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Resumen

RESUMEN

El alpeorujo, residuo procedente de la extraccidon del aceite de oliva se
destina, tras secarlo y extraerle el aceite de orujo, a la cogeneracion de energia
eléctrica y térmica mediante combustion. Sin embargo, y debido a la gran
cantidad de residuo que se genera en cada una de las campaias oleicolas, es
necesaria la busqueda de vias alternativas para la completa valorizacion de este
subproducto.

Dada su composicion agroquimica podria emplearse como un enmendante
orgéanico, que contribuiria a restablecer los niveles de materia organica de los
suelos. Sin embargo posee componentes toxicos de naturaleza muy variada que
producen efectos nocivos sobre el suelo y cultivos vegetales por lo que se necesita
su estabilizacion antes de su uso. Por otro lado este residuo es rico en potentes
antioxidantes de gran interés para la industria farmacéutica, cosmética y
alimentaria.

Se han realizado estudios de utilizacion de tratamientos fisicos, quimicos y
bioldgicos para la estabilizacion del alpeorujo, sin embargo, y debido a la
composicion compleja de este residuo, estos tratamientos requieren largos
periodos de tiempo o no son muy efectivos. La detoxificacion del alpeorujo se ve
potenciada mediante la integracion del tratamiento al vapor, el cual combina
alteraciones fisicas y quimicas permitiendo la separacion de sus componentes para
facilitar la accion de los microorganismos. De esta manera se ha conseguido una
recuperacion casi completa de hidroxitirosol libre, debido a la accion de la fB-
glucosidasa liberada por el Paecilomyces farinosus en alpeorujo tratado al vapor a
150°C. Cuando se combina el tratamiento térmico del alpeorujo a 150°C con el
biologico con Coloriopsis rigida se consigue ademas la detoxificacion de dicho
residuo en periodos cortos de tiempo.

El tratamiento integral del alpeorujo descrito en este trabajo solucionaria
un gran problema medioambiental mediante una valorizacion completa del

alpeorujo.



Abstract

ABSTRACT

The alpeorujo, a residue from the olive oil extraction is used in the
cogeneration of electric and thermal energy trough combustion, after drying it and
extracting the orujo oil. Nevertheless, due to the high quantity of residue
generated in each olive harvest, different use of this sub-product is necessary.

Because of its agrochemical composition it could be used as an organic
amendment, which would contribute in restoring the levels of the organic matter
of soils. However, the alpeorujo has a lot of toxic compounds that have negative
effects on the soil and plants, for that, it necessary to be stabilized before its use.
On the other hand this residue has a lot of very strong antioxidants that could be
used in the pharmaceutical, cosmetic and feed industries.

Some physical, chemical and biological treatments for the stabilization of
the alpeorujo have been carried out. Nevertheless, due to the complex
composition of this residue those treatments are time consuming and/or not
effectives. The detoxification of alpeorujo by steaming treatment, which combines
physical and chemical alterations, produced compounds easier to the action by
microorganisms. In that way, an almost complete recovery of free hidroxitirosol
due to the action of the B-glucosidase released by Paecilomyces farinosus from
alpeorujo after 150°C’s steam has been obtained. When the thermal treatment of
alpeorujo was combined with biological treatment using Coloriopsis rigida, a
detoxification of this residue was obtained in shorter time.

The integral treatment of the alpeorujo described in this work allows

solving a great environmental problem caused by this residue.



Introduccion

INTRODUCCION

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

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

El alpeorujo, dada su composicion vegetal y su riqueza en materia
organica asi como de otros componentes de interés agroquimico, podria emplearse
como un enmendante organico. Este uso del alpeorujo como fertilizante
contribuiria a restablecer los niveles de materia organica de los suelos que se
pierde continuamente por mineralizacién y provocan cambios en la estructura del
suelo. Sin embargo el alperujo, tal y como lo muestran multitud de estudios, no
puede aplicarse directamente al suelo por los efectos fitotoxicos derivados
principalmente de sustancias como los fenoles (Martin et al., 2002). Ademas la

elevada relacion C/N dificulta su aplicacion directa a los cultivos ya que provoca
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Introduccion

un hambre de N en los mismos que se deberia corregir afiadiendo una fuente
adicional de nitrégeno como el estiércol (Cabrera et al., 2002). También el uso
directo de este en el suelo tiene un efecto perjudicial en la estabilidad estructural
del suelo y en la poblacion microbiana de este (Sampedro, 2005). Para dar
respuestas al problema que genera la existencia de una gran cantidad de alpeorujo
y la falta de fuentes de materia organica, surgen iniciativas dentro del sector de la
agricultura ecoldgica donde se opta por la estabilizacion y biotransformacion de
este subproducto con objeto de obtener fertilizantes organicos.

La valorizacién del alperujo mediante compostaje esta siendo objeto de
estudio en los ultimos afos debido a que las caracteristicas fisicas del mismo
hacen dificil el proceso (Cegarra et al., 2000; Filippi et al., 2002). Sin embargo se
ha descrito que son necesario largos periodo de tiempo para llevar a cabo el
proceso de compostaje de este residuo por lo que se estan buscando alternativas
para acelerar dicho proceso. Estudios recientes, llevados a cabo en nuestro grupo
de trabajo, demuestran que debido a la complejidad de los compuestos fenolicos,
la incubacion del alpeorujo con determinados hongos saprobios necesitan al
menos 5 meses para disminuir y en algunos casos eliminar la fitotoxicidad de
este, debido principalmente a la degradacion y/o polimerizacion de fenoles
(Sampedro et al., 2004a,b, 2005).

La aplicacion de varios tratamientos fisicos-quimicos puede al mismo
tiempo recuperar compuestos de alto valor anadido del alpeorujo asi como
permitir la detoxificacion del residuo al eliminar o disminuir la presencia de
ciertos compuestos que son inhibidores de microorganismos (Fernandez-Bolafios
et al., 2002a,b, 2004; Ginos et al., 2006). Por tanto, mediante ¢l fraccionamiento
fisico-quimico del alpeorujo seria posible por una parte recuperar ciertos
compuestos valiosos del mismo y por otra aumentar la efectividad detoxificadora
de los hongos saprobios acortando el tiempo necesario para la eliminacion de la
fitotoxicidad del residuo e incluso para conseguir la transformacion del este en
fertilizante organico. Por tanto, la combinacién de los tratamientos fisico-quimico
y biolégico constituiria una via alternativa de reutilizacion del alpeorujo
contribuyendo a incrementar la rentabilidad y eficacia del aprovechamiento

integral del subproducto.
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Introduccion

Estos hongos saprobios del suelo que viven en la rizoplana y
micorrizosfera de las plantas intervienen en los procesos de descomposicion de la
materia orgdnica por medio de degradaciones enzimaticas, asi como también
intervienen en la movilizacion de los nutrientes. En nuestro laboratorio se ha
puesto de manifiesto la existencia de hongos capaces de disminuir la fitotoxicidad
causada por el alpeorujo seco y extractado (Sampedro et al., 2004a). Hemos
encontrado indicaciones de que la disminucion de fitotoxicidad del alpeorujo seco
y extractado puede estar relacionada con la disminucion del contenido fenolico
llevada a cabo por determinados hongos saprobios (Sampedro et al., 2005). Se
sabe que uno de los mecanismos mas importantes de degradacion de los fenoles
por hongos es mediante la produccion de lacasas y enzimas hidroliticas,

especialmente hemicelulasas (Hamman et al., 1999).
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Marco teodrico

MARCO TEORICO

1. Agricultura industrializada y ecoldgica

El concepto de fertilizacion quimica no responde a la realidad del suelo
como medio vivo ni a su dinamica. Basicamente, la fertilizacion como técnica
debe estar enfocada a mantener o aumentar la fertilidad del suelo agricola,
entendiendo por fertilidad, la capacidad de los suelos agricolas para mantener de
manera perdurable un nivel de produccién estable y de calidad, manteniendo un
estado de alta estabilidad frente a los procesos que implican su degradacion, y
todo ello dentro de una amplia gama de condiciones locales agroambientales,
socioeconomicas y culturales. El mantenimiento perdurable de la capacidad
productiva requiere practicas de conservacion de suelos eficaces para mantener la
integridad de su perfil y evitar su degradacion por el deterioro de su estructura y
por la perdida de materia organica y mineral y practicas de fertilizacion orgéanica
que permita el suministro equilibrado de nutrientes esenciales que potencien la
biodiversidad edafica y que optimicen los parametros edaficos ligados a la
conservacion de los suelos de cultivo (Bellapart, 1988).

La necesidad de reducir el uso de fertilizantes quimicos y productos

fitosanitarios de sintesis y la demanda impuesta por la sostenibilidad de la
agricultura esta conduciendo a el uso de estrategias alternativas que mantengan
una produccion vegetal competitiva sin deterioro del medio ambiente. En este
contexto, el uso fertilizantes obtenidos a partir de residuos (lodos de depuracion,
“compost” de basuras y de residuos agroindustriales), que se estan empleando de
forma creciente en agricultura, pueden desempefiar también un papel clave en las
practicas dirigidas a una agricultura sostenible (Garcia-Gomez et al., 2005).
La agricultura ecoldgica ofrece una solucion logica y con fundamento cientifico
que radica en la alimentacion activa del suelo a través del suministro de materia
organica en sus distintas configuraciones, sin olvidar los aportes minerales en
forma de rocas minerales pulverizadas (Canovas et al., 1993).

La agricultura ecoldgica debe concebirse como parte integrante de un
sistema de produccidon agraria sostenible y como una alternativa viable a un

enfoque mas tradicional de la agricultura. Desde la entrada en vigor de la
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Marco teodrico

legislacion comunitaria sobre agricultura ecoldgica en 1992, se cuentan por
decenas de miles los productores que han optado por este sistema de produccion,
como consecuencia del mayor conocimiento por parte de los consumidores de los
productores derivados del cultivo ecoldgico y de una demanda creciente de los
mismos. En los ultimos afios, estamos asistiendo a un desarrollo de la agricultura
ecologica al que ha contribuido la creciente toma de conciencia por parte de los
consumidores de las cuestiones relacionadas con la seguridad alimenticia y los
problemas medioambientales. Aunque en el afio 2000 solo representaba el 3% del
total de la superficie agricola 1til de la Union Europea, la agricultura ecoldgica se
ha convertido de hecho en uno de los sectores agrarios mas dindmicos dentro de la

U.E (Consejo Regulador de la Agricultura Ecologica, 1990).

