solidos presentes en estas aguas
residuales pueden poseer contaminantes, como hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PHAS), los cuales son degradados gracias a la adicion de P. chrysosporium a estos
residuos (Taha et al. 2018). Estos PHAs, como el antraceno, también estan presentes en
otros residuos industriales. Un ejemplo de ellos es el bagazo, residuo de la industria
azucarera. La enzima manganeso peroxidasa de P. chrysosporium degrada este
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hidrocarburo aromatico policiclico, permitiendo que el bagazo pueda ser utilizado como

fuente de combustible industrial (Mohammadi et al. 2009).

Entre otros de los muchos compuestos contaminantes que P. chrysosporium puede
degradar, se encuentra el grafeno. Se trata de un material con un gran potencial en analisis,
medicina, electronica, energia, agricultura y remediacién medioambiental. Sin embargo,
su residuo es un producto peligroso, por lo que su transformacion es fundamental.
Gracias a la actividad enzimatica del hongo, se oxida el 6xido de grafeno reducido (RGO),
lo que debilita sus laminas. Sin embargo, la rotura completa de las mismas se obtiene con
mayor eficiencia adicionando lignina peroxidasa al grafeno, la enzima asilada de este
hongo. De esta manera, también podria investigarse la adicion de P. chrysosporium a

otros materiales 2D (Yang et al. 2019).

Otros contaminantes que pueden estar presentes son los metales pesados, y P.
chrysosporium estabiliza y degrada los metales pesados presentes en las muestras. Se ha
comprobado que, ademas, acelera el proceso de compostaje y el grado de humificacion
del propio compost. Ademas, es beneficioso para la pasivacion de metales pesados como
el cadmio, plomo y cobre ya que quela el humus organico (Chen et al. 2019). Posee
tolerancias y puede realizar biotransformacion de residuos altamente contaminantes, con

elevado contenido de cadmio (Guo et al. 2018).

Aunque la evidencia de que P. chrysosporium acumule metales pesados como el cadmio
y el plomo puede resultar interesante en el tratamiento de muestras con dichos metales,
es importante considerar que estos metales pesados tienen una influencia negativa en la
produccion de enzimas lignocelulésicas. Su acumulacion afecta tanto al crecimiento del

propio hongo como a su actividad metabdlica (Zhao et al. 2016).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Muestra del residuo aceitero y pretratamiento

El residuo aceitero empleado en este proyecto ha sido proporcionado por la empresa
ACESUR. Esta empresa posee una almazara para la recepcion de las aceitunas y
extraccion del aceite por centrifugado. De estas almazaras se obtiene el alpeorujo, del
cual se elimina el agua en un secadero. Del residuo resultante se extrae el aceite de orujo

empleando un disolvente organico como agente extractante (http://acesur.com/).

El alpeorujo recibido posee la consistencia de la Figura 12. Este alpeorujo se mantuvo

refrigerado en nevera durante 3 meses antes de ser utilizado.

.

Figura 12. Alpeorujo bruto

Como posee un alto contenido en sélidos, se mezcl6 con agua destilada, con ayuda de una

batidora, en una dilucion 1:20 antes de realizar los tratamientos (Figura 13).

Figura 13. Dilucion 1:20
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El residuo diluido contiene sélidos insolubles, algunos de gran tamafio, procedentes de
restos de la piel y el hueso de las aceitunas. Estos se separaron mediante un tamiz de 1,5

mm de tamario de reja, como se muestra en la Figura 14.

Figura 14. Solidos obtenidos tras el tamizado

Posteriormente, los solidos insolubles de menor tamafio se separaron mediante dos
centrifugaciones de 10 minutos cada una, a 9000g, y una posterior filtracion por
quitasatos, con un filtro de celulosa de tamafio de poro de 10-20 micrometros (Figura

15).

Figura 15. A) Centrifuga utilizada para el pretratamiento
B) Filtracion por quitasatos o por bomba de vacio

Estos dos tratamientos eliminan una gran cantidad de sélidos insolubles, ya que se ve una

notable reduccidén del color después de los mismos, tal y como se indica en la Figura 16.
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Figura 16. A) Alpeorujo tamizado sin centrifugar ni filtrar B) Alpeorujo tamizado, centrifugado
y filtrado

El alpeorujo diluido 1:20, tamizado, centrifugado y filtrado es lo que se tomd como
muestra inicial para el tratamiento con hongos. Las caracteristicas fisico-quimicas de esta

muestra inicial se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracterizacion fisico-quimica de la muestra inicial utilizada en los ensayos de

biodegradacion.

Parametro Valor [mg/l]

pH 4,6

DQO 4854
DBO:s 408
Biodegradabilidad 0,08
Azlcares reductores 578
Fenoles totales 134
IC 1,6

SST 2475

SSF 375

SsvV 2100
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3.2. Microrganismo y obtencion del inoculo

Para la realizacion de este trabajo se empled el hongo Phanerochaete chrysosporium
Burdsall 1974, en concreto la cepa CECT 2798. El hongo se adquirio liofilizado y se
conservd a 4°C en nevera hasta su recuperacion. El proceso de recuperacion del hongo
liofilizado, asi como la obtencion de pellets empleados en los ensayos de
biodegradabilidad, se describen a continuacion. Este trabajo se realizd en la campana de

flujo laminar con el objetivo de trabajar en condiciones asépticas (Figura 17).

( oo

Figura 17. Campana de flujo laminar empleada para el crecimiento del hongo y el ensayo
Se ha empleado el hongo P. chrysosporium ya que muestra mayores eficacias de
degradacion de DQO, color y fenoles en residuos de alpeorujo en comparacion con otras
especies fungicas como Trametes versicolor, Pycnoporus cinnabarinus o Aspergillus

niger (Aloui et al. 2007).

