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RESUMEN 

Biodegradacion de compuestos fenólicos del alpechín con As­
pergillus terreus 

Se estudia la degradación de alpechines con Aspergillus terreus en 
condiciones de aerobiosis y temperatura de 28°C, utilizando como pará­
metro el contenido fenólico. 

Se analiza el efecto de la concentración de alpechín con Aspergillus 
terreus utilizando el mismo parámetro. 

Se han identificado por cromatografía líquida de alta eficacia (CLAE) 
10 compuestos fenólicos que suponen el 90% del total del alpechín. 

PALABRAS-CLAVE: Almazara - Alpechín - Compuestos fenólicos -
Cromatografía líquida de alta eficacia - Depuración aerobia - [Microorga­
nismo. 

SUlUliyiARY 

Phenolic compounds biodegradation of olive mili wastewater with 
Aspergillus terreus 

Olive mill wastewater degradation by Aspergillus terreus and under 
aerobic conditions at 28°C, was measured by the parameter of phenol 
content. 

We have explored the effect of different concentrations of olive mill 
wastewater upon the activity of Aspergillus terreus. 

Through HPLC, 10 phenol compounds (90% of the total phenolic 
content of the olive mill wastewater) were identified. 

KEY-WORDS: Aerobic depuration - High performance liquid chroma­
tography - Microorganism - Oil mill - Olive mill wastewater - Phenolic 
compounds. 

1. INTRODUCCIÓN 

El alpechín es el agua residual del proceso de extrac­
ción de aceite de oliva, presentando como característica 
más importante una elevada DQO (entre 39.900-210.000 
p.p.m.) y DBG (entre 9.600-150.000 p.p.m.) así como un 
carácter recalcitrante para su autodepuración debido a 
su elevado contenido en compuestos fenólicos de alto 
poder contaminante (1). 

Tan sólo en la cuenca del río Guadalquivir se puede 
estimar una producción media de 1.800.000 m^/año, lo 
que supone el equivalente a la contaminación de una 
población de 3.500.000 habitantes (2), de las cuales se 
vierten directamente de una forma incontrolada el 25%, 
eJ 75% no vertido en la actualidad se trata en balsas de 

evaporación (3) que tan solo palian parcialmente el pro­
blema. 

En orden a resolver dicha contaminación se han pues­
to en práctica diversos procesos que van desde la simple 
evaporación (4) hasta procesos físico-químicos como la 
osmosis inversa y ultrafiltración (5) pasando por procesos 
microbiológicos anaerobios (6). Todos ellos exigen alta 
inversión y suponen una difícil amortización dado el ca­
rácter temporal de la industria almazarera. La biodegrada­
cion que se estudia en el presente trabajo, puede ser una 
alternativa viable si tal como se piensa, el alpechín pierde 
parcialmente su poder antimicrobiano y pueda ser vertido, 
tras un tratamiento posterior de tipo químico sencillo. 

Al ser el alpechín un subproducto vegetal posee un 
alto contenido en compuestos fenólicos. De todos los 
componentes descritos en él, sólo se prestará atención 
especial a los compuestos fenólicos de bajo peso mole­
cular. En la Tabla I se describen los compuestos fenóli­
cos identificados y cuantificados en el alpechín según 
varios autores. En la Tabla II se describen los fenoles 
totales en el alpechín. 

Los ácidos hidroxicínámicos (18) (cafeíco, p-cumárico, 
ferúlico y sinápico) se encuentran en la mayoría de las 
plantas no en forma libre sino como ácidos conjugados 
solubles frecuentemente como O-ésteres incluyendo los 
muy extendidos 1-O-acil glucósidos. También a menudo 
se acumulan como amidas con una limitada distribución 
en la mayoría de los tejidos de las plantas. En las pare­
des de las células los ácidos hidroxinámicos glucosilados 
solubles se encuentran como O-ésteres en polímeros. 

Así por ejemplo el ácido cafeíco libre no existe en la 
pulpa de la aceituna (12), pero sí en el alpechín debido a 
procesos de hidrólisis ocurridos durante la obtención de 
éste. 