2. Fertilizantes a partir de residuos

2.2. Problematica de los residuos

Llamamos residuo a cualquier tipo de material que esté generado por la
actividad humana y que esta destinado a ser desechado; hay objetos o materiales
que son residuos en determinadas situaciones, mientras que en otras se pueden
reciclar si se dispone de las tecnologias adecuadas y el proceso es
economicamente rentable. Una buena gestion de los residuos persigue
precisamente no perder el valor econdmico y la utilidad que pueden tener muchos
de ellos y usarlos como materiales ttiles en vez de tirarlos (Albarran et al., 2004)

El término contaminacién puede usarse para describir todos aquellos
efectos de la actividad humana que causan un efecto negativo en el medio
ambiente, siendo la produccion de residuos la principal causa de contaminacion.
En los distintos sectores de actividades de nuestra sociedad, el sector primario
representa el 80% del total de los residuos generados. En este sector se incluyen
los residuos agricolas, ganaderos, forestales y aquellos derivados de técnicas
extractivas (canteras y minas). Los residuos forestales se emplean como
combustible y como materia prima dentro de la industria papelera. Los residuos

ganaderos, entre los que se incluyen residuos ganaderos de cria (excrementos,
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camas y lechos) y residuos de matadero (huesos, sangre y pellejo) y los residuos
agricolas que comprenden los residuos de poda y de cosecha, generalmente se
incineran o se someten a compostaje por diferentes técnicas. En un contexto mas
amplio pueden considerarse también como residuos agricolas los subproductos de
origen vegetal generados por las industrias de transformacion agricolas y algunos
residuos agricolas especificos. Entre estas industrias destacan la industria arrocera,
oleicola, vitivinicola, del café, harineras, cerveceras, textil, de frutos secos y de
transformacion de hortalizas. La industria oleicola es especialmente importante en
Espaia y la produccion de residuos derivados de la agroindustria del olivar
representa un gran problema en la actualidad (Madejon et al., 1998).

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

necesario aplicarle un tratamiento acorde con el destino final.

2.3. Biorremediacion

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

La biorremediacion se viene empleando en el tratamiento de todo tipo de
residuos con el fin de reducir la demanda bioldgica y quimica de dichos residuos y
de este modo poderlos utilizar o desechar sin ningun peligro medioambiental. En
el caso de residuos organicos con potencial fertilizante como los residuos

agricolas, la biorremediacion permite eliminar los componentes toxicos de estos y
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formar un producto estabilizado con posibilidad de uso como abonos (Dick y

Tabatabai, 1993).

3. Agroindustria del olivar

3.1. El olivo

El arbol del olivo (Olea europea) de la familia botanica Oleaceae, es la
unica especie con fruto comestible. Este arbol es perenne, de tronco grueso y
corteza grisdcea y con hojas que suelen vivir dos o tres afnos. Sus hojas son
simples, de forma lanceolada y bordes enteros, verdes oscuras por el haz, con un
caracteristico brillo debido a la existencia de una gruesa cuticula y blanquecinas
por el envés. La flor del olivo es menuda posee un fruto pequefio ovoide de color
verde amarillento y de sabor muy amargo y con pulpa oleosa una vez que ha
llegado a la madurez

El origen del cultivo del olivo es incierto, ciertos historiadores indican que
procede de Persia, otros del valle del Nilo y otro indican que es originario del
valle del Jordan. Sin embargo la mayoria creen que procede de la antigua
Mesopotamia, lugar desde el cual se expandid al resto de los paises. Su cultivo
para la obtencion del aceite de oliva empieza en las épocas paleolitica y neolitica
(5000 a 3500 A.C). Los primeros documentos escritos sobre el aceite lo
constituyen las tablillas minoicas, e indican que el primer cultivo del aceite se
desarrolla, por lo tanto, en una region comprendida entre Palestina, Creta y
Egipto.

En la actualidad, el pais que mas olivos posee es Espafia, seguido a gran
distancia por Grecia e Italia y un poco mas atras se encuentran situadas Tunez,
Turquia y Siria. Con el descubrimiento de América (1492), Espaiia llevo el olivo a
América. De Sevilla parten los primeros olivos hacia las Antillas y después al
continente. La produccion total del aceite de oliva del mundo esta en constante

crecimiento desde principios del siglo XX (Aragon y Palancar, 2001).
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3.2. Sistemas de extraccion de aceite de oliva

Las aceitunas llegan al molino, donde se deben molturar el mismo dia de
su recoleccion, ya que el fruto tiene agua vegetal que fermenta y aceite que se
oxida, por lo que el tiempo de almacenamiento deteriora notablemente la calidad
del producto final. A la llegada a las almazaras, después de haber efectuado la
limpieza, las aceitunas se depositan en las tolvas de recepcion, clasificandolas por
calidades o variedades para obtener los mejores aceites, diferenciandolas
principalmente en funcion de que procedan del arbol o del suelo o con algin
posible defecto. A continuacion se pasan a las tolvas de alimentacion del molino,
para posteriormente pasar a la molturacion y todo el proceso de fabricacion
(Arjona et al., 2005).

Hasta 1960 aproximadamente, la tecnologia empleada en este proceso era
el molino de rulos, y separacion de las fases por decantacion, pero en la actualidad
se emplean trituradores metalicos o molinos de martillos y centrifugas tanto
horizontales como verticales para la separacion de los tres elementos que forman
parte de la composicion de la aceituna (aceite, orujo y alpechin). Los rendimientos
industriales no son del 100% en lo que a separacion de estas fases se refiere por lo
que, tanto en el orujo como en el alpechin existen restos de aceite que las
maquinas no son capaces de extraer y que en el caso del orujo en el proceso de
tres fases y del alpeorujo en dos fases, se extrae posteriormente mediante procesos
quimicos que no dan un aceite apto para el consumo de forma directa y que se
debe refinar. Estos rendimientos industriales, varian dependiendo de multitud de
factores, que van desde el proceso seguido para la elaboracion del aceite, pasando
por la naturaleza de la maquinaria utilizada, y llegando incluso a la
profesionalidad y experiencia del personal (Uceda et al., 1995).

Los sistemas de extraccion de aceite de oliva han ido cambiando
progresivamente debido a los avances tecnologicos en el sector, asi, a principios
de los afios 70 el sistema de prensado clasico por presion se sustituyd por un
sistema de centrifugas en tres fases. En este sistema se introduce la masa de
aceituna en el decanter o decantador centrifugo horizontal junto con agua del
exterior para fluidificar la pasta y hacerla girar a gran velocidad. Con esta

centrifugacion se consigue la separacion por diferencia de densidad de una fase
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liquida oleosa o aceite, otra liquida acuosa o alpechin resultante del agua afiadida
para fluidificar la pasta de aceituna antes de introducirla en la centrifuga, la del
lavado de aceituna, y la propia que contiene el fruto y una fase solida u orujo
compuesta por la pulpa, hueso y piel de la aceituna. Este sistema requiere la
aplicacion suplementaria de agua y provoca la apariciéon de alpechines con un
gran poder contaminante (Alburquerque et al., 2004).

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

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

No obstante y a pesar de la desventaja en el uso y manejo del alpeorujo.
Hoy dia en Espana la mayoria de las almazaras emplean el sistema continuo de
dos fases produciendo cantidades enormes de dicho residuo, ya que se obtienen 80
toneladas de alpeorujo de cada 100 toneladas de aceitunas extraidas. La
produccion de alpeorujos es especialmente importante en Andalucia, comunidad
que cuenta con el mayor nimero de extractoras de Espafa, pues se han obtenido

en las ultimas campafias entre 3.500.000 y 4.000.000 toneladas/afio (Datos
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campafia 2006 suministrados por la Agencia para el Aceite de Oliva del

Ministerio de agricultura, pesca y alimentacion).

4. Valoracion de los subproductos del olivar

4.1. Alpechin

El alpechin presenta una elevada carga contaminante y su eliminacién
siempre ha constituido un grave problema medioambiental, de hecho desde 1983
en Espafia esta prohibida la descarga directa de los alpechines en lugares publicos.
Este residuo estd constituido por restos de pulpa, aceite, mucilagos y pectinas
suspendidos en una emulsion estable (Paredes et al., 1999). Su composicion
quimica es muy variable dependiendo de la variedad de aceitunas, el proceso de
extraccion, el periodo de recogida del fruto, etc. El alpechin presenta un alto
contenido en materia orgénica asi como numerosos nutrientes como magnesio y
potasio, ademdas de acidos organicos, alcoholes, lipidos y polifenoles. El poder
contaminante del alpechin ha sido atribuido fundamentalmente al contenido
fendlico y de acidos grasos asi como al efecto sinérgico de estos con otros
compuestos organicos e inorganicos (Della Greca et al., 2001). Sin embargo,
debido a las grandes cantidades de materia organica y macronutrientes, sobre todo
potasio este subproducto puede ser considerado util como enmendante y
fertilizante (Palliotti y Proietti., 1992).

Se han realizado numerosas investigaciones dirigidas a reutilizar, directa o
previa transformacion estos efluentes con fines agroganaderos o industriales (Roig
et al., 2006). Para ello ha sido necesario eliminar la alta demanda quimica
organica y el contenido fendlico del alpechin que pueden ocasionar problemas de
contaminacion ambiental. Entre los métodos fisicos utilizados destacan la
evaporacion en balsas, criogénesis, coagulaciébn con limos, separacion con
membranas (0smosis reversa y ultrafiltracion), floculacion con polielectrolitos,
concentracion térmica y el empleo de biopolimeros que absorben fenoles y sales
del alpechin (Borja et al., 1998; Davies et al., 2004; Sarika et al., 2005). El

inconveniente de este tipo de tratamientos es la obtencion de fangos o lodos de
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alpechin los cuales posteriormente hay que volver a tratar por medio de

compostaje u otras técnicas.

4.2. Alpeorujo

4.2.1. Caracteristicas del alpeorujo

El alpeorujo, residuo generado del sistema de extraccion de dos fases,
posee una composicion variable, dependiendo de la variedad de aceitunas, del
tiempo de cosecha y de los métodos de procesamiento (Karapiar y Worgan, 1983).
Este residuo es una mezcla compleja constituida por piel, pulpa y hueso, con una
humedad alta (65%) que disminuye drasticamente (15%) después del extractado y
secado, un pH ligeramente acido y contenido de materia organica elevado (88.6%)
del que casi el 50% son ligninas y 2.5% grasas. Ademas, el alpeorujo contiene
toda la carga contaminante del alpechin entre los que destacan los polifenoles
(Cabrera et al., 2002).

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

El alpeorujo, tal y como lo muestran algunos estudios, no puede aplicarse
directamente al suelo por los efectos fitotoxicos derivados principalmente de
sustancias como los fenoles (Martin et al., 2002, Sampedro et al., 2004a). Ademas
la elevada relacion C/N dificulta su aplicacion directa a los cultivos ya que
provoca una demanda alta de N en los mismos que se deberia corregir anadiendo
una fuente adicional de nitrogeno como el estiércol (Cabrera et al., 2002) Unido a
todo lo anteriormente mencionado, la aplicacion del alpeorujo al suelo determina

efectos en las propiedades quimicas y estructurales de este ya que produce una
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inmovilizacién del N disponible por las plantas, aumenta la salinidad en suelos de
tipo anfisol por desplazamiento del Ca y el K al complejo de cambio y disminuye
el Mg asequible a las plantas por efecto antagonico con el K (Paredes et al.,
1999).