1. Recuperacion del cultivo liofilizado

En primer lugar, se calentd la ampolla de 5 a 15 segundos con una llama, evitando que el
calor incidiera directamente en las zonas donde estan las células flngicas para evitar su
dafo. A continuacion, se afiadio agua estéril gota a gota, lo que provoco el resquebrajado
del vidrio. Los fragmentos de vidrio de la ampolla rotos se retiraron con unas pinzas
esterilizadas. A continuacion, se afiadieron 0,3 ml de medio estéril de extracto de malta
(ME) vy se resuspendio el liéfilo, evitando la formacion de burbujas de aire. Para la
hidratacion completa del mismo, se dej6 reposar 30 minutos. Se inocularon 100 pl de la
suspension obtenida en un tubo con 10 ml de medio ME. El resto de muestra se empled
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para sembrar placas Petri con 25 ml de extracto de malta con agar 1,5% (p/v). Las placas

se incubaron durante una semana a 26°C.

2. Obtencién del micelio

Se afiadio 150 ml de medio ME en un matraz de 500 ml, y se ajusto el pH entre 4,5y 5,5
mediante disoluciones NaOH 0,5 M y HCI 0,5 M. Los matraces asi preparados se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 30 minutos. De la region mas externa de la
placa de Petri, correspondiente a la zona de crecimiento activo del hongo, se extrajeron
mediante un sacabocados 5 cilindros de 1 cm de didmetro, y se afiadieron al matraz. El
matraz se incubd a 26°C y 135 rpm durante 6-7 dias. A continuacion, mediante un colador
esterilizado se recuperd el microrganismo, se resuspendio en una disolucion de NaCl al
0,8%, en una relacion 1:3 (p/v). De esta manera se obtuvo una suspension micelial que se

conservod a 4°C en nevera.

3. Formacién de pellets de P. chrysosporium

En primer lugar, se prepard un matraz de un litro con 250 ml de medio ME, se ajusto el
pH entre 4,5 - 5,5, y se esterilizé durante 20 minutos a 121°C. Cuando el medio estuvo
frio se inoculd con 600 ul de la suspension micelial obtenida en el paso anterior. Los
matraces inoculados se incubaron a 26°C y 135 rpm durante 6 dias. Pasado este tiempo
se recuperaron los pellets de hongo formados mediante un colador y se realizo el trasvase
de los hongos a una solucién estéril de NaCl al 0,8% (p/v). Esta solucién salina

conteniendo los pellets se conservo en nevera a 4°C.

Figura 18. Conservacion de los pellets de P. chrysosporium en la disolucion NaCl 0,8%, en

nevera a 4°C.
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3.3. Ensayos de tratamiento con hongos

Con la muestra de alpeorujo diluida, centrifugada y filtrada, tal y como se describe en el

apartado 3.1. se han realizado los siguientes experimentos, todos ellos por duplicado:

- Control 1 (C1): alpeorujo diluido

- Control 2 (C2): alpeorujo diluido suplementado con fuente de carbono

- Experimento 1 (E1): alpeorujo diluido inoculando hongo

- Experimento 2 (E2): alpeorujo diluido suplementado con fuente de carbono

inoculando hongo

La fuente de carbono adicional corresponde a 3g/L de glucosa. La cantidad de hongo
afiadido en el ensayo es 3g/L en peso seco. Se han elegido estas cantidades por haber
resultado adecuadas en experimento previos realizados con P. chrysosporium y licor
procedente de un proceso de biometanizacion.

Para la realizacion de cada ensayo, se afiadieron 250 ml de la muestra inicial de alpeorujo
a un matraz Erlenmeyer de 1 litro, en los cuales se va a realizar el experimento. El
volumen escogido es el ideal para mantener una buena relacion aire/volumen y asegurar
la disponibilidad de oxigeno en el tratamiento. Como el ensayo se realiza por duplicado,
se prepararon 8 matraces en total.

Una vez anadidos los 250 ml de muestra inicial a cada matraz, se afiaden 3 g/L de glucosa
en los matraces C2 y E2. Los pellets de hongo conservados en nevera se recogen con

ayuda de un colador para poder pesarlo y adicionarlo a los matraces E1 y E2.

Figura 19. Recogida de los pellets de P. chrysosporium de la disolucion de NaCl al 0,8% para

ser pesado y adicionar la cantidad exacta a cada matraz.
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El hongo que ha crecido en forma de pellets posee una humedad aproximada del 97%.
Teniendo este dato en cuenta, se afiadié a cada matraz la cantidad de hongo en peso
hdimedo que proporciona una concentracion aproximada de a 3 g/L en peso seco.

Figura 20. Incubador orbital en el que se realiza el crecimiento de P. chrysosporium y el
ensayo de la muestra con el hongo. Mantiene las condiciones a 26°C y una agitacion de 135

rpm.

Durante el ensayo se mantuvo el pH entre el rango 5-6 para garantizar la efectividad del
hongo. Para ello, todos los dias antes de la toma de muestra se media el pH y se ajustaba

mediante la adicion de NaOH 0,5 M y HCI 0,5 M, como puede verse en la Figura 21.

Figura 21. Medicion y ajuste de pH durante el ensayo
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3.4. Toma de muestra

Se tomaron muestras a distintos tiempos (diariamente excepto fin de semana) de los 4
ensayos (8 matraces ya que se prepararon por duplicado). El volumen de muestra retirado
era de 6 ml, excepto los dias 4 y 10 donde fue necesario coger un volumen de 30 ml para
la determinacion de la DBOs. El procesado de las muestras se realizaba inmediatamente
después de la toma. Todas las muestras se centrifugaban a 15000 g durante 15 minutos, a
18 grados de temperatura. El sobrenadante se traspasaba a tubos estériles que se

mantenian congelados hasta el momento del analisis.