Otro posible origen de los ácidos fenólicos (verátrico, 
vainillínico y siríngico) es la lignina de las semillas de las 
aceitunas en los que se encuentran como polímeros que 
son capaces de reaccionar con otros compuestos (proteí­
nas) formando estructuras resistentes a la biodegrada­
cion (19). Mediante el proceso de prensado que sufren 
las semillas, se producen hidrólisis químicas y enzimáti-
cas en el seno de este polímero. 
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76 Grasas y Aceites 

Tabla I 
Compuestos fenólicos descritos en el alpechín 

No f lavonoides 
(mg/L) 

10 11 12 13* 14 15 

Ácidos cinámicos 
Acido Cafeíco 
Acido Dihidrocafeíco 
1-cafeil glucosa 
Acido p-cumarico 
Acido Ferúlico 
Acid. Dihidroxicinámico 

NC 90 
NC 

NC 

NC NC 

NC 
NC 
— 

~ 
NC 
NC 

-
NC 
— 

-
NC 
NC 

Ácidos benzoico 
y sus derivados 
Acid. Protocatéquico 
Aldh. Protocatéquico 
Acido p-OHbenzoíco 
p-OHbenzaldehído 
Vainillo! 
Acido vairíillínico 
p-vainillina 
Acido siríngico (b) 
Siringaldehído 
Acid. 2,6 diOHbenzoíco 
Acid. 3,4,5 trimetoxibenzoíco 
Acido verátrico 
Aci. 1,3,4 diOHmandelíco 
Aci. p-OHfenil acético 
Acid. p-OHfenil propiónico 

NC NC 

NC 

0-590 

NC 
0-1.360 242 

T 710 

0-1.060 -
80 
500 

145 

NC 

NC 

NC 
NC 
NC 
NC 

NC 
NC 
NC 
NC 

NC 
-
NC 
NC 

NC 
NC 
-
NC 

NC 

NC 

NC 

NC NC 

Derivados del aicoPiol 
B-3,4 diOHfeniletanol 
Hidroxi-tirosol 
Tirosol 
4-OHtirosol m-glucósido 
4-OHtirosol diglucósido 
Oleuropeína 
Esculetina 

NC 
NC 

NC 
NC 
NC 
NC 
NC 

NC 

NC 

NC 
NC 

NC 

Flavonoides 
Apigenina 
Cianidina 
Flavanona o flavanol 
Luteolina 
Luteolin 7-glucósido 
Quercetina 

NC 
NC 

NC 
NC 
NC 
NC 

NC: No cuantificado. En la cita 7 los porcentajes se refieren a peso/volumen. 

(b): Aparecen con interrogación en la cita 10. 

*: Se han Identificado en el pigmento del alpechín tras oxidación con CuO. 
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Tabla II 

Fenoles totales en el alpechín en (mg. / L) 

5.000 17.500 

14 

1.400 1.470 

15 

4.000 

16 17 

7.100 65.000 

En el desarrollo del proceso de bioconversión de la 
lignina (20), la fermentación se puede orientar a una máxi­
ma obtención de productos como enzimas lignolíticas, o 
polímeros de la lignina, los cuales pueden tener algunas 
modificaciones o bien compuestos fenolicos de bajo peso 
molecular, al igual que pueden intervenir en la biosíntesis 
de la lignina como el ácido sinápico (21). 

No hay que olvidar que la lignina puede ser degrada­
da por bacterias con actividad lignolítica (22) obteniéndo­
se los ácidos p-hidroxibenzoíco, vainillínico, verátrico y p-
cumárico, o por hongos incrementando los compuestos 
fenolicos hidrolizados y su solubilidad (23). 

Debido a estas características y dependiendo en qué 
tiempo de la campaña se obtiene el alpechín, la cantidad 
en compuestos fenolicos puede variar en más o menos. 
Así el contenido de fenoles decrece durante la madura­
ción de la aceituna (12). 

Debido a la actividad antimicrobiana y efecto fitoíóxi-
co de los compuestos fenolicos, es de una gran impor­
tancia la identificación y cuantificación de éstos para re­
solver uno de los problemas de contaminación fluvial más 
importante existente en el momento. 

Para su identificación y cuantificación se ha utilizado 
el método de cromatografía líquida de alta eficacia (CLAE), 
que es 10 veces más sensible que la cromatografía de 
gases (CG). Es una técnica rápida y versátil para separar 
y cuantificar los compuestos fenolicos en el alpechín. Una 
de las ventajas de CLAE en los estudios de biodegrada-
ción es la separación de compuestos con diferentes pola­
ridades en una sola inyección, además puede haber una 
menor interferencia de otros compuestos, ya que la de­
tección si se hace en un detector de diodos, se puede 
observar la muestra que se está analizando en un rango 
de longitud de onda entre 190 a 600 nm. 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Alpechín utilizado 

En la Tabla III se encuentran las características más 
interesantes del alpechín utilizado en los experimentos. 
Las muestras se tomaron de "Jimena Osuna S.A." obte­
nidas por un proceso "Pieralisi" continuo. Fueron recolec­
tadas a la salida de la última centrífuga. Se introdujeron 
en frascos estériles para su traslado al laboratorio y al­
macenados a -20°C en el momento de su recepción. 