El alpeorujo puede ser usado para obtener antioxidantes como lo es el caso
del hidroxitirosol (1,9-2,3 kilogramos por cada 1000 kg de alpeorujo). El
hidroxitirosol es un potente antioxidante comparable con antioxidantes sintéticos
comerciales como BHT (2,6-di-tert-butil-p-hidroxitolueno) y BHA (3-tert-butil-6-
hidroxianisol) (Galli y Visioli, 1999; Manna et al, 1999).

Ademas de aprovechar el potencial farmaceutico de los polifenoles, por su
utilidad como antioxidantes y como antimicrobianos, se pueden obtener
biopolimeros tipo polihidroxialcanoatos (PHAs) y exopolisacaridos de origen
microbiano (EPSs), a partir del alpechin como del alpeorujo (Ramos-Comenzana
y Monteoliva-Sanchez, 2000; Aguilera, 2001). También se ha descrito que el
alpeorujo podria ser utilizado como aditivo alimentario si se elimina previamente

los compuestos fendlicos mediante biorremediacion (Giannoutsou et al., 2004).

4.2.2. Compuestos fendlicos del alpeorujo

Los fenoles poseen uno o varios anillos aromaticos (fenoles monoméricos
o polifenoles) con sustituyentes hidroxilos o derivados funcionales tipo éster,
metiléster o glicosidos, estos compuestos se encuentran formando parte de los
tejidos de las plantas o como metabolitos primarios implicados en la sintesis de
material esencial para estos, como la sintesis de proteinas, 4cidos nucleicos y
carbohidratos, o bien intervienen como metabolitos secundarios con una funcidn
restringida y poco clara en el metabolismo general, ya que no son necesarios para
la fotosintesis y respiracion pero son requeridos para el crecimiento de las plantas.

Los fenoles desempeiian importantes funciones fisioldgicas en los
vegetales. En general y debido a su condicidon de polifenoles se oxidan con mucha
facilidad y acttian como antioxidantes. También se han encontrado fenoles que de
forma especifica activan el crecimiento de las plantas e inducen la dormancia de

semillas mientras que otros en cambio inhiben la germinaciéon de semillas,
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elongacion radical, expansion de hojas, fotosintesis, absorcion de nutrientes y
acumulacion de materia seca en vastagos y raices de plantas, de ahi sus
propiedades fitotoxicas (Rasmussen y Einhellig, 1977; Reynolds, 1989; Lyu y
Blum, 1990; Lyu et al., 1990). Los fenoles al acumularse en las capas mas
superficiales de los vegetales, captan la mayor parte de las radiaciones UV,
impidiendo los efectos nocivos de las mismas en los tejidos internos de la planta,
al mismo tiempo que la protegen de microorganismos, por su caracter
antimicrobiano (Ryan y Robards, 1998).

En la aceituna existe un gran numero de compuestos fenolicos (Mateos et
al., 2001; Ryan et al., 2002; Bianchi, 2003; Owen et al., 2003). Estos presentan un
gran potencial antioxidante y juegan un papel importante dentro de las
propiedades quimicas organolépticas y nutricionales del aceite de oliva virgen y
de la aceituna de mesa. Bien conocido son los efectos positivos de las aceitunas y
de los productos que se obtienen a partir de ella, sobre la salud (Perez-Jimenez et
al., 2005). Una dieta rica en antioxidantes puede proteger al organismo frente a
enfermedades causadas por agentes oxidantes (oxigeno activo, radicales libres,
etc.), y que estan implicados en la etiologia de enfermedades cronicas como el
cancer y la arterosclerosis (Aruoma, 2003; Visioli et al., 2005). También
previenen la oxidacion lipidica y con ello el deterioro de los alimentos. Por lo
tanto, la adicion de antioxidantes naturales puede ser una buena estrategia para la
formulacion y desarrollo de alimentos funcionales, en donde ademas de proteger
al alimento durante su conservacion aporta efectos beneficiosos para la salud.

La composicion fendlica de las aceitunas varia en funcioén de su variedad,
estado de madurez y condiciones climaticas en las que se ha desarrollado cada
campaiia (Romero et al., 2004). En la aceituna aparecen componentes de tipo
secoiridoide como la oleuropeina (formada por la unidon del acido elendlico, el
hidroxitirosol y una molécula de glucosa), verbascosido y ligustrosido; grupos de
compuestos fenolicos derivados del acido cinnamico (acido fertlico, cafeico y p-
cumarico) y del 4&cido benzoico (acidos 3,4-dihidroxifenilacético y 4-
hidroxibenzoico) y otra serie de fenoles como el catecol, metilcatecol,
fenilalcoholes (tirosol, hidroxitirosol), flavonoides presentes en una concentracion

relativamente alta (luteolina-7-glucdsido, apigenina-7-glucésido, rutina y
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quercetina) y pigmentos antocianos (cianidina-3-glucésido y cianidina-3-
rutinésido) responsables de la coloracidon violacea de las aceitunas maduras (Ryan
etal., 2002).

Entre los compuestos fendlicos del aceite de oliva se encuentra el (3,4-
dihidroxifenil) etanol, mas conocido como hidroxitirosol. Este compuesto procede
de la hidrolisis de la oleuropeina, un glicésido amargo que puede llegar a
constituir mas del 14% del peso seco del fruto del olivo (Ryan y Robards, 1998).

En el transcurso de la maduracion del fruto y durante el proceso de la
maduracion de las aceitunas de mesa, la oleuropeina se hidroliza dando lugar a sus
componentes: oleuropeina aglicona, hidroxitirosol y acido elendico. El
hidroxitirosol representa el principal compuesto fenolico presente en la aceituna,
ya sea en forma libre o conjugada (Figura 1). Las aceitunas por lo tanto son la
fuente substancial de hidroxitirosol en la dieta, donde se han encontrado
concentraciones de hasta 761mg/kg en algunas variedades (Blekas et al., 2002).

Debido a su caracter polar, durante el proceso de elaboracion del aceite, la
mayor parte de los compuestos fenolicos quedan en residuos acuosos formando
parte del orujo, el alpechin o las aguas de lavado. Por tanto, estos residuos
procedentes de la industria del aceite de oliva también son muy ricos en
compuestos fendlicos y podrian constituir una fuente muy importante de
hidroxitirosol (Fernandez-Bolafios et al., 2002a). Por otra parte debido a su
caracter anfipatico, una parte de hidroxitirosol permanece en el aceite de oliva. La
concentracion de hidroxitirosol en el aceite de oliva depende de muchos factores
tales como la variedad de la aceituna de procedencia, su grado de maduracion, el
proceso de extraccion, etc. Entre los aceites de oliva virgenes espanoles el
contenido de hidroxitirosol oscila entre 113,7 y 381,2 mg/kg (Brenes et al., 2000).
Otra fuente importante de hidroxitirosol y oleuropeina es la hoja del olivo cuyo

extracto se comercializa actualmente como suplemento nutricional.
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Figura 1. Hidroxitirosol libre o congujado.

El hidroxitirosol presenta propiedades farmacoldgicas y una elevada
actividad antioxidante, esta ultima debida tanto a un efecto quelante de iones de
metales, como a un efecto secuestrador de radicales libres. Se ha demostrado que
este compuesto fendlico posee una actividad igual o superior a la de otros
antioxidantes conocidos como la vitamina E, vitamina C y el hidroxitolueno
butilado (BHT) (Galli y Visioli, 1999). Estudios in vitro han demostrado que
posee propiedades biologicas que hacen pensar que podria tener efectos
beneficiosos en enfermedades tales como el cancer, la enfermedad cardiovascular
o las enfermedades neurodegenerativas (Fabiani et al., 2002; Visioli et al., 2004).

Se estan realizando numerosos estudios sobre la biodisponibilidad de este
antioxidante natural y su metabolismo en humano, que implican importantes

efectos beneficiosos para la salud (Mir6-Casas et al., 2003; Visioli et al., 2005).
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La actividad antioxidante ha sido demostrada en multitud de ensayos
tanto en sistemas fisico-quimicos, sistemas bioldgicos y modelos celulares
(Baldoli et al., 1996). Al parecer la actividad orto-difendlica del hidroxitirosol es
fundamental para que pueda ejercer dicha actividad, ya que otros compuestos
similares presentes en el aceite de oliva, como el tirosol (p-hidroxifeniletanol),
mostraron actividades antioxidantes mucho menores o nulas. Ademas, se ha
descrito que gracias también a la estructura del anillo de catecol, el hidroxitirosol
también puede actuar como agente quelante de metales (Ryan y Robards, 1998).

El hidroxitirosol podria tener cierto papel protector frente a la accion de las
lipoproteinas de baja densidad y contribuir de esta forma a prevenir las
enfermedades cardiovasculares (Visioli et al., 1995). En modelos celulares se ha
comprobado que concentraciones reducidas de hidroxitirosol podian proteger a los
eritrocitos de los dafios ocasionados por el estrés oxidativo disminuyendo de
forma significativa la hemolisis y protegiendo de la lipoperoxidacion las
membranas celulares eritrocitarias (Manna et al., 1999).

El estrés oxidativo y la generacion de radicales libres también parecen
estar implicados en la patologia del cancer (Halliwell y Gutteridge, 1999) y se ha
sugerido que le hidroxitirosol y los compuestos fenolicos del aceite de oliva
podrian tener relacion con la baja incidencia de diversos tipos de cancer en la
region mediterranea (Owen et al., 2004). Estudios llevados a cabo en células
cancerosas apoyan esta hipotesis. Asi, el hidroxitirosol fue capaz de proteger al
DNA celular de las células prostaticas de los dafios ocasionados por los radicales
libre por lo que podria prevenir la actividad mutagénica ocasionada por el estrés
oxidativo (Deiana et al., 1999; Quiles et al., 2002).

También se han descrito efectos del hidroxitirosol en la inflamacion y la
agregacion plaquetaria (Carluccio et al., 2003). El hidroxitirosol presenta
propiedades antimicrobianas in vitro frente a varios agentes infecciosos del tracto
gastrointestinal y respiratorio tales como Haemophilus influenza, Salmonella
typha, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae o Staphylococcus aureus, a
concentraciones minimas inhibitorias que en algunos casos eran inferiores a la que

presentaron antibioticos como la ampicilina (Bisignano et al., 1999).
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Recientemente se ha descrito que el hidroxitirosol también posee
actividad frente a el agente causal de la neumonia Mycoplasma pneumoniae y

otras especies de la familia de los micoplasmas (Furneri et al., 2004).

4.2.3. Usos y aprovechamiento del alpeorujo

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

S€ conocen son:

> Extraccion del aceite de orujo

Los orujos son sometidos a una segunda extraccion, mediante disolventes
quimicos, en general hexano. Esta operacion se realiza en las extractoras que
generalmente estdn en un lugar distinto a la ubicacion de la propia almazara. El
subproducto resultante es el alpeorujo seco y extractado u orujillo en el que el
porcentaje de aceite es muy bajo y presenta una humedad del 10-13%.