G5! l IIDD |

Figura 22. Centrifuga utilizada tras la toma de muestra
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3.5. Métodos analiticos
3.4.1. Medida del pH

El pH se midio todos los dias mediante un pH-metro Basic-20 de la marca Dilabo. Se
corrigio todos los dias con disoluciones 0,5 M NaOH y 0,5 M HCl a 5,8-6,1, exceptuando
el dia 4 en el cual el pH se corrige en el intervalo 5,0-5,20 para evitar una subida excesiva

del mismo durante el fin de semana en el que no se corrige el pH.

3.4.2. Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

La demanda quimica de oxigeno permite conocer el contenido en materia organica total
de una muestra liquida. Con el método utilizado, se produce la oxidacion de la materia
orgénica debido a la presencia de un oxidante quimico fuerte, el dicromato potésico,
K2Cr207. En esta reaccion redox, el Cr (VI) se reduce a Cr (IlI), el cual muestra una
coloracion verdosa, de tal manera que la cantidad de Cr (I11) formada es proporcional a
la materia orgénica presente inicialmente en la muestra, y se puede determinar por
espectrofotometria.

Para realizar el analisis se emplearon dos soluciones: la solucién A y la solucion B. La
solucion A se prepara a partir de sulfato de plata diluido con acido sulfarico al 96%, en
una concentracién de 6,6 g/L. La disolucion B se realiza disolviendo 4 g de sulfato de
plata en 35 ml de la disolucién A, a los que se afiaden 100 ml de dicromato potasico 0,25
N.

Para realizar el calibrado de este analisis se emple6 como patron ftalato de potasio.
Partiendo de una disolucién de 0,85 g/L, se realizaron diluciones con el fin de obtener
distintas concentraciones. En cada tubo de digestion se echd un volumen de 3 ml de
patrén, al cual se le afiadieron 4 ml de la disolucion A 'y 2 ml de la B. Los tubos asi
preparados se agitaron y se introdujeron en el digestor a 150°C durante 2 horas. A
continuacidn, se dejaron enfriar durante media hora y se midi6 la absorbancia a 600 nm

en un espectrofotometro (Figura 23).
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Figura 23. A) Digestor empleado; B) Espectrofotdmetro en el que se ha acoplado un sistema
que permite la medicion de la absorbancia de la muestra directamente desde un tubo de vidrio.

Con los datos obtenidos, se realizd una representacion grafica y se obtuvo la recta de
calibrado y la ecuacidn de la recta, representada en la Figura 24. A partir de esta ecuacion

se pudo determinar la concentracion DQO presente en las muestras analizadas.

Recta calibrado DQO  v=3014,1x+57,435
R*=0,9901

0 0,1 0,2 0,3 04
A Absorbancia

Figura 24. A) Representacion gréfica de las absorbancias de las muestras del calibrado frente

a su concentracion, indicando la ecuacion y R de la recta. B) Disoluciones patron obtenidas.

A continuacion, se prepararon las muestras de la misma manera que el patrén. Cuando
fue necesario, se realizaron diluciones de la muestra con el fin de que la absorbancia que

se obtuviera dentro del rango de la recta patron Este ensayo se realiz6 por triplicado.

3.4.3. Determinacion de la demanda bioguimica de oxigeno (DBOs)

La demanda bioguimica de oxigeno permite medir el contenido en materia organica
biodegradable presente en una muestra liquida. ElI fundamento de este método es la

medicién del oxigeno consumido por los microorganismos utilizado para degradar la
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materia organica presente. El tiempo necesario para una oxidacion completa es de 21 a
28 dias, sin embargo, lo habitual es medirlo a los 5 dias obteniéndose la DBO:s.

Para medir la DBO:s se utilizaron respirometros manomeétricos (método de Warburg), que
relacionan el cambio de presion en el espacio de cabezas con el consumo de oxigeno.
Para realizar este método se ajustd el pH de las muestras entre 6,5 y 7 mediante
disoluciones NaOH 0,5 M y HCI 0,5 M. Para realizar el ensayo, se afiadieron 56 ml de
muestra en cada botella de DBOs y se introdujo un iméan de agitacién en cada una. No fue
necesario diluir las muestras.

No se adiciond inoculo ya que la propia muestra poseia microrganismos. A continuacion,
se afiadieron unas gotas de inhibidor de la nitrificacion, cuya funcion es evitar la
oxidacion de nitritos y sales amoniacales susceptibles de la misma. Se colocaron las
boquillas en cada botella y en esta se afiadieron 4 gotas de hidroxido potésico para “fijar”
el COa. Se enroscaron los cabezales en las botellas sin apretar y se dejaron 30 minutos en
el incubador a 20°C para que la muestra se estabilice a esa temperatura. Pasado ese
tiempo, se cerraron los cabezales, se colocaron sobre un agitador y se activé el comienzo
de la medida estableciendo este momento como tiempo cero. En cada tanda de medidas
se prepar6 un blanco formado por agua de dilucion. Cada muestra se analizé por

duplicado.

Figura 25. Equipos de medida para el andlisis de DBOs de las muestras, en el interior de un

incubador que mantiene la temperatura a 20°C.
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3.4.4. Biodegradabilidad

La biodegradabilidad indica la cantidad de materia organica biodegradable con respecto
a la materia orgénica total presente en una muestra. El parametro “biodegradabilidad” fue

calculado mediante el cociente DBOs/DQO.