2.2, Tratamiento previo del alpechín 

Antes de proceder al tratamiento biológico todas las 
muestras se filtran al vacío en un Büchner, con objeto de 
eliminar las partículas suspendidas presentes en la mues­
tra. A continuación del proceso de filtrado, el alpechín se 
somete a una esterilización en autoclave a 121°C duran­
te 20 minutos. 

Tabla III 

Características físico-químicas del alpechín 

(g/L) 

pH 
DQO 
DBO 
Sólidos totales 
Sólidos volátiles 
Sólidos no volátiles 
Sólidos sedimentables 
Sólidos no sedimentables 
Sólidos suspendidos 
Sólidos disueltos 
Fenoles totales 

5,26 

0,7% 

212,25 
179,45 
55,59 
44,46 
11,13 
7,75 

47,84 
2,44 

45,40 

2.3. Medios de cultivo 

Se han utilizado concentraciones de alpechín del 20% 
al 100% utilizando medio mínimo de mantenimiento 
(MMM) (24) para las diluciones. En la Tabla IV se descri­
be la composición del MMM. 

Tabla IV 
Composición del medio mínimo de mantenimiento 

Fosfato bi-potásico 1,60 g. 
Fosfato mono-potásico 0,50 g. 
Sulfato amónico 1,25 g. 
Nitrato amónico 1,00 g. 
Sulfato magnésico pentahidratado 0,50 g. 
Cloruro sódico 0,25 g. 
Cloruro férrico hexahidratado 0,025 g. 
Cloruro calcico 0,010 g. 
Agua Destilada c.s.p. 1.000 mL 

La disolución de cada uno de los reactivos se hizo por separado para 
evitar que los fosfatos precipiten con el resto de los reactivos adiciona­
dos. El medio fue esterilizado a 121°C durante 20 minutos. 

2.4. Microorganismo 

Se ha utilizado el hongo Aspergillus terreas cedido 
por el Departamento de Microbiología, Facultad de Far-
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macia de la Universidad de Granada. El Aspergillus fa-
rreus fue aislado de un cultivo de enriquecimiento, utili­
zando como fuente de carbono alternativa el pigmento 
del alpechín teniéndose en cuenta la propia composición 
del pigmento según Pérez Torres (13). 

2.5. Preparación de los inocules 

Para la preparación de los inocules se partió de espo­
ras suspendidas en solución salina (1,9x10^ esporas via­
bles por mililitro), se inoculó un 1% en medio líquido (al­
pechín a diferentes concentraciones), posteriormente se 
incubó a 28°C/72 horas. Al siguiente inoculo se le añadió 
un 10% del inoculo sembrado e incubado y nuevamente 
se incubó a 28°C/72 horas. No fue necesario ajustar el 
pH del medio ya que el alpechín tiene un pH entre 4,5-
5,5 el cual es favorable para el crecimiento del hongo. 

2.6. Reactor 

En todos los casos los experimentos se realizaron en 
un reactor de 5 litros de capacidad tipo tanque agitado, 
cuyo esquema se representa en la Figura 1. 

© VACIO 

Figura 1 
Esquema del Reactor 

1. Depósito de almacenamiento, 2. Baño termostatado, 3. Control 
de temperatura, 4. Filtro, 5. Agitador, 6 .Termómetro, 7. Toma de mues­
tras, 8. Bala de aire, 9. Manorreductor, 10. Diafragma. 

Para la realización de un experimento, una vez esteri­
lizados todos los componentes del reactor, se agrega 
alpechín a la concentración deseada, se adiciona el ino­
culo preparado como se ha descrito en el apartado 2.5., 
con un caudal de aire de 720 ml/min esterilizado por 
filtración. Se mantiene una agitación de 200 r.p.m. A in­
tervalos regulares se toman muestras para determinar el 
contenido fenólico. 

2.7. Métodos Analíticos 

2.Z1, Medida delpH 
Se efectuó en un pH-metro Crison. 

2.7.2. Demanda Química de Oxígeno 
Se efectuó el análisis según Rodier (25) con algunas 

modificaciones por Capitán Vallvey y Alonso Hernández 
(26). 

2.7.3. Demanda Bioquímica de Oxígeno 
Se efectuó el análisis según Official Methods of 

Analysis of the Association of Official Analytical Chemists 
(AOAC) (27). 

2.7.4. Contenido en sólidos 
Se efectuó el análisis según Official Methods of 

Analysis of the Association of Official Analytical Chemists 
(AOAC) (28). 