> Energia térmica y eléctrica

La generacion de energia mediante el aprovechamiento de residuos
constituye una fuente de energia renovable y limpia que ademas contribuye a la
conservacion del medio ambiente gracias al reciclado de productos de desecho
como los que origina la industria oleicola. La cogeneracion de energia es un
proceso mediante el cual se obtiene energia eléctrica y/o mecénica y energia
térmica a partir de una misma fuente de energia. El alpeorujo seco y extractado se
puede utilizar como combustible para la cogeneracion de energia eléctrica y
térmica por combustion ya que presenta un poder calorifico de 400 kcal’kg
(Masghouni y Hassairi, 2000; Caputo et al., 2003). El inconveniente de este
aprovechamiento del alpeorujo es la alta produccién de cenizas como residuo

ultimo de la combustion.
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> Abono organico

El alpeorujo se puede utilizar como abono de suelos agricolas por su alto
contenido en materia orgénica y presencia de micronutrientes. Este residuo es rico
en fosforo lo que provoca una mejor incorporacion al suelo de este elemento que
en el caso de utilizarse fertilizantes minerales (Barreto et al., 2000). Ademas tiene
una alta proporcion C/N que provoca una reaccion de demanda de N del cultivo
que se puede corregir adicionando una fuente externa del mismo (Ordofiez et al.,
1999; Cabrera et al., 2002). Sin embargo, debido a los niveles elevados de fenoles
del alpeorujo que originan sintomas de fitotoxicidad en los cultivos ya que el uso
directo de este en el suelo tiene un efecto perjudicial en la estabilidad estructural
del mismo, se opta por el tratamiento de dicho residuo antes de su uso para
eliminar su toxicidad (Ruiz et al., 1997).

En todos los casos estudiados, el alpeorujo tratado o compostado mostrd
un alto grado de humificacion, sin efectos fitotoxicos y con un alto contenido en
nutrientes minerales, representando este tipo de tratamientos una estrategia
alternativa para el reciclaje de estos subproductos (Garcia-Gomez et al., 2003;
Alburquerque et al., 2006a, b). Sin embargo el tiempo necesario para llevar a cabo
estos compostajes es largo por lo que se estan buscando alternativas para acelerar
dicho proceso. Estudios recientes demuestran que la incubacion del alpeorujo con
determinados hongos saprobios disminuye y en algunos casos eliminan la
fitotoxicidad de este debido principalmente a la degradacion y/o polimerizacion

de fenoles presentes en este residuo (Sampedro et al., 2005; Sampedro, 2005).

> Productos de alto valor afiadido

El alpeorujo contiene compuestos de interés para la industria farmacéutica,
cosmética y alimentaria. Es un residuo muy rico en hidroxitirosol, tirosol y
oleuropeina, potentes antioxidantes que se pueden extraer del residuo por medio
de tratamiento térmico al vapor (Fernandez-Bolafios et al., 2002a). El alpeorujo se
puede utilizar para la produccién de pectina, compuesto de gran interés en la
industria alimentaria ya que es usada como agente gelificante, estabilizante y

emulsionante (Cardoso et al., 2003). Ademas también se ha estudiado la mezcla
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de alpeorujo con polimeros termoplasticos para la fabricacion de contenedores

(Siracusa et al., 2001).

> Otras aplicaciones

Los orujos secos y extractados son materiales lignoceluldsicos y su
utilizacion como fuente nutrientes para rumiantes puede estar limitada por la
presencia de los compuestos fendlicos, pero puede solucionarse con la utilizacion
de agentes bloqueantes como el polietilenglicol (PEG), la suplementacion con
nitrégeno o su utilizaciéon por especies de rumiantes con baja sensibilidad a la
presencia de estos compuestos como es el caso del caprino y ovino (Martin et al.,
2003). Sin embargo, dada la alta proporcion de fibras poco digeribles y el bajo
contenido en proteinas de estos piensos, se recomienda la aplicaciéon de un
suplemento proteico (Molina y Nefzaoui, 1996; Martin-Garcia et al., 2004).

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

otros materiales organicos (Garcia-Gomez et al., 2005).

5. Tratamiento para el aprovechamiento del alpeorujo

Diversos estudios se han realizado en el alpeorujo sobre pretratamientos
eficaces para separar la fase liquida de la s6lida, solubilizando compuestos de gran
interés, para su posterior recuperacion, asi como conseguir aumentar la
accesibilidad de los principales componentes del solido. Los tratamientos mas
utilizados normalmente son pretratamientos quimicos, fisicos y biologicos

(Garrote et al., 1999).
5.1. Pretratamiento fisico
Entre los fisicos se encuentran los pretratamientos mecanicos de molienda

y de extrusion donde su accion es aumentar la superficie especifica de contacto
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del material con el agente hidrolizante (Furcht y Sille, 1990). Otro procedimiento
fisico es la irradiacion con luz ultravioleta, con radiaciones de alta energia (Khan

et al., 1986), o con microondas donde el requerimiento energético es muy alto.

5.2. Pretratamiento quimico

Los pretratamientos quimicos utilizan reactivos para eliminar lignina y/o
hemicelulosas, sin afectar significativamente a la celulosa, pero dejandola mas
susceptible al ataque por enzimas, o bien agentes que solubilizan la celulosa y
reducen notablemente la cristalinidad y el peso molecular de la misma. Entre los
primeros hay que destacar los tratamientos con disoluciones acuosas diluidas de
alcalis tales como el amoniaco (Harley et al., 1985), hidroxido sédico (Paul et al.,
1986), ozono (Haluk y Trojanowski, 1986) y ciertos disolventes organicos
(Holtzapple, 1984). Entre los segundos, figuran los tratamientos con acidos tales
como el H,SO4, HCI, AICl; y H3PO4 (Alvarez et al., 2005), complejos metalicos,
como el tratamiento de hierro y sodio (Hamilton et al., 1984), organosolventes

(Stockberger, 1993), o incluso alcalis y HO, (Sun et al., 2004).

5.3. Pretratamiento bioldgico

La importancia de los hongos saprobios del suelo radica principalmente en
el papel que desempefan en la descomposicion de la materia organica siendo
esenciales en la movilizacion, almacenamiento y liberacion de nutrientes a partir
del material vegetal en ecosistemas terrestres. Estos hongos intervienen en los
procesos de descomposicion de la materia orgéanica del suelo por medio de
degradaciones enzimaticas aunque también llevan a cabo reacciones de
condensacion de esta materia originando la formacion del complejo himico
(Lahdesmaki y Piispanen, 1988). Estos hongos utilizan una variedad de fuentes de
carbono desde moléculas simples hasta moléculas de dificil degradacion como por
ejemplo la lignina, un género con esa capacidad es el Fusarium del cual se le han

caracterizado diversas enzimas hidroliticas (Regalado et al., 1997).
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El pretratamiento bioldgico, se basa en la accion de que determinados
microorganismos ejercen sobre los componentes del alpeorujo, estos actuan
metabolizando alguno de los compuestos toxicos presentes, con el fin de emplear
el sustrato resultante para diversos fines, como por ejemplo la fermentacion de los
azucares solubilizados (Lopez et al., 2004).

Existen alguno hongos que se pueden utilizarse como transformadores del
alpeorujo seco y extractado debido a que son capaces de degradar lignina y
celulosa, asi como de degradar sustancias toxicas como los fenoles (Madrid et al.,
1996), los hongos son importantes en los procesos de biorremediacion (Field et
al., 1993).

En investigaciones realizadas recientemente, se ha descubierto que tras la
incubacion con hongos saprobios se disminuye practicamente en su totalidad el
contenido fendlico del alpeorujo y ademas se encontré correlacion entre el
descenso del contenido fendlico del mismo por hongos saprobios y la reduccion
de la fitotoxicidad del residuo sobre el peso de las plantas. La distinta actuacion
que tiene cada hongo frente a este residuo podria deberse a las diferencias en la
maquinaria enzimatica implicada en la degradacion de compuestos fenolicos

(Sampedro, 2005).

5.4. Pretatamiento fisico-quimico

Se utiliza el vapor de agua combinado con la accidon de factores fisicos,
como la presion y/o la temperatura, con la accion hidrolitica del acido acético que
se forma a partir de los grupos O-acetilos presentes en las hemicelulosas de los
materiales tratados. Se produce una acidificacion del medio acuoso de reaccion,
hasta un pH de 3 a 4, potenciandose la accion hidrolitica sobre la masa a tratar
(Garrote et al., 1999).

Se necesitan temperaturas suficientemente elevadas para que la
autohidrolisis ocurra. Estas condiciones fuerzan la disociacion del agua liquida,
creandose un medio acido que lleva a la ruptura de de los grupos acetilos y la
liberacion del acido acético, produciéndose la propia autohidrolisis de las

hemicelulosas.

30



Marco teodrico

Cuando el tratamiento al vapor combina los efectos de las temperaturas
(150°C y 240°C) y presiones de (1-36 veces la presion atmosférica) mediante la
inyeccion directa de vapor saturado, junto a la brusca descompresion posterior es
lo que se conoce como tratamiento de explosion al vapor o “steam explosion”. El
efecto del tratamiento al vapor combina de alteraciones mecénicas y quimicas. La
alteracion mecanica esta causada por la rapida despresurizacion, creando unas
fuerzas de cizallamiento que producen la separacion de las fibras, principalmente
de las regiones mas débiles. El efecto quimico se debe a la hidrélisis de los restos
acetilos de las hemicelulosas (autohidrolisis), y a la de otra serie de enlaces que
hacen més accesibles ciertos compuestos para su posterior recuperacion.

Se busca obtener un hidrolizado, tras el tratamiento, rico en una serie de
compuestos con ciertas propiedades biologicas que revaloricen al subproducto,
como azucares libres, oligosacaridos, fenoles, etc. (Kessler et al., 1998; Kabel et
al., 2002), o que posibiliten el aprovechamiento de un gran numero de
compuestos de interés (Asada et al., 2004), como por ejemplo la recuperacion del
hidroxitirosol a partir de orujos de aceitunas (Felizon et al., 2000). Este
tratamiento resulta mas efectivo que otros métodos de pretratamiento de
materiales, y se ha aplicado a una infinidad de residuos lignocelulésidicos de muy
diversa procedencia, como los provenientes de la biomasa forestal o de la
industria agricola (cafia de azlcar, paja de trigo, maiz, piel de avellana, hueso de
aceituna, arroz y determinadas hierbas). Se suele adicionar, antes del tratamiento,

catalizadores acidos para aumentar la velocidad de la hidrolisis.
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FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cultivo del olivar y la obtencién del aceite de oliva tienen una
extraordinaria importancia econdmica y social en Espafia, particularmente en
Andalucia, y genera enormes cantidades de subproductos con gran potencial
contaminante. La reutilizacién del alpeorujo seco y extractado, mediante una
estrategia conjunta que considera a los sectores agrario, industrial y
medioambiental, reduciria el impacto ambiental del cimulo indiscriminado del
alpeorujo; aumentaria los recursos locales disponibles para la agricultura e
industria; facilitaria la conservacion y recuperacion del medio ambiente y
disminuiria los costes de produccion en el sector agrario e industrial. Sin embargo,
estos subproductos han de ser sometidos a tratamientos antes de su uso tanto
agricola como industrial.