3.4.5. Determinacién de carbohidratos reductores

La determinacion de carbohidratos reductores se realiz6 mediante el método del DNS,
que identifica la presencia de los grupos carbonilos libres de los aztcares mediante una
reaccion redox. El &cido 3,5-dinitrosalicilico (color amarillo) provoca la oxidacion de los
azucares, mientras se reduce formando éacido 3-amino-5-salicilico (color pardo). Esta
oxidacion es proporcional a la cantidad de azucares reductores y se puede determinar
mediante espectrofotometria (Miller, 1959).

Se realiz6 un calibrado a partir de una disolucion de glucosa de 1000 mg/l. Fue necesario
preparar el reactivo DNS tal y como se indica en la Tabla 4. Se trata de un reactivo
fotosensible por lo que es importante cubrirlo con papel de aluminio para evitar su

contacto con la luz.

Tabla 4. Preparacion del reactivo DNS

Reactivo DNS Cantidad
NaOH 0,89
Tartrato de Na y K rehidratado 159
Acido 3,5-dinitrosalicilico 059
Agua destilada 50 ml

Como paso previo al analisis de las muestras, se realizaron diluciones 1:25, 1:10 y 1:2,
dependiendo de la muestra, para que la sefial de absorbancia obtenida entre en el calibrado
realizado. A continuacion, se afiadieron 500 ul de muestra diluida y 500 pl de reactivo
DNS en un tubo de ensayo, y se calentaron durante 5 minutos en un bafio de agua caliente
a 95°C. Se realizo un blanco sustituyendo la muestra por agua destilada. La reaccion se
pard introduciendo durante otros 5 minutos los tubos en hielo. A continuacién, se afiadid
a cada tubo 5 ml de agua destilada, se agitaron bien y se midié su absorbancia en el

espectrofotometro a 540 nm. Este ensayo también se realizo por triplicado.
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Figura 26. A) Representacion gréafica de las absorbancias de las muestras del calibrado frente

a su concentracion, indicando la ecuacion y R? de la recta. B) Disoluciones patron realizadas.

3.4.6. Determinacion de fenoles totales

Los fenoles totales fueron determinados a traves del método de Folin-Ciocalteau,
realizando un calibrado con &cido galico y empleando agua destilada para el blanco.

Para la realizacion del analisis se afiadieron a tubos de vidrio 400 pl de muestra
adecuadamente diluida (o patron). A continuacion, se adiciond 3 ml de reactivo de Folin
diluido 1:10, y se incub6 durante 5 minutos en un bafio a 22°C. A continuacion, se
afiadieron 3 ml de una disolucion de NaHCOs (6 g/100 ml), y se incubd en el bafio a 22°C,

durante 90 minutos. Por Gltimo, se midié la absorbancia a 725 nm.

Figura 27. Bafio utilizado, el cual se mantenia a 22°C.
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Figura 28. Recta de calibrado realizada con un patron de cido gélico.

Todos los pasos fueron realizados en oscuridad, tapando los tubos con papel de aluminio,
para evitar la posible degradacion de los fenoles. Las muestras fueron analizadas por

triplicado.

3.4.7. Determinacion del indice colorimétrico

El color lo aportan los compuestos presentes en la muestra, por lo que es interesante
analizarlo a lo largo de los tratamientos para valorar la evolucion del residuo. Para ello,
se mide la absorbancia de las muestras a tres longitudes de onda: 436, 525y 620 nm, y se
aplica la siguiente ecuacion:

_ SACj36 + SACZ,5 + SACS;,

IC =
SAC436 + SACszs + SACe20

En esta ecuacion los SAC (Spectral Absorption Coefficient) son los coeficientes de
absorbancia espectrales obtenidos del cociente del valor de la absorbancia a una longitud
de onda entre el espesor de la celda o cubeta. Como normalmente el espesor de la cubeta
es 1 cm, el valor del SAC es idéntico al de la Absorbancia. Como blanco para la medida
de la absorbancia se utiliz6 agua destilada. El equipo utilizado es el espectrofotometro

que se muestra en la Figura 29.
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Figura 29. Espectrofotometro utilizado para la determinacién del indice colorimétrico.

3.4.8. Determinacion del contenido en humedad, sélidos totales (SST), volatiles (SSV)
y fijos (SSF)

Para determinar la humedad y los solidos totales se afiadié un volumen determinado de
muestra en una capsula de porcelana previamente pesada. Se pesoé el volumen de muestra
afiadido y se introdujo un dia en la estufa a 105°C. A continuacion, se sacd, se dejo enfriar
en un desecador y se peso de nuevo. El peso resultante, al restar el de la capsula, son los

solidos totales y el peso evaporado, la humedad.

Las cenizas o solidos fijos se determinaron al someter la muestra obtenida de la estufa a
550°C en la mufla durante un dia. Posteriormente, se dejaron las muestras en el desecador
hasta que alcanzaron temperatura ambiente y se pesaron de nuevo. Los solidos volatiles

se calcularon por diferencia.

Figura 30. Estufa utilizada para realizar peso seco de la muestra
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4. RESULTADOS
4.1. Evolucion del pH

Como se ha comentado en el apartado 3.3., el pH ha sido controlado de manera manual
mediante la adicién de NaOH 0,5 M o HCI 0,5 M, con el fin de mantenerlo en la medida

de lo posible dentro del intervalo de valores optimo para P. chrysosporium, 4-6.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (dias)
...+ Control (C) ---#--- Glucosa (G) Hongo (H) —e—Hongoy glucosa (GH)

Figura 31. Evolucion del pH a lo largo de los tratamientos. Se muestran las medias de los

duplicados. En todos los casos se obtuvo una desviacion estandar inferior al 4% del valor.