2.7.5. Contenido fenólico 
El contenido fenólico total se ha determinado siguien­

do el método de Folín-Ciocalteau (29). Para realizar los 
análisis individuales se utilizó un cromatógrafo formado 
por los siguientes elementos: Cromatógrafo 501 de Waters 
Associates. Dos bombas M45, 501 de Waters. Inyector 
Perkin Elmer con un loop de 6|iL. Controlador automático 
de gradiente 680 de Waters. Columna de fase reversa 
Ci8 (12,5 cms X 4 mm I.D.), contenido Spherisorb Cía 
unido a una fase de sílice. Un UVA/IS detector de diodos 
2140 de LKB. Un software Wavescan EG de LKB y PE 
Nelson 3.000 series Chromatography Data System (Per­
kin Elmer Nelson Systems Inc.). Impresora NEC. Prinwri-
ter CP7. 

La detección se hizo a 6 longitudes de onda com­
prendidas entre 190 a 365 nm sobre los eluatos obteni­
dos según se describe en la Tabla V. 

Tabla V 
Gradiente utilizado en la elución de compuetos fenólicos de bajo 

peso molecular 

Tiempo 
(mín.) 

_ 
3,0 
5,0 

10,0 
20,0 
22,0 
25,0 
30,0 
35,0 
37,0 

flujo 
mL/mín.) 

1,0 
1,0 
1,0 
1,1 
1.2 
1,2 
1,2 
1,2 
1.2 
1,0 

A% 

100 
100 
50 
40 
30 
25 
20 
15 
15 

100 

B% 

0 
0 

50 
60 
70 
75 
80 
85 
85 

0 

Curva 

5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

Para A: Acido acético-Agua (2:98). 
B: Agua-Acido acético-Metanol (68:2:30). 

Se Utilizaron como patrones compuestos comerciales 
de alta pureza de las casas comerciales de Fluka AG, 
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Sigma y Merk, los ácidos protocatéquico, vainillínico, ca-
feíco, p-hidroxifenil acético, p-hidroxibenzoíco, siríngico, 
p-cumárico ferúlico, gálico, p-hidroxifenilpropiónico y siná-
pico, vainillol, p-vainillina y siringaldehido. 

El procedimiento de extracción fue según la metodolo­
gía de Olano y Hernández (30). Se tomaron 200 mL de 
alpechín sin degradar y degradado por el Aspergillus te­
rreas. Se concentraron en rotavapor a presión reducida a 
35°C hasta aproximadamente un tercio del volumen ini­
cial. Las muestras se acidificaron con HCI y se realizaron 
tres extracciones sucesivas con éter etílico (v/v) a tempe­
ratura ambiente. Se reunieron las tres fracciones orgáni­
cas y se secaron con Na2S04 anhidro durante 30-40 mi­
nutos. Transcurrido este tiempo se concentró a sequedad 
en rotavapor, y se recogió con 2 mL de mezcla Metanol/ 
H2O (1:1). Se filtró con un filtro millipore de 0,45|i. 

Finalizada la extracción y redisolución en metanol/H20 
los compuestos fenólicos de bajo peso molecular se se­
pararon e identificaron por la técnica CLAE. Estos se 
identificaron por su tiempo de retención y por el cociente 
entre los factores de respuesta a 280 y 340 nm. 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En la Tabla VI se encuentran los porcentajes degrada­
dos de cada uno de los compuestos fenólicos identifica­
dos para cada una de las diluciones empleadas. En la 
última fila se encuentra el porcentaje total de fenoles de­
gradados respecto a la concentración inicial de partida. 
Hay que significar que los fenoles identificados suponen 
un 90% de la carga total de fenoles presentes en el alpe­
chín. 

De la observación de dicha tabla se puede deducir 
que al aumentar la concentración del alpechín el efecto 
de degradación por Aspergillus terreus va haciéndose en 
general menor. 

Tabla VI 

Porcentaje de compuestos fenólicos degradados 
a diferentes concentraciones de alpechín 

Compuesto 20% 40% 60% 80% 100% 

Ac. protocatéquico 
Vainillol 
Ac. p-hidroxibenzoíco 
Ac. p-hidroxifenil acético 
Ac. vainillínico 
Ac. cafeíco 
pV+Ac. siríngico 
Siringaldehido 
Ac. p-cumárico 
%Degradación 
Fenoles totales 

pV: paravainillina. 