En este estudio se desea combinar el tratamiento térmico en reactor junto
con el tratamiento con hongos, con el fin de reducir la fitotoxicidad del alpeorujo
para ser usado como enmendante natural del suelo, ademas de poder obtener
compuestos como el hidroxitirosol de alto valor afiadido. A lo largo del tiempo se
han realizado algunos estudios sobre este residuo industrial debido a la gran
cantidad que se produce y a sus conocidas propiedades como fertilizante, sin
embargo hasta la fecha no se ha conseguido obtener una completa valorizacion del
mismo. Por ello es necesario obtener nuevas alternativas que posibiliten la
adecuada reutilizacion y posterior valorizacion de la enorme cantidad de
subproductos y residuos organicos que genera la sociedad contemporanea.

El sector olivarero y agrario obtendran un claro beneficio de los resultados
de estos estudios, ya que puede ayudar a solucionar uno de los mayores problemas
medioambientales; la escasez de materia orgdnica de la mayoria de los suelos.

Uno de los mayores beneficios que puede tener el desarrollo del proyecto
es la conservacion del medio ambiente mediante la disminucion del acumulo de
subproductos con potencial contaminante, la disminucion del uso de fertilizantes
quimicos debido a la utilizacion de los bioldgicos con la consiguiente disminucion
del efecto contaminante de los suelos y del uso integral de todos los recursos

disponibles.
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Los beneficios industriales serdn muy importantes ya que se podra crear
nuevos mercados de productos quimicos y biologicos.

Los beneficios cientificos que se pueden obtener seran el conocimiento de
las potencialidades de la explosion al vapor y los hongos saprobios para la
obtencion de hidroxitirosol y ademas para disminuir la fitotoxicidad del alpeorujo.

Los beneficios econdmicos afectarian al sector oleicola en general, debido
a la valorizacion o aumento de la rentabilidad del cultivo del olivar, almazaras y
orujeras. La rentabilidad del sector agrario e industrial mejoraria al utilizarse
abonos organicos estables y fertilizantes bioldgicos de menor coste que los
tradicionales, y al conseguir la sintesis de compuestos de alto valor afadido

utilizando el hidroxitirosol como materia prima.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Valorizacion del alpeorujo por tratamiento térmico y bioldgico para su uso

como fuente de hidroxitirosol y fertilizante organico.

Objetivos especificos

1. Mejora del proceso de recuperacion de hidroxitirosol mediante tratamiento
al vapor.

2. Optimizacion de la recuperacion de hidroxitirosol mediante combinacion
de tratamiento térmico y bioldgico.

3. Determinacion de la fertilidad del alpeorujo tras el tratamiento al vapor.

4. Optimizacion del uso del alpeorujo como fertilizante bioldgico, tras la

combinacion de tratamiento térmico y bioldgico, con hongos saprobios.
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MATERIALES Y METODOS

1. Alpeorujo

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

Se ha utilizado alpeorujo seco, desgrasado y extractado procedente del
Instituto de la GRASA (CSIC) en Sevilla, Espana. El alpeorujo se conservo a 4°C

hasta su posterior utilizacion.

2. Tratamiento bioldgico del alpeorujo

2.1. Hongos saprobios

Para realizar este trabajo se usaron dos tipos de hongos saprobios en
funcion de su habitat natural, dos hongos saprobios del suelo: Fusarium
oxysporum, Paecilomyces farinosus y un hongo saprobio de la madera:
Coriolopsis rigida. Estos microorganismos se seleccionaron de la coleccion de

hongos saprobios de la Universidad de Buenos Aires y del CIB (CSIC) de Madrid.

2.1.1 Aislamiento de hongos saprobios del suelo

Los hongos saprobios del suelo se aislaron a partir de muestras de suelos
rizosféricos de distintos cultivos. El aislamiento de dichos hongos se realiz6 segin
el método descrito por (Widden y Bisset, 1972) que consiste en lavados del suelo
a través de varios tubos de metacrilato divididos en 3 secciones mediante filtros

sucesivos de malla metalica y luz decreciente de superior a inferior.
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Una vez colocadas las muestras en la parte superior de cada tubo se
llenaron con agua estéril, y se hizo burbujear el agua con las muestras por medio
de introduccién de aire durante tres minutos. A continuacion, los tubos se
vaciaron y se llenaron de nuevo con agua estéril, repitiendo la misma operacion
hasta cinco veces, cantidad necesaria para eliminar completamente la poblacion
fungica superficial (esporas, esclerocios, etc.), segin una curva de lavado
realizada previamente.

Tras el ultimo lavado, las particulas retenidas en los diferentes filtros una
vez secas, se transfirieron a placas de Petri con medio de cultivo extracto de malta

(MEA) o MEA enriquecido y antibidticos.

2.1.2. Aislamiento de hongos saprobios de la madera

Los hongos saprobios cuyo habitat natural es la madera se aislaron de
troncos de madera en descomposicion; para ello se seleccionaron varios trozos
que presentaban visualmente gran crecimiento de hongos y se colocaron
directamente en placas de Petri que contenian medio de cultivo MEA con
antibidtico y se incubaron en estufa a 28°C. Se obtuvo un cultivo puro de hongo
mediante el resembrado de una porcién de ¢él en otra placa con un medio de

cultivo nuevo.

2.2. Medios de cultivo

El cultivo de hongos saprobios se llevo a cabo en medios esterilizados en
autoclave a 120°C durante 20 min. Los hongos saprobios se inocularon en placas
de Petri con medio MEA o MEA enriquecido al que se le afiadieron los
antibioticos estreptomicina (5 pg/l) y tetraciclina (2,5 pg/l) previamente
esterilizados por filtracion con filtros milipore de 0,2 pm de tamafio de poro y se

incubaron a 28°C aproximadamente durante diez dias.
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Medio MEA
Extracto de malta 2g
Peptona 2g
Glucosa 20¢g
Agar I5¢g
Agua destilada 1000 ml
pH 4,7
Medio MEA enriquecido
Extracto de malta 20¢g
Peptona 12¢g
Glucosa 70 g
Agar I5¢g
Agua destilada 1000 ml

2.3. Proceso de incubacion del alpeorujo con los hongos saprobios

Los hongos saprobios se cultivaron en matraces Erlemeyer de 250 ml con
100 g de cebada previamente cocida y esterilizada (120°C durante 20min) durante
10 dias a 30°C. Cada matraz se inoculo con cuatro trozos del medio de cultivo
anteriormente descrito donde habian crecido los distintos hongos saprobios.

El alpeorujo seco y extractado se incubd estdticamente en matraces
Erlemeyer de 250 ml de capacidad con 80 g de alpeorujo estéril durante 2
semanas a 28°C. Cada matraz se inoculd con 4 granos de cebada incubada con los
distintos hongos saprobios objeto de estudio. Como controles se utilizaron
matraces con alpeorujo a los que se afiadié granos de cebada sin inocular.

Tras el periodo de incubacion, el alpeorujo destinado para cuantificacion
de polifenoles totales se almacend a 4°C y el alpeorujo destinado a ensayos de
fitotoxicidad se autoclavo a 120°C durante 20 min, para asi eliminar cualquier

forma de resistencia del hongo y se almaceno a 4°C.
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3. Tratamiento al vapor de alpeorujo

Este residuo se sometid a temperaturas elevadas durante un tiempo corto
en un reactor donde se produce una reaccion de autohidrolisis. Para el
pretratamiento al vapor se uso un reactor que esta equipado con una valvula de
bola de apertura rapida que permite su descompresion brusca, llamada “explosion
al vapor”, una vez pasado el tiempo de reaccion. El intervalo de temperaturas
usado corresponde al que opera la caldera, entre 140°C y 180°C, y el tiempo se
fijo entre 2 y 10 min. Las variables se controlan mediante un dispositivo de
control automatico. En este pretratamiento el tiempo y la temperatura son
variables interdependientes, que se deben tener en cuenta simultdneamente. Para
favorecer la severidad del tratamiento y comprobar su efectividad, se estudi6 el
efecto de la adicion de catalizadores acidos (H,SO4) comparandolo con
tratamientos sin catalizador alguno.

Una vez que el reactor se haya calentado a la temperatura requerida se
introduce 250 g de muestra, a través de un embudo de acero inoxidable, dentro de
la camara de reaccion. Se cierra el sistema y automdticamente comienza a
aumentar la presion en el interior del reactor por el aporte de vapor saturado hasta
alcanzar la presion que eleve la temperatura hasta la programada, proceso que se
realiza en pocos segundos. Cuando finaliza el tiempo de reaccion se cierra la
valvula de entrada de vapor y se abre de forma instantanea la salida de la muestra.
Se produce la despresurizacion brusca, pasando de la presion de reaccion a
practicamente la atmosférica, produciéndose asi la llamada “explosion al vapor™.

El material tratado se recoge, con la menor cantidad de agua posible,
accediendo al deposito de expansion, para lo cual se debera esperar unos segundos
a que se enfrie la muestra en el depdsito de expansidon, y a que se alcance la
presion atmosférica. Cuando termina el proceso el alpeorujo se filtra y se separa la
fase solida de la liquida mediante una decantacion en la mayoria de los casos o en
otros con un sistema de centrifugacion.

Los alpeorujos obtenidos después de los distintos tratamientos al vapor, y
una vez desgrasado, se sometieron a posteriores lavados con agua, disoluciones

acidas, y buffer, que ayudaran a eliminar o disminuir la presencia de ciertos
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compuestos, ya presentes en el alpeorujo o que se hayan formado durante el

tratamiento al vapor, y que pueden ser posibles inhibidores de microorganismos.
El liquido fue utilizado directamente para la obtencion de hidroxitirosol y

el solido para las pruebas de fertilizacion. Las muestras se conservaron a 4°C

hasta su utilizacion.

4. Recuperacion de hidroxitirosol

A la fraccién liquida obtenida del proceso de explosion al vapor, una vez
filtrada en membrana de 0,45 pum, se les cuantificard el hidroxitirosol presente
mediante sistema cromatrografico HPLC (Heredia et al., 1987). Se utiliza para
ello el sistema de cromatografia liquida a alta presion Hewelett-Packard serie
1100, con detector de ultravioleta-visible y con un inyector de Rheodine de 20ul
de loop. Se mide a una longitud de onda de 280 nm. La columna cromatografica,
Spherisorb ODS-2 (250 x 4,6 nm de diametro interior, 5 pm de tamafio de
particula), operd a temperatura ambiente. El caudal de elusion fue de 1,0 ml/min,
usando una fase movil de acido trifluoroacético (0,4 mM) en agua a pH 2,5, y
acetonitrilo. El gradiente fue desde 5 hasta 25% de acetonitrilo, en 30 min. En
estas condiciones el hidroxitirosol se eluye con un tiempo de retencién de 9,19
min. Proximo a €l lo hace el hidroxitirosol-4-B-D-glucésido con un tiempo de
retencion de 8,6 min, compuesto que esta presente en cantidades considerables
(Romero et al., 2002).