En la Figura 31 se muestran los valores de pH que han sido corregidos todos los dias del
tratamiento, exceptuando los dias 5 y 6 que coincidieron en fin de semana. El pH del
alpeorujo diluido (muestra inicial) era de 4,6 y se ajust6 en todos los casos a un valor de
5.8 antes de comenzar los ensayos. Posteriormente, el valor del pH fue controlado
ajustandolo entre 5,8-6 con el fin de mantenerlo dentro del intervalo 6ptimo de actividad
del hongo, el cual esta entre 4-6 (Hailei et al. 2016).

El primer dia del tratamiento se observd, en los casos en los que se habia adicionado
glucosa, una bajada del pH hasta valores proximos a 4, lo cual parece deberse al consumo
de este azUcar por parte de los microorganismos presentes en la muestra que diera lugar
a la liberacion de CO; y acidos organicos. A partir del segundo dia, las muestras
presentaron un aumento del pH, alcanzandose durante los primeros dias valores proximos
a 7 en todos los casos. El dia 4, el pH se ajustaa 5,1 en vez de 5,8-6, para evitar un elevado
aumento del mismo durante los dos dias en los que no fue posible realizar el control de
pH. Se puede observar en la Figura 31 como el sistema de control empleado resulto

efectivo y la mayor parte del tiempo los valores de pH estuvieron dentro del intervalo
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considerado Optimo para la actividad del hongo. En los tltimos dias del tratamiento se
muestra como el pH medido cada vez varia menos con respecto al corregido, debido a la

reduccion de la actividad microbiana.
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4.2. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La demanda quimica de oxigeno es un pardmetro importante a valorar durante el ensayo
ya que muestra tanto la cantidad de materia orgénica biodegradable como aquella mas
recalcitrante, no asimilable por la mayoria de los microrganismos.
Como ya se ha comentado, la DQO de la muestra inicial era de 4854 mg/L, mientras que
la DQO de las muestras suplementadas con glucosa al inicio del tratamiento era de 9243
mg/L.
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Figura 32. Evolucién de la demanda quimica de oxigeno durante el tratamiento. Se muestran
los valores medios de los duplicados. Todos los valores de desviacion estandar son inferiores al
6,5% del valor.

Como se puede ver en la Figura 32, la DQO presenta una tendencia descendente debido
a la degradacion de los compuestos organicos durante el ensayo. Existe degradacién en
las 4 muestras estudiadas, incluso en los controles en los que no se ha adicionado hongo.
Esto se debe a la degradacion de los compuestos por parte de la microflora que forma
parte de la muestra inicial. Mientras que en el control suplementado con glucosa la
reduccién de la DQO no permite ni siquiera alcanzar los valores iniciales de la muestra
sin suplementar, en el control sin suplementar se observaron degradaciones del 32% al
final del ensayo. Sin embargo, es en los experimentos en los que se ha afiadido el hongo,
tanto con suplementacion como sin suplementacion con glucosa, donde se observaron los
mejores resultados. A partir de los 8 dias, en ambos ensayos se alcanzaron valores de

DQO similares, lo que indica que, en este caso, la adicion de glucosa no seria necesaria
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para permitir la activacion del hongo y degradacion de los compuestos. Ademas, en el
ensayo sin suplementacion tan solo fueron necesarios 4 dias para alcanzar los valores
minimos de DQO, mientras que en el caso en que se adicion6d glucosa es necesario el
doble de tiempo para obtener similares resultados. La adiccion de glucosa, por tanto, no

solo no resulta necesaria, si no que alarga considerablemente los tiempos de tratamiento.

Tabla 5. Porcentajes de degradacion de DQO (respecto a la DQO del control sin suplementar).

Muestra DQO degradada a los 4 dias DQO degradada a los 10 dias
Control (C1) 27,6% 33,5%
Hongos (E2) 60,9% 50,9%
Glucosa (C2) -83,1% -20,0%
Hongo y glucosa (E2) -20,9% 59,2%

En cuanto a los porcentajes de degradacion de la DQO, tal y como se muestra en la Tabla
5, la adicion de hongo permitio obtener degradaciones superiores 60%, tan solo en 4 dias
lo cual duplica la eficacia de degradacion conseguida en ausencia del hongo. Los
resultados aqui obtenidos, a partir de muestras de alpeorujo diluidas, son superiores al
43,5% de degradacion de DQO mediante una fermentacion en estado sélido del alpeorujo
utilizando P. chrysosporium, con bagazo de azucar de cafia como soporte solido (Aloui
et al. 2007). En cambio, el tratamiento con P. chrysosporium de alpechin, proporcioné un
78% de degradacion de la DQO en el sexto dia del tratamiento (Garcia-Garcia et al. 2000).
Aunque el intervalo 6ptimo de actuacion del hongo oscila entre 4 y 6, es posible que el
aumento de degradacién de la DQO esté favorecido a pH mas cercanos a pH 4, tal y como
fue realizado en el ensayo de Garcia-Garcia et al. (2000), y menos proximos a pH 6. Otra
diferencia en la metodologia realizada por Garcia-Garcia es la utilizacion de una muestra
autoclavada, lo que podria sugerir que el hongo presente una mayor actividad en la
degradacion de DQO en ausencia de las bacterias enddgenas que compitan por el sustrato.
Otra opcion es que el tratamiento con autoclave contribuya a la rotura de moléculas
complejas presentes en el residuo que puedan ser mas facilmente atacadas por los enzimas
liberados y utilizados por el hongo. Parece por tanto probable que de haber autoclavado
nuestro residuo de alpeorujo, las eficacias de eliminacion de DQO hubieran sido
superiores. Sin embargo, hay que tener también en cuenta que el proceso de tratamiento
se encareceria considerablemente.