99,58 
77,38 
93,43 
-

85,50 
98,03 
-

75,34 
98,09 

68,90 

100 
54,91 
91,98 
83,55 
94,35 
84,38 
91,20 
87,58 
96,42 

66,61 

42,31 
16,38 
42,39 
-23,21 
69,82 
68.83 
45,50 
72,21 
89,00 

34,98 

58,51 
40,05 
31,04 
-85,85 
56,57 
67,60 
42,79 
62,97 
70,39 

30,55 

66,07 
55,00 
53,21 
-49,33 
39,85 
74,85 
67,91 
83,63 
90,74 

42,08 

Se observa no obstante cuando se trabaja con alpe­
chín sin diluir que para algunos fenoles la degradación 
aumenta ligeramente; también es de notar para el p-
hidroxifenil acético que no solamente no se degrada sino 
que aumenta su concentración en el medio, probable­
mente debido a que aparezca como consecuencia del 
metabolismo fúngico, lo que ya se ha indicado por varios 

l1 

.ai 

13 

í 1 
UM 

7 

kj 

P i 

1 
37 min. 

Figura 2 
Perfil cromatográfico por CLAE de los extractos del alpechín sin inoculo 

1. Acido protocatéquico, 2. Vainillol, 3. Acido p-hidroxibenzoíco, 4. Aci­
do p-hidroxifenil acético, 5. Acido vainillínico, 6. Acido cafeíco, 7. p-
vainillina + ácido siríngico, 8. Siringaldehido, 9. Acido p-cumárico. 

37 min. 

Figura 3 
Perfil cromatográfico por CLAE de los extractos del alpechín Inoculado 

2. Vainillol, 3. Acido p-hidroxibenzoíco, 4. Acido p-hidroxifenil acético, 
5. Acido vainillínico, 6. Acido cafeíco, 7. p-vainillina + ácido siríngico, 
8. Siringaldehido, 9 Acido p-cumárico. 
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autores. Según Pérez Torres (13) parece ser que cuando 
va asociada la degradación del ácido cafeíco con el ácido 
p-hidroxifenil acético o en la degradación simultánea del 
p-hidroxifenil acético, vainillínico y siríngico se detecta la 
aparición de nuevos picos. En estudios realizados por 
Kadam y col.(20), la degradación de los compuestos fe-
nólicos en primer lugar, hay una pérdida inicial de grupos 
metoxilo, seguida de una pérdida de grupos OH del anillo 
aromático antes que la dioxigenasa del hongo rompa el 
anillo, estos anillos son convertidos a estructuras de tipo 
o-difenoles. Algunas de estas estructuras son formadas 
por demetilación, que resulta en la pérdida de grupos 
metoxilo, los cuales se detectarían como nuevos picos. 

En las Figuras 2 y 3 se exponen a título de ejemplo, 
los cromatogramas obtenidos en las condiciones indica­
das, en el apartado de métodos analíticos (contenido fe-
nólico) para el alpechín tratado al 40% obtenidos a X 280 
nm. 

Con objeto de comprobar la bondad del método se­
guido, se han determinado algunos parámetros caracte­
rísticos de la columna, como el factor de capacidad (k'), 
el factor de selectividad (a) y resolución (R) que se en­
cuentran en la Tabla VIL 

De la observación de esta tabla, el factor de capaci­
dad (k') se encuentra entre 1 y 10, siendo de confianza el 
análisis cualitativo, el factor de selectividad (a) se en­
cuentra entre 1 y 2, lo cual demuestra que hay una bue­
na relación de capacidad entre dos picos k'2/k'i. 

Tabla v i l 
Parámetros cromatográficos básicos para alpechín al 100% 

Compuesto 

Ac. Protocatéquico 
Vainillol 
Ac. p-OHbenzoíco 
Ac. p-OHfenilacético 
Ac. vainillínico 
Ac. cafeíco 
pV+Ac. siríngico 
Siringaldehído 
Ac. p-cumárico 

pV: paravainillina. 

tr (mín) 

7.200 
8.333 

10.817 
11.433 
12.667 
14.067 
15.283 
16.483 
19.700 

k' 

1.748 
2.181 
3.129 
3.364 
3.835 
4.369 
4.833 
5.291 
6.519 

a 

— 
1.248 
1.435 
1.075 
1.140 
1.139 
1.106 
1.095 
1.232 

R 

— 
2.589 
3.830 
3.708 
3.013 
3.819 
3.913 
3.737 
3.618 

4. CONCLUSIONES 

De los experimentos realizados hasta el momento, se 
puede concluir, que el Aspergillus terreus se comporta 
como un buen degradador de compuestos fenólicos de 
bajo peso molecular, habiéndose acomodado bien, cuan­
do se ha partido de alpechín sin diluir, observándose no 
obstante una disminución de su acción degradadora, al 
aumentar la concentración de alpechín. Cabe pensar por 
tanto que el alpechín tratado sea de menor capacidad 
antimicrobiana. 
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