El patron del hidroxitirosol usado en la cuantificacion del compuesto, se
obtuvo a partir de la hidrolisis 4cida de la oleuropeina, tratando 15 mg de esta con
1 ml de HCI 3 N, a 100°C durante 10 min. El hidrolizado se diluye con un
volumen igual de metanol, y se lleva hasta 10 ml con una mezcla 1:1 de metanol-
agua. En estas condiciones se consigue de forma cuantitativa la hidrdlisis, de cada
mol de oleuropeina original se obtiene un mol de hidroxitirosol, un mol de
glucosa y otro de acido elendlico (Graciani y Vazquez, 1980).

Tras el tratamiento al vapor no sdlo se obtiene este compuesto en forma
libre sino también unido a otra serie de moléculas formando conjugado. La

medida directa de la fraccion liquida de hidroxitirosol por cromatografia liquida
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(HPLC), muestra la cantidad de antioxidante en forma libre. Para analizar el
presente en forma de conjugados es necesaria la hidrélisis lo suficientemente
fuerte como para hidrolizarlos. Para ello se parte de una alicuota de 0,2 ml del
liquido una vez separado el solido tras el tratamiento al vapor, y se le adicionan
1,8 ml de una disolucion de HCl 3 N, manteniendo la mezcla en una placa
calefactora a 100°C durante una hora. Transcurrido ese tiempo, se deja enfriar y se
le afiaden 8 ml de agua destilada, diluyendo con ello cincuenta veces la muestra
inicial, finalmente se analiza la muestra por HPLC, y la diferencia entre la
cantidad de hidroxitirosol obtenida con y sin posthidrolisis muestra la cantidad del

compuesto que esta formando complejos.
5. Determinacion de la fertilidad del alpeorujo
5.1. Caracteristicas del suelo empleado
Como soporte para el crecimiento de las plantas se utilizo suelo procedente
de la propia Estacion Experimental del Zaidin (EEZZ), CSIC, Granada. Se trata

de un suelo franco que presenta las caracteristicas descritas en el cuadro siguiente:

Caracteristicas analiticas del suelo

Ph 8.1

Arena 35,8%

Arcilla 20,6%

Limo 43,6%

Materia orgénica 1,8%
Nitrégeno 0,3 mg/kg
Fosforo 6.2 mg/kg
Potasio 132 mg/kg

Este suelo antes de ser utilizado, se sometio a un doble tamizado, el
primero se realizd con una criba de 1 cm de luz de malla para eliminar partes
gruesas y el segundo con 4 mm de luz de malla. Este suelo se esterilizd y se

mezclo con arena para su posterior uso.
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5.2. Plantas

Se utilizd6 plantas de tomate (Licopersicum esculentum variedad

Muchamiel) para la realizacion de los ensayos.

5.3. Esterilizacion de semillas

Las semillas se esterilizaron en superficie durante 15 min con una solucién
al 50% de agua e hipoclorito de sdédico al 3,5%. Pasado este tiempo se lavaron
varias veces con agua estéril para eliminar posibles restos y se le afiadio H,O, al
7% durante 15 min. Posteriormente se volvieron a lavar con agua estéril hasta la

completa eliminacion del H,O; y se dejaron en imbibicidon una hora y media.

5.4. Cultivos en maceta

Pasado el tiempo de inhibicion tras la esterilizacion, las semillas se
cultivaron durante dos semanas en un semillero con vermiculita estéril y se
mantuvieron en una camara a 25°C hasta su germinaciéon. Tras su crecimiento las
plantula se transplantaron a las macetas siendo seleccionadas cuidadosamente en
base a un desarrollo homogéneo de la parte aérea y radical.

Los test de fertilidad se hicieron con las plantas de tomate, cultivadas en
suelo:arena (2:3 v/v), en macetas de 300ml de capacidad. Las distintas muestras
de alpeorujo obtenidas de la explosion al vapor, asi como el alpeorujo sin tratar
utilizado como control se afiadi6 a las macetas con una plantula a las
concentraciones de 2.5 y 5%.

Las plantas se cultivaron en un invernadero controlando luz, temperatura,
humedad (400umol m'2s'1, 400-700 nm; 16/8 h luz/oscuridad; 25/19°C dia/noche;
50% humedad relativa) y se regaron por capilaridad para no alterar las
propiedades fisicas del suelo. Para mejorar la fertilidad del suelo se incluyo
previamente en la mezcla de suelo/arena  un abono llamado

Osmocote®Exact®Mini abono CE, abono muy similar a la solucién nutritiva
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propuesta por Long Asthon (Hewitt, 1952), y cuya composicion se detalla a

continuacion:

Abono NPK con magnesio y oligoelementos

16% Nitrogeno total (N)
8,2% Nitrdgeno nitrico
7,6% Nitrégeno amoniacal
8% Anbhidrido fosforico (P,0Os)
Soluble en citrato amonico neutro y agua
5,7% Soluble en agua
11% Oxido de potasio (K,0)
Soluble en agua
2,0% Oxido de Magnesio (MgO)
1,4% Soluble en agua
0,2% Boro (B) soluble en agua
0,050% Cobre (Cu) 0,038% soluble en agua
0,40% Hierro (Fe) 0,20% quelatado ETDA
0,06% Manganeso (Mn)
0,020% Molibdeno (Mo)
0,014% Soluble en agua
0,015% Zinc (Zn) 0,068% soluble en agua

SE ANADE 1 g POR KILO DE MEZCLA DE SUELO.

Después de 30 dias las plantas se cosecharon y se les determind el peso

himedo y seco tras secarlas a 70°C durante 48 h.
6. Determinaciones analiticas
6.1. Determinacion de polifenoles totales extractables

El contenido de fenoles del alpeorujo seco y extractado se realizd mediante
una determinacion colorimétrica por el método de Ribereau-Gayon (1968) basado
en la reduccion en medio alcalino de una mezcla de 4cidos fosfomolibdico y

fosfowolframico (reactivo de Folin-Ciocalteau) por los compuestos fendlicos y la

consiguiente formacion de una mezcla de oOxidos azules de wolframio y
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molibdeno que absorben la luz en una franja de 620 nm a 750 nm. La medida de
la absorcion a 725 nm es proporcional a la concentracion del compuesto.

Para la determinacion de polifenoles se extractaron de cada muestra a
analizar tomando alicuotas de 0,2 g de alpeorujo a las que se le afiadié 10 ml de
una mezcla de acetona:agua (1:1) con acido férmico al 0.5%. Los tubos con la
mezcla se mantuvieron en hielo y se sonicaron en un bafio de ultrasonido durante
10 min. A continuacion se mantuvieron en agitacion a 4 °C durante 24 h.

Transcurrido este tiempo la mezcla se volvid a sonicar durante 10 min y
finalmente se centrifugd a 3000 rpm durante 30 min a 4° C. El extracto fenolico se
filtro a través de papel Whatman n°4 y se mantuvo a 4°C para su posterior
medicion.

La determinacion de los polifenoles del alpeorujo se llevo a cabo en tubos
con 880 ul de agua a los que se le anadieron 120 pl del extracto de alpeorujo o de
la solucion de 4cido tanico que se utilizd para hacer la curva patron (0 a 150
ug/ml). La reaccion se inici6 afadiendo 500 ul de reactivo de Folin-Ciocalteau y
2,5 ml de Na,CO; al 20% (p:v). Tras 35 min de incubacidon a temperatura
ambiente se midi6 la absorbancia de la mezcla de reaccion en el
espectrofotometro a 725 nm. Los datos obtenidos se expresaron en pg/ml de

fenoles por kg de alpeorujo.

7. Andlisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos en los distintos experimentos se sometieron a un
analisis de normalidad y homogeneidad de varianzas. Tras éste analisis, ante la
ausencia de diferencias significativas se efectué un analisis de varianza
(ANOVA). Las letras representan valores estadisticamente distintos mediante el

test de Duncan's para comparaciones multiples (p< 0,05).
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RESULTADOS

1. Recuperacion de hidroxitirosol a partir de alpeorujo.

Objetivo

En estos ensayos se pretende estudiar la recuperacion de hidroxitirosol
libre a partir de alpeorujo mediante dos tratamientos: uno térmico y
posteriormente un tratamiento bioldgico con determinados hongos saprobios. El
tratamiento al vapor relajaria la matriz del alpeorujo para una mejor accesibilidad
a un posterior tratamiento bioldgico. Los hongos saprobios mas tarde podran
incrementar la cantidad de hidroxitirosol libre debido a su capacidad de hidrolizar
el hidroxitirosol glucosilado presente en dicho residuo mediante la accion de la -

glucosidasa presente en su maquinaria enzimatica.

Materiales y métodos

Para alcanzar el objetivo previsto se realizaron dos ensayos, en un primer
lugar muestras de alpeorujo tratadas al vapor a 150°C se trataron bioldgicamente
con los hongos C. rigida, F. oxysporum y P. farinosus durante 2 y 10 semanas tal
y como se ha descrito en el apartado general de materiales y métodos, para
determinar que hongo era més efectivo en la recuperacion de hidroxitirosol libre.

Posteriormente se realizd otro ensayo donde las muestras de alpeorujo
antes de su incubacion con el hongo saprobio mas efectivo se trataron al vapor a
distintas temperaturas 150°C o 170°C para determinar las mejores condiciones de
tratamiento térmico para recuperar una mayor cantidad de hidroxitirosol.

A las muestras de alpeorujo resultantes en ambos ensayos del tratamiento
de explosion al vapor y de la combinacion del tratamiento al vapor y la incubacion
con los hongos saprobios se les determino la cantidad de hidroxitirosol presente
mediante cromatografia en HPLC seglin la técnica descrita por Heredia et al.

(1987).