En cuanto uso de P. chrysosporium para el tratamiento de otras muestras, en la

bibliografia existente se obtuvieron porcentajes de degradacion de DQO del 57%
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utilizando aguas residuales de la industria textil, un porcentaje muy similar al obtenido
en nuestro ensayo (Pakshirajan and Kheria, 2012). Utilizando otra muestra, en este caso
aguas residuales de la industria del coque, la adicion de P. chrysosporium consiguio un
68% de degradacion de DQO, un resultado ligeramente mayor al obtenido con el residuo
de alpeorujo. Sin embargo, este porcentaje se incrementa a un 81% si el hongo, en lugar

de estar libre, esta inmovilizado en chips de madera (Lu et al. 2009).
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4.3. Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs)

La Demanda Bioldgica de Oxigeno proporciona informacion sobre el contenido de
materia orgénica biodegradable. En la Figura 33 se muestran las diferencias entre la

demanda bioquimica de oxigeno de las diferentes muestras a tres tiempos del tratamiento.
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Figura 33. DBOsen el momento inicial, intermedio y final del ensayo. Se muestran los valores
medios de los duplicados. Las desviaciones estandar fueron en todos los casos inferiores al 26,5%

del valor.

El alpeorujo diluido (muestra inicial) presentaba una DBOs de 408 mg/L, lo que indica la
presencia de una cierta cantidad de materia organica facilmente degradable, que, tal y
como se ha comentado anteriormente, resultd suficiente para promover la actividad
enzimética de los hongos sin necesidad de afiadir una fuente de carbono adicional.
Logicamente, los medios suplementados con glucosa muestran una DBOs mayor, debido
a la adicion de este azUcar de facil asimilacion. Tanto en las muestras suplementadas con
hongo como en los dos controles sin el mismo, se muestra una clara disminucion de la
DBOs a lo largo del tratamiento. Es evidente que en la muestra inicial existen bacterias
enddgenas capaces de eliminar la materia organica facilmente biodegradable. La adicion
de P. chrysosporium permite la liberacion de enzimas capaces de romper la materia
organica recalcitrante que pasa a convertirse en materia organica biodegradable. A
medida que se va produciendo esta conversion de la materia organica compleja en
compuestos mas facilmente asimilables, estos van siendo consumidos por los hongos y
bacterias presentes en el medio, lo que se refleja en el descenso de la DQO comentado en

el apartado previo, al tiempo que se mantienen similares valores de DBO:s.
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4.4. Biodegradabilidad

Este parametro obtenido a partir del cociente entre la DBOs y la DQO indica el grado de
biodegradabilidad de la materia organica contenida en la muestra. En la Figura 34 se
muestra la evolucién de la biodegradabilidad a tres tiempos del tratamiento, inicial,

intermedio y final.
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Figura 34. Biodegradabilidad en el momento inicial, intermedio y final del ensayo.

La biodegradabilidad inicial del alpeorujo diluido es de 0,08, valor muy inferior a 0,5, lo
que indica que se trataba de una muestra muy poco biodegradable (Meena et al. 2019).
Logicamente, la adicion de glucosa aumentd la biodegradabilidad de la muestra hasta
0,12, si bien sigue siendo un agua poco biodegradable.

En todas las muestras la biodegradabilidad disminuye a lo largo del tratamiento, aunque
se pueden apreciar ciertas diferencias. En comparacién con los controles, las muestras
inoculadas con hongo poseen valores de biodegradabilidad mayores, lo cual se debe a la
mayor reduccién de DQO que tiene lugar, gracias a la accidn de los enzimas fangicos que
permiten la degradacion de la materia organica recalcitrante. Las muestras finales siguen

siendo poco biodegradables.
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4.5. Carbohidratos reductores

Los carbohidratos reductores generalmente se asimilan a los azUcares utilizables por los

microorganismos, con lo que dan una idea del contenido en azucares biodegradables

presentes en la muestra. La evolucion de los carbohidratos reductores a lo largo del

tratamiento se muestra en la Figura 35.
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Figura 35. Evolucidn de la concentracién de carbohidratos reductores durante el tratamiento.
Se representan los valores medios de los duplicados. En todos los puntos el valor de la

desviacion estandar es menor al 11% del valor.

La concentracidn de azucares reductores de la muestra inicial era de 563 mg/L, mientras
que en las muestras suplementadas con 3 g/L de glucosa es de 3662 mg/L. En las muestras
suplementadas con glucosa, el primer dia se produjo un elevado consumo de la misma,
sobre todo en la que habia sido inoculada con el hongo. Por ello, en tan solo un dia los
niveles de azlcares reductores bajan de 3663 mg/L a 1596 mg/L en el caso del control
con glucosa (C2), y a 677 en el caso de la muestra con hongo y glucosa (E2). A partir de
este primer dia, la concentracion de azucares reductores en el control con glucosa se
mantuvo aproximadamente estable, mientras que en el medio con hongo (E2) continda
descendiendo suavemente.