44



Resultados

Resultados

Las graficas de la Fig. 1 muestran la cantidad de hidroxitirosol obtenida
en el alpeorujo tratado al vapor a 150°C durante 5 min e incubado bioldgicamente
con los hongos C. rigida, F. oxysporum y P. farinosus. La incubacion del
alpeorujo tratado al vapor sin hongo durante 10 semanas provoco en general un
descenso de la cantidad de hidroxitirosol obtenida del residuo tanto en forma
libre, glucosilada o total respecto al de 2 semanas. Los niveles de las distintas
formas de hidroxitirosol, liberado tras el tratamiento al vapor y la incubacion
durante dos semanas con los hongos C. rigida y F. oxysporum, fueron inferiores a
los alcanzados por el tratamiento control sin hongo a todos los tiempo de
incubacién. Sin embargo el contenido en hidroxitirosol libre y total del alpeorujo
tratado al vapor e incubado con P. farinosus aument6 un 70% respecto al control
del alpeorujo tratado al vapor y sin tratamiento fingico. El aumento en el tiempo
de incubacion del alpeorujo tratado al vapor e incubado con el hongo P. farinosus
no provoco diferencias significativas en cuanto a la cantidad de recuperacion de

hidroxitirosol se refiere (Fig. 1).
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HT libre

Control Crigida  F.oxysporum P.farinosus

HT glucosilado

Control Crigida  F.oxysporum P.farinosus

HT total

Control Crigida  F.oxysporum Pfarinosus m2semanas
B 10 semanas

Fig. 1. Contenido de hidroxitirosol (g) presente en 100 gramos de alpeorujo seco
tratado al vapor a 150°C durante 5 min e incubado con distintos hongos saprobios
o sin hongo (Control) durante dos y diez semanas. Letras distintas en cada grafica

denotan diferencias significativas segun el test de Duncan (P=0,05; gl=23; n=3).

Una vez seleccionado el hongo P. farinosus por su capacidad de
incrementar la cantidad de hidroxitirosol libre y total del alpeorujo tras el
tratamiento al vapor se tratd de optimizar la recuperacion de dicho compuesto
modificando la temperatura del tratamiento al vapor.

El alpeorujo tratado al vapor e incubado con P. farinosu,s como vimos
anteriormente, provoco un aumento significativo del contenido de la fraccion libre

y total del hidroxitirosol (Fig. 2). Sin embargo, el distinto tratamiento del
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alpeorujo al vapor a 150 o 170°C previo a la incubacién con P. farinosus no

produjo diferencias significativas en los niveles de recuperacion de hidroxitirosol.
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Fig. 2. Contenido de hidroxitirosol (g) presente en 100 gramos de alpeorujo seco
tratado al vapor a 150 y 170°C e incubado con P. farinosus o sin hongo (Control)
durante dos y diez semanas. Letras distintas en cada grafica denotan diferencias

significativas segun el test de Duncan (p=0,05; gl= 23; n=3).
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2. Efecto del uso del alpeorujo transformado térmica y biol6gicamente sobre
el desarrollo de plantas

Objetivo

Mediante estos ensayos, se estudié el efecto de un tratamiento integrado
del residuo, térmico y biologico, sobre la disminucion de la fitotoxicidad y
contenido fenolico del alpeorujo. Se pretende ver los efectos de ambos
tratamientos en el alpeorujo sobre el crecimiento de plantas cultivadas en

condiciones de invernadero.

Materiales y métodos

El experimento se diseiid6 con dos factores de variacion, que fueron el
lavado o no del residuo después del tratamiento al vapor. Cada factor contenia
cuatro variables, la primera fue el peso seco de parte aérea y raiz, la segunda fue
la proporciéon de alpeorujo afiadido a las plantas (2,5 y 5%), el tercero fue la
temperatura a la que se traté el alpeorujo 150 y 170°C, y el cuarto consistid en el
factor de inoculacion de los alpeorujos con los hongos saprobios tras el
tratamiento al vapor que contenia cuatro tratamientos: plantas sin alpeorujo
(Control), plantas con alpeorujo incubado sin hongo (DOR) o con los hongo
saprobios C. rigida o F. oxysporum. Se realizaron tres repeticiones por
tratamiento.

Las muestras de alpeorujo tratadas al vapor a 150 y 170°C, tal y como se
describe en el apartado general de materiales y métodos anteriormente, se
autoclavaron a 121°C durante 20 min y posteriormente se incubaron con los
hongos saprobios C. rigida y F. oxysporum seleccionados por su capacidad de
disminuir la fitotoxicidad del alpeorujo.

Las muestras de alpeorujo, una vez incubado y esterilizado, se sembraron
con tres o cuatro granos de cebada donde habia crecido el inoculo del hongo
objeto de estudio y se incubaron estaticamente a 28°C en oscuridad durante 2

semanas. Terminado este proceso, el alpeorujo transformado se autoclavo y se
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llevaron a cabo: pruebas de fitotoxicidad en el invernadero y determinacion del
contenido fenolico del alpeorujo siguiendo en ambos casos la metodologia
descrita en el apartado general de materiales y métodos.

Para la determinacion de la fitotoxicidad del alpeorujo se emplearon
semillas de tomate (Licopersicum esculentum) esterilizadas en superficie y
pregerminadas en semillero. Cuando las semillas alcanzaron un tamafio adecuado
se transfirieron a macetas de 300 ml de capacidad que contenian una mezcla de
suelo:arena (2:3) y lg/kg de abono Osmocote®Exact®Mini. Las plantas se
cultivaron en condiciones controladas de invernadero durante un mes, tras el cual
se determind el peso seco de la parte aérea y raiz de las plantas de tomate después

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

Resultados

Tal y como se observa en la Fig. 3 el alpeorujo sin lavar y sin tratar
presenta marcados efectos toxicos para las plantas. Se puede apreciar claramente
que a medida que se aumenta la dosis de dicho residuo disminuye el peso seco de
la planta tanto en su parte aérea como de raiz. El tratamiento biolodgico con F.
oxysporum y C. rigida no produjo descenso de la fitotoxicidad del alpeorujo.

También se observa que los tratamientos del alpeorujo al vapor a 150 y
170°C no generaron incremento en el peso de la planta de tomate con respecto al
tratamiento del alpeorujo control (Fig. 3).

Se ha podido observar que la integracion del tratamiento térmico y
bioldgico del alpeorujo si provocd en algunos casos un descenso de las
propiedades fitotoxicas del alpeorujo. Asi, el tratamiento al vapor a 150°C seguido
de la incubacion con C. rigida y F. oxysporum en concentraciones de 2,5% logrod
no solo disminuir la fitotoxicidad del alpeorujo en plantas de tomate sino
eliminarla. En el caso del alpeorujo tratado al vapor a 150°C e incubado con C.
rigida a concentraciones de 5% solo produjo un descenso de fitotoxicidad sin
llegar a eliminarla.

Cuando se aplicd a plantas de tomate alpeorujo previamente tratado a

170°C e inoculado con C. rigida a las diferentes proporciones, no se observaron
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cambios relevantes del crecimiento de la parte aérea y raiz de tomate respecto a
las observadas con el alpeorujo control. Sin embargo, cuando se trataron con F.
oxysporum a dosis del 2,5% si se aprecia una eliminacion de la fitotoxicidad del
residuo para el peso de raiz de tomate, efecto que no se mantuvo al aumentar la

concentracion del residuo a 5%

Alpeorujo sin lavar
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Fig. 3. Peso seco de parte aérea y raiz de plantas de tomate (Licopersicum
esculentum) cultivadas sin alpeorujo (Control) y en presencia de distintas
concentraciones (2,5 y 5%) de alpeorujo (DOR) sometido a diferentes
tratamientos de explosion (150 y 170°C) e incubacion durante dos semanas con
los hongos saprobios C. rigida (C.ri) y F. oxysporum (F.oxys). Letras distintas en
cada grafica denotan diferencias significativas segun el test de Duncan (p=0,05;

gl=56; n=3).
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El alpeorujo tratado térmicamente tanto a 150 como a 170°C y sometido a
un posterior lavado, cuando se aplico a las plantas a la concentracion del 2,5% no
modifico el crecimiento de tomate. El aumento de la proporcion de alpeorujo
afiadido si provoco una disminucion del peso seco de tomate (Fig. 4).

El tratamiento al vapor a 150°C seguido de la incubacion con C. rigida no
produjo efecto alguno en el crecimiento de plantas de tomate respecto al control
del alpeorujo tratado al vapor. Sin embargo la incubacion de este alpeorujo tratado
al vapor a 150°C con F. oxysporum a la dosis de 2,5% disminuy6
considerablemente el peso de la planta respecto al control del alpeorujo tratado al
vapor, efecto que no se mantuvo cuando se administr6 el alpeorujo tratado a dosis
de 5% (Fig. 4).

Cuando el alpeorujo tratado al vapor a 170°C, se lavo e inoculd con C.
rigida o F. oxysporum y se afiadio a dosis de 2,5% a plantas de tomate se
consiguid eliminar su efecto toxico ya que el crecimiento de la planta fue igual al
control sin alpeorujo. Cuando la proporcion de alpeorujo tratado e incubado con
F. oxysporum que se afiadid a las plantas de tomate fue del 5% se observo una

reduccion significativa en el peso de la parte aérea y raiz (Fig. 4).
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Alpeorujo lavado
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Fig. 4. Peso seco de parte aérea y raiz de plantas de tomate (Licopersicum
esculentum) cultivadas sin alpeorujo (Control) y en presencia de distintas
concentraciones (2,5 y 5%) de alpeorujo (DOR) sometido a diferentes
tratamientos de explosion al vapor (150 y 170°C) e incubado durante dos semanas
con los hongos saprobios C. rigida (C.ri) y F. oxysporum (F.oxys). Letras
distintas en cada grafica denotan diferencias significativas segtn el test de Duncan

(p=0,05; gl=38; n=3).

El contenido fendlico del alpeorujo control fue de 33.07g/kg (Fig. 5). Se
observa que el proceso de incubacion del alpeorujo con los dos hongos saprobios
disminuye considerablemente el contenido fendlico del residuo con respecto al
control.

Cuando el alpeorujo se someti6 a tratamiento térmico tanto a 150 como a

170°C con o sin posterior lavado no disminuy6 significativamente la cantidad de
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fenoles del mismo salvo en el caso del alpeorujo tratado al vapor a 150°C y lavado
posteriormente.

Al combinar el tratamiento térmico al vapor y la posterior incubacion con
los hongos de este estudio se ha observado que en general se desciende el
contenido fenoélico del alpeorujo. Las muestras de alpeorujo tratadas térmicamente
a 150 o a 170°C e inoculadas con C. rigida con o sin posterior lavado, reducen la
proporcion de fenoles notoriamente. Sin embargo se ha observado que cuando el
alpeorujo se inoculd con F. oxysporum, solamente se observo reduccidon de

fenoles en residuo tratado al vapor a 150 o a 170°C y posteriormente lavado.

IR
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Fig. 5. Contenido fendlico del alpeorujo lavado y sin lavar tras diferentes
tratamientos al vapor a 150 y 170°C e incubaciones con los hongos saprobios C.
rigida (C.ri) y F. oxysporum (F.oxys) durante dos semanas. Letras distintas en la
grafica denotan diferencias significativas segln el test de Duncan (p=0,05; gl=44;

n=3).
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DISCUSION

La contaminacion que produce el alpeorujo, subproducto generado
anualmente tras el proceso de extraccion del aceite oliva, genera tal interés que se
esta llevando acabo numerosos estudios sobre el mismo. La generacion de
alpeorujo exige la biisqueda de soluciones que permitan su valorizacion, entre las
mas importantes estan: (1) el uso en la agricultura para lo cual debe ser
previamente estabilizado y biotransformado, (2) la recuperacion de potentes
antioxidantes de importancia industrial, (3) la cogeneracion de energia eléctrica y
térmica.