En cuanto al control sin glucosa (C1), se mantiene practicamente estable, mientras que,
en el experimento sin glucosa, pero inoculado con hongo (E1), la concentracion de

azucares reductores baja suavemente a partir del primer dia reduciéndose hasta alcanzar
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valores similares al experimento con glucosa y hongo préximos a 140 mg/L. Al igual que
ocurria con la DBOs, es légico pensar que la evolucién de la concentracion de azucares,
se deba a dos efectos contrapuestos; por una parte, los enzimas fungicos liberan azlcares
reductores a partir de carbohidratos mas complejos, y por otra estos azlcares reductores

son consumidos por las bacterias y hongos presentes en el medio.
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4.6. Fenoles totales

La presencia de fenoles es habitual en los residuos de la industria aceitera. Se realiz6 la

medida de los fenoles totales de las muestras inicial y final con el fin de comprobar si el

tratamiento ensayado conseguia disminuir la cantidad de compuestos fendlicos. Los

resultados se representan en la Figura 36.
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Figura 36. Valor de los fenoles totales en el momento inicial y final del ensayo. Se representan

los valores medios de los duplicados. Todos los valores de la desviacién estandar son menores

al 4%.

Como se muestra en la figura la eficacia de la degradacion de los fenoles fue superior en

los ensayos inoculados con hongo que en los controles sin inocular. Los porcentajes de

degradacién se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Porcentajes de degradacion de fenoles totales

Muestra Fenoles degradados a los 10 dias
Control 14,7%
Hongo 32,3%

Control glucosa 14,9%

Hongo y glucosa 27,7%

Como se puede observar, afiadiendo el hongo se consiguid degradar aproximadamente un

30% de los fenoles presentes en la muestra inicial, siendo ligeramente mejores los

resultados obtenidos sin adicion de glucosa. Asi, mediante la fermentacion del alpeorujo

en estado sélido utilizando P. chrysosporium se obtiene un 57,4% de degradacion de

fenoles totales (Aloui et al. 2007). En cambio, Garcia-Garcia et al. (2000) consiguieron
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degradaciones del 92% de los fenoles presentes en alpechin. De nuevo la posible
explicacion a la baja eficacia de eliminacion obtenida en este trabajo, puede ser que en
nuestro caso la muestra no fue pretratada térmicamente, mientras que en el trabajo
anterior el alpechin era autoclavado, lo que pudo contribuir a degradar parcialmente los
polifenoles de manera que estos pudieran ser mas facilmente degradados por el hongo.

Por otro lado, la adicién de P. chrysosporium a aguas residuales de la industria del coque
redujo los compuestos fendlicos en un 56% en tan solo 3 dias de ensayo. Los porcentajes
de degradacion aumentaron cuando se inmovilizé al hongo en chips de madera,
alcanzando un 78% de degradacion (Lu et al. 2009). Parece, por tanto, posible mejorar
las bajas eficacias de eliminacion de fenoles obtenidas en este trabajo, mediante el
pretratamiento térmico de las muestras, la inmovilizacion de los hongos o incluso un

mejor control del pH durante el proceso.
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4.7. Indice colorimétrico

En lo que respecta al color de las muestras, ya el primer dia se observaron diferencias
notables a simple vista entre los controles (C y G) y los matraces inoculados con el hongo
(H y GH) (ver Figura 39). A medida que avanza el tiempo de tratamiento, como puede
observarse en los dias 7 y 10, resulta mas dificil establecer visualmente el color del medio,
debido al aumento de la turbidez que se produce en los medios inoculados como
consecuencia del crecimiento del hongo y de la liberacion de algunas de sus hifas.

Figura 37. Apariencia del residuo durante el ensayo realizado.

Con el fin de poder cuantificar este cambio en el color eliminando la interferencia de la
turbidez debida al crecimiento microbiano, se realiz6 la medida del indice colorimétrico

de las muestras. La evolucion del mismo se muestra en la Figura 37.

50



1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80

0,60

Indice Colorimétrico (IC)

0,40
0,20

0,00

Tiempo (dias)

«-4#-.+|C Control (C1) ::-#--- IC Glucosa (C2) IC Hongo (E1) —@— IC Hongo y glucosa (E2)

Figura 38. Evolucion del indice colorimétrico durante el tratamiento. Se representan los valores

medios de los duplicados. Todos los valores poseen una desviacién estandar inferior al 11,5%.

Como se puede observar en la gréafica, se muestran dos comportamientos diferenciados.
Por una parte, los controles mostraron un mayor indice colorimétrico durante todo el
tratamiento con valores finales similares a los iniciales. Por otra parte, en los
experimentos inoculados con hongo, el color de las muestras disminuyé de manera
notable en el primer dia del tratamiento, y a partir de entonces se mantuvo
aproximadamente estable, siendo el indice colorimétrico conseguido con la inoculacién

del hongo aproximadamente la mitad del de los controles.

Tabla 7. Porcentajes de degradacion del color al final del tratamiento.

Muestra Color degradado a dia 10
Control (C1) 27,8%
Hongo (E1) 60,2%
Glucosa (C2) 20,3%
Hongo y glucosa (E2) 60,0%

Como se puede observar en la Tabla 7, en ambos ensayos (E1 y E2) se llegan a las mismas
degradaciones de color, 60%. En este estudio se obtienen degradaciones de color mayores
que por ejemplo en la fermentacion en estado sélido de alpeorujo con P. chrysosporium,
Ilegando a un 39,5% de decoloracion, la cual se calculo a partir de la medicién de la
absorbancia a 395 nm (Aloui et al. 2007). En el caso de degradacion del color de aguas

residuales de la industria textil por parte de P. chrysosporium, se obtuvo un 64% de
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degradacion del mismo, un valor muy similar al que se ha obtenido con alpeorujo diluido
(Pakshirajan and Kheria, 2012).
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4.8. Solidos totales

Se midieron los sélidos totales al principio y al final del tratamiento con el fin de

determinar el grado de crecimiento de los microorganismos presentes en los medios.
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Figura 39. Incremento del peso seco de la muestra tras el tratamiento. Se representan los valores

medios de los duplicados. La desviacion estandar en todos los casos es inferior al 6%.