Se ha descrito que el alpeorujo es un residuo lignoceluldsico compuesto
fundamentalmente de materia organica, macro y micronutrientes y una gran
proporcion de fenoles que le confiere su toxicidad. (Martin et al., 2002). Diversos
estudios muestran que el hidroxitirosol y el p-tirosol son dos de los principales
fenoles detectados en el alpeorujo (Lesage-Meessen et al., 2001; Romero et al.,
2004; Allouche et al., 2004) y su concentracion puede variar dependiendo de las
condiciones de la aceituna (Romero et al., 2002). El hidroxitirosol, compuesto de
alto valor anadido en la industria, generalmente se encuentra en estos residuos en
forma conjugada, por lo que es necesario convertirlo en su forma libre para que su
extraccion y purificacion se pueda llevar a cabo. Se ha descrito que el hongo P.
farinosus tiene un comportamiento singular en la incubacion del alpeorujo ya que
gracias a la produccion de B-glucosidasa puede hidrolizar los fenoles glucésidos
en sus respectivos fenoles simples (Sampedro, 2005). Se ha descrito que mediante
el tratamiento al vapor del alpeorujo se puede obtener un 46% del hidroxitirosol
presente en el alpeorujo (Rodriguez, 2005). Por otro lado también se ha observado
que el tratamiento bioldgico del alpeorujo con P. farinosus es capaz de
incrementar la proporcion de hidroxitirosol libre en gran medida (Sampedro,
2005). En nuestros ensayos hemos detectado que el hongo P. farinosus incubado
en alpeorujo tratado al vapor es capaz de hidrolizar el glucésido del hidroxitirosol,
recuperando casi un 70 u 80% de hidroxitirosol libre del alpeorujo. La integracion
del tratamiento térmico y bioldgico del alpeorujo permite obtener casi la totalidad

de la proporcion de hidroxitirosol libre presente en el mismo.
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La recuperacion del hidroxitirosol en los tratamientos al vapor muestran
que a pesar de las altas temperaturas, altas presiones y presencia de oxigeno, no se
degrada apreciablemente dicho antioxidante durante el tratamiento (Rodriguez,
2005). Sin embargo no fue necesario un tratamiento al vapor mds severo para
optimizar la recuperacion de hidroxitirosol ya que con el tratamiento al vapor a
170°C no se obtuvo mayor concentracion de hidroxitirosol.

Dos semanas de tratamiento biologico tras el tratamiento al vapor del
alpeorujo, fue suficiente para la obtencion de una alta proporcion de hidroxitirosol
libre. De hecho Sampedro detecté hidrélisis del enlace glucosidico catalizada por
la enzima B-glucosidasa tras la incubacion del alpeorujo con P. farinosus durante

dos semanas. (Sampedro, 2005).

El alpeorujo, tal y como lo muestran algunos estudios, no puede aplicarse
directamente al suelo por los efectos fitotoxicos que provoca en las plantas y el
efecto perjudicial en la estabilidad estructural del mismo derivados
principalmente de sustancias como los fenoles (Martin et al., 2002, Sampedro et
al., 2004b). Por ello es necesario un tratamiento de dicho residuo antes de su uso
para eliminar su toxicidad (Ruiz et al., 1997).

El uso de hongos saprobios de la madera dada su capacidad de producir
enzimas ligninoliticas (Kissi et al., 2001; Fenice et al., 2003; D' Annibale et al.,
1998) y de saprobios del suelo han mostrado ser eficaces en la disminucién de la
fitotoxicidad de ciertos contaminantes (Regalado et al., 1997). Estos hongos
ademads contribuyen a un mejor uso de los nutrientes por las plantas (Fracchia et
al., 2000). Estudios recientes demuestran que la incubacion del alpeorujo con
determinados hongos saprobios disminuye y en algunos casos elimina la
fototoxicidad de este en un periodo de cinco meses (Sampedro et al., 2005). Sin
embargo estos tratamientos, a pesar de su efectividad, requieren largos periodos
de tiempo. Por otro lado el tratamiento al vapor es capaz de reducir la
fitotoxicidad del alpeorujo, aunque a niveles bastante bajos y solo en
determinadas condiciones (Rodriguez, 2005).

Se ha descrito que para llegar a romper las distintas interacciones entre los

componentes estructurales del alpeorujo y acceder més facilmente a ciertos
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compuestos, se recurre normalmente a pretratamientos de tipo quimico, fisico y
biologicos (Garrote et al., 1999). De hecho al tratar el alpeorujo térmicamente a
150°C e incubarlo con C. rigida en tan solo dos semanas se logra eliminar la
fitotoxicidad que presentaba este residuo sobre las plantas de tomate. En diversos
ensayos realizados anteriormente demuestran que la incubacion con C. rigida es
muy efectivo en la disminucion de la fitotoxicidad de diversas fracciones fisicas
del alpeorujo (Aranda, 2006). Hemos observado en nuestros estudios también que
la incubacion con F. oxysporum fue menos efectiva en la disminucion de la
fitotoxicidad del alpeorujo. De hecho se sabe que los hongos saprobios no
funcionan igual ya que poseen diferencias en la maquinaria enzimatica de cada
hongo implicada en la degradacion de compuestos fendlicos (Camarero et al.,
1994; Giovannozzi-Sermanni et al., 1994).

El lavado del alpeorujo tras su tratamiento al vapor provoco un descenso
de la fitotoxicidad, efecto que descrito anteriormente por Aranda (2006). El mayor
efecto de reduccion de fitotoxicidad en el alpeorujo lavado se consiguio tras la
explosion a 170°C y la incubacion con los distintos hongos saprobios.

A la vista de los resultados obtenidos se puede decir que la aplicacion del
tratamiento térmico al alpeorujo se puede utilizar para la detoxificacion del
alpeorujo y asi reducir sustancialmente los largos periodos de incubacion de los
hongos saprobios.

Las propiedades fitotoxicas que se han observado en el alpeorujo, son
atribuidas principalmente a los compuestos fenolicos que a concentraciones de
50g/kg afectan el crecimiento de la planta (Wang et al., 2002). Cuando el
alpeorujo es tratado con determinados hongos saprobios se demuestra que el
contenido fenolico disminuye considerablemente (Madrid et al., 1996). En
nuestros ensayos hemos podido observar que la incubacion con C. rigida y F.
oxysporum durante dos semanas desciende el contenido fendlico en un 38%. Si se
integra el tratamiento térmico y el biologico la cantidad de fenoles también
disminuye con respecto a la muestra inicial, aunque este descenso fue similar al
observado cuando el alpeorujo se trata solo con los hongos saprobios. Es cierto,
que existe relacion entre el descenso del contenido fendlico y la disminucion de la

fitotoxicidad (Blum et al., 2000; Caspersen et al., 2000), pero dicha propiedad es
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muy compleja y pueden existir otros componentes presentes en este residuo, que
bien directamente o a través de una accion sinérgica con los fenoles, contribuyen a
su toxicidad (Rodriguez et al., 1988; Capasso et al., 1992). De hecho se han
encontrado que otras sustancias como acidos grasos, acidos orgéanicos de bajo
peso molecular, acidos volatiles, sales y su bajo pH pueden ser también
responsables de la fitotoxicidad de residuos procedentes de la extraccion del aceite

de oliva (Pérez et al., 1980; Saviozzi et al., 1991).

La combinacion de los tratamientos fisico y bioldgico, permitird, por un
lado, la utilizacion de sustancias de interés industrial como es el hidroxitirosol, y
por otro, acortar el tiempo de detoxificacion del residuo ya que los elementos
fitotoxicos al ser muy recalcitrantes era necesario al menos un periodo de 20
semanas de incubaciéon con hongos saprobios uUnicamente para reducirlos o
eliminarlos. La integracion de ambos tratamientos permite conseguir la
eliminacion de los efectos fitotoxicos del alpeorujo tras solo dos semanas de

incubacién con los hongos saprobios.
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CONCLUSIONES
1. El alpeorujo tratado al vapor a 150°C, e incubado con Paecilomyces farinosus
durante dos semanas permite una recuperacion de hidroxitirosol libre

practicamente total.

2. La integracion del tratamiento térmico y el biologico del alpeorujo contribuye a

la disminucidn de la fitotoxicidad del alpeorujo seco y extractado.

3. El tratamiento del alpeorujo a 150°C y la incubacion con Coriolopsis rigida

detoxifica el alpeorujo en solo dos semanas de incubacién
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RECOMENDACIONES

En este trabajo de investigacion con el fin de reducir o eliminar la
fitotoxicidad del alpeorujo y obtener compuestos de alto valor afadido como lo
fue el hidroxitirosol, se utiliz6 el tratamiento térmico del residuo a temperaturas
de 150 y 170°C junto con el biolégico con hongos saprobios como lo fueron C.
rigida, F. oxysporum y P. farinosus, dejandonos resultados muy interesantes para
su posible aplicacion.

El alpeorujo es un residuo que aunque posee caracteristicas agroquimicas
de interés, genera problemas medioambientales por lo que necesita su
estabilizacion para alcanzar su aprovechamiento y valoracion total. La mayoria de
estudios realizados hasta la fecha se han aplicado tratamientos tanto fisicos como
bioldgicos por separado, pero de nuestros ensayos se deduce que la combinacion
del tratamiento y el posterior tratamiento bioldgico con hongos mejoran en gran
medida y poco tiempo la detoxificacion. Estos ensayos han generado resultados
muy esperanzadores aunque habria que tratar de optimizar el proceso para poder
obtener los mejores resultados en el menor tiempo posible

Por otro lado como también vimos en nuestros resultados que el lavado del
residuo después de la explosion disminuye en gran medida la fitotoxicidad del
residuo sobre plantas de tomate, sin embargo, debemos tener en cuenta que para
una buena optimizacion del proceso se deberia intentar la valorizaciébn mas
completa del alpeorujo con el menor tratamiento posible.

El alpeorujo se pretende utilizar como enmendante de suelos agricolas por
lo que seria util probar el efecto fitotoxico de este residuo tratado térmica y
bioldgicamente en otras variedades de plantas de interés agricola. También seria
interesante ver los efectos de este alpeorujo tratado en plantas colonizadas con
hongos formadores de micorrizas, ya que se sabe que este tipo de simbiosis
mutualista mejora las condiciones de crecimiento de las plantas y que existen
mecanismos especificos propios de los hongos arbusculares o inducidos en la
planta, implicados en la mayor tolerancia de las mismas a elementos toxicos

ambientales.
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Recomendaciones

Como podemos ver este trabajo es un inicio de lo que supondria una
completa valorizacion y aprovechamiento de este residuo industrial, sin embargo

es necesario mas estudios para optimizar el proceso.
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