En la Figura 39 se observa como el peso seco ha aumentado en todos los casos tras el
tratamiento. Aunque las caracteristicas fisico-quimicas del residuo de alpeorujo son las
ideales para el crecimiento de P. chrysosporium, también ha favorecido el crecimiento de
bacterias enddgenas (Dhouib et al. 2006). Por ello, en el caso de los controles el aumento
de peso se puede atribuir al crecimiento de bacterias enddgenas, y en el caso de las

muestras con hongo, al crecimiento del hongo y de bacterias enddgenas.

Tabla 8. Incremento de s6lidos totales durante los tratamientos

Muestra Aumento peso tras el tratamiento
Control 28,8%
Hongo 19,5%

Control Glucosa 139,0%

Hongo y glucosa 50,0%

Como era de esperar, las mayores diferencias de peso se obtienen en los matraces en los
que se ha adicionado glucosa, la cual facilita el crecimiento tanto de las bacterias
enddgenas como del hongo. Como se observa en la Tabla 8, el mayor crecimiento relativo
se registrod en el control con glucosa, con un incremento de peso del 139%, lo que supone

gue concentracion microbiana final fue mas del doble de la que habia inicialmente. En
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este caso, se produjo un mayor crecimiento de las bacterias enddgenas del alpeorujo ya
que no estdn compitiendo por los nutrientes con el hongo y disponen de una fuente de
carbono facilmente utilizable. En términos absolutos, la mayor concentracion microbiana

se alcanzd en el experimento con hongo y glucosa.

Tabla 9. DQO consumida por gramo de microrganismo formado

Muestra DQO consumida [mgggr/r?;grﬁo de microrganismo
Control (C1) 23057
Hongos (E1) 1847.8
Glucosa (C2) 1003,7
Hongo y glucosa (E2) 2203.9

En la Tabla 9 se muestra para cada ensayo la DQO consumida por peso de microrganismo
crecido. Si bien es cierto que no se muestra una relacion constante entre la cantidad de
DQO degradada y la cantidad de microrganismos que se han formado, los resultados

tampoco son demasiado dispares y oscilan entre 1000 y 2300 mg/I-g.
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5. CONCLUSIONES

1.

La microflora endogena del residuo de alpeorujo permite degradar un 28% de la
DQO presente en la muestra, si bien no se observa ninguna reduccion significativa

del color.

El tratamiento de alpeorujo diluido 1:20 mediante P. chrysosporium permite

alcanzar una degradacion del 60% de la DQO en 4 dias de tratamiento.

La adicion de P. chrysosporium permite, ademas, una reduccion del indice de

color del residuo proxima al 70%.

La adicion de azucar no se muestra necesaria para activar el hongo, ya que el
propio residuo de alpeorujo dispone de suficientes compuestos organicos

facilmente biodegradables, y ademas ralentiza el proceso de tratamiento.

No existen diferencias muy notorias respecto a la demanda bioquimica de oxigeno
y biodegradabilidad entre controles y muestras con hongo, lo cual indica la
principal diferencia entre P. chrysosporium y estas bacterias es su capacidad para

degradar compuestos mas recalcitrantes.

Se produce una reduccién en la demanda bioldgica de oxigeno y en el contenido
de azUcares reductores durante todos los tratamientos, si bien la biodegradabilidad
de las muestras tratadas con hongo es superior a las obtenidas en ausencia de

inoculacion.

El tratamiento con el hongo del residuo de alpeorujo diluido logro degradar el

32% de los fenoles totales presentes inicialmente en la muestra.

En todos los ensayos realizados se produjo el crecimiento de los microrganismos
presentes: las bacterias endogenas y el hongo. La suplementacion con glucosa
provoca un incremento en el crecimiento de los mismos, aunque esto no implica

una mayor degradacion de la DQO.
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6. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

C1: Alpeorujo diluido

C2: Alpeorujo diluido suplementado con fuente de carbono

DNS: Acido 3,5-Dinitrosalicilico

DOP: Denominacion de Origen Protegida

DQO: Demanda Quimica de Oxigeno

DBOs: Demanda Bioguimica de Oxigeno de 5 dias de analisis

DBOsinai: Demanda Biogquimica de Oxigeno para la oxidacion completa de la totalidad de
la materia orgéanica biodegradable

E1: Alpeorujo diluido inoculando hongo

E2: Alpeorujo diluido suplementado con fuente de carbono inoculando hongo
IC: indice Colorimétrico

IOC: International Olive Council

LiP: Lignina Peroxidasa

ME: Extracto de malta

MEA: Extracto de malta con agar

MnP: Manganeso Peroxidasa

P. chrysosporium: Phanerochaete chrysosporium

RGO: Reduced Graphene Oxide

SAC: Coeficiente de Absorbancia Espectral
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BUSQUEDAS EN INTERNET:

Web 1: www.pieralisi.com Para los procesos de produccién del aceite de olivay la

maquinaria necesaria.

Web 2: http://acesur.com/ Para ver el proceso de produccion del aceite y de generacion

del residuo empleado en el proyecto.

Web 3: http://www.rcsb.org/ (PDB). Para la estructura tridimensional de las proteinas
LiP y MnP.

PDB ID: 1b80 (LiP) y PDB ID: 1mn1 (MnP).
Web 4. Instituto de Estadistica y Cartografia de Andalucia, 2017.

https://www.juntadeandalucia.es/institutodeestadisticaycartografia/atlashistoriaecon/atla

s_cap_15.html

Web 5: www.mapa.gob.es Para las Denominaciones de Origen Protegidas en Espafia
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