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RESUMEN

Hoy en dia existen grandes problemas asociados a la contaminacion de aguas residuales
provenientes de las almazaras (alpechin) que una vez llegan al medio acuatico contaminan
todo el ecosistema debido a su alta toxicidad. Debido a estos problemas asociados a la
produccion del aceite se propuso este trabajo para conocer el poder de toxicidad sobre
bioindicadores presentes en las zonas acuéticas cercanas a las salidas de residuos de las
almazaras. En nuestro estudio utilizamos la especie Daphnia magna de la clase Crustacea.
Para comprobar la toxicidad del alpechin se realizaron dos experimentos: un primero de
supervivencia donde se obtuvo una dosis letal del 50% con una dilucién de alpechin de
4,74% demostrando una alta toxicidad sobe estos individuos. El segundo ensayo se centrd
en los efectos subletales como es la reproduccién, con un experimento de exposicion de 21
dias a dos diluciones de 1% y 2%, obteniendo unos resultados que nos indican un retraso
en la puesta y una inhibicién casi total en la puesta en la concentracion del 2%. Finalmente
haciendo alusion a los resultados pudimos confirmar nuestra hipotesis de la alta toxicidad

tanto letal como sub-letal del alpechin sobre las Daphnia magna.

Palabras clave: Alpechin, polifenoles, Zooplankton, DL50%, ecotoxicologia y neonatos.
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ABSTRACT

Nowadays there are major problems related with the contamination of wastewater from oil
mills (alpechin) that, once they reach the aquatic environment, they contaminate the entire
ecosystem due to their high toxicity. Due to these problems, associated with oil production,
this work was proposed to find out the power of toxicity on bio-indicators present in the
aquatic areas near the waste outlets of the oil mills. In our study, we used the Daphnia
magna species, which belong to the Crustacea class. To verify the toxicity of vegetable
water, two experiments were carried out: the first one was a survival experiment where a
lethal dose of 50% was obtained with a concentration a vegetable water dilution of 4.74%,
thus demonstrating a high toxicity on these individuals. The second trial focused on sub-
lethal effects, such as reproduction, with a 21-day exposure to two dilutions of 1% and 2%,
obtaining results that indicate a delay in laying and an almost total inhibition in laying put in
the concentration of 2%. Finally, referring to the results, we were able to confirm our high

toxicity hypothesis both lethal and sub-lethal toxicity of vegetable water on Daphnia magna.

Key words: Alpechin, polyphenols, Zooplankton, LC50%, ecotoxicology and neonate
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1. INTRODUCCION
1.1. Problematica de la contaminacion por las aguas residuales de las almazaras

Segun el Consejo Oleicola Internacional (International Olive Oil Council, 2010) los
principales paises que producen aceite de oliva se encuentran en la Union Europea (74,3%)
en lo que se subdivide el 46,2% en Espafa, 15% ltalia, 10% Grecia y un 1,9% en Portugal.
El consumo mundial de aceite de oliva también se concentra en la zona mediterranea, mas
concretamente en ltalia (23,5%), Espafia (19,1%) y Grecia (7,8%) y fuera de Europa los

Estados Unidos con un 9% son el pais con mayor consumo de este producto.

La demanda del aceite de oliva es debido a sus caracteristicas beneficiosas para la
salud, esta generalmente aceptado que el consumo de aceite de oliva provoca una
reduccion de factores de riesgo como enfermedades coronarias o prevencion de varios tipos
de cancer (Tuck & Hayball, 2002).

Pero los problemas vienen cuando hablamos de los desechos que producen la

manufacturacién del aceite de oliva, estos problemas se agrupan en dos grandes grupos:

- La toxicidad de las aguas residuales de las almazaras (alpechin) la cual si son
vertidas al medio pueden causar dafios considerables en el suelo, aguas
superficiales, aguas subterraneas y por consiguiente en el ecosistema en el que se
viertan (Justino et al., 2012).

- Las grandes cantidades de agua que son necesarias para producir el aceite de oliva
(Justino et al., 2012).

La eliminacion de los efluentes de las almazaras es un grave problema ambiental
debido a su elevada concentracion de polifenoles, taninos, gran cantidad de materia

orgéanica, solidos en suspensién y acidez.

En los ultimos afios ha habido muchos estudios que abordaban la forma de tratar las
aguas residuales de almazara, pero la ecotoxicidad de estas aguas problema rara vez se ha

estudiado (Paixao, Mendoga, Picado & Anselmo, 1999).

El objetivo del presente trabajo es buscar el grado de toxicidad que presentan estas
aguas residuales producidas en las almazaras, utilizando a los microcrustaceos planténicos

Daphnia del orden cladécero.
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1.2. Formacion y Composicion

A pesar de los numerosos beneficios econémicos y sobre la salud del aceite de oliva,
los paises productores se enfrentan con dos problemas ambientales serios como son el
consumo de grandes cantidades de agua y la alta toxicidad de los efluentes resultantes
(Justino et al., 2012).

El proceso tradicional por lotes de la extraccion de aceite ha quedado obsoleto y ahora
se pueden utilizar dos procesos continuos diferentes, que pueden ser, sistemas de

extraccion en dos fases o en tres fases (Obied et al., 2005).

Estos procesos tienen como desechos resultantes un efluente liquido negro llamado
aguas residuales de molino de aceite de oliva (OMW), y un residuo sélido, al cual

normalmente se le conoce como orujo (Asses, Ayed, Bouallagui, Sayadi & Hamdi, 2009).

El proceso de extraccién consiste en la molienda de las aceitunas y el presado de las
mismas para separar la cascara y los demas soélidos residuales que pueden contener aceite
el cual posteriormente se recupera con la extraccion de disolventes. Finalmente se separa el

aceite de las aguas residuales mediante centrifugacion.

El volumen de aguas residuales obtenido por el proceso tradicional es de 0,5/0,6
m3/ton de aceitunas mientras que en el proceso continuo se genera 1,3/1,4 m3 de aguas
residuales lo que nos proporciona unas aguas mas diluidas y con menor toxicidad (Paixao,
Mendoca, Picado & Anselmo, 1999).

La cantidad de polifenoles que se encuentran en el alpechin dependerd del
procedimiento de extraccidén del aceite. El proceso mas comun es el continuo que consiste
en adicionar a la pasta de aceitunas grandes cantidades de agua para facilitar la
centrifugacion. Esta agua disminuye la concentracién de alpechin, pero genera una enorme

cantidad de residuos.

Esta cantidad de polifenoles presente en las aguas residuales de las almazaras junto
con otras sustancias organicas producen una demanda quimica del oxigeno (DQO) de
50.000 mg/L (Duran, Padilla, Martin, de Ursinos & Mendoza, 1991).

Los orto-difenoles tienen un porcentaje menor en el alpechin que en la pulpa de la
aceituna donde este compuesto es de caracter mayoritario donde pueden llegar al alcanzar
el 90% del total de los polifenoles. Pero en el alpechin este porcentaje se reduce
considerablemente debido a las oxidaciones que se producen durante la extraccion del

aceite.
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Otros compuestos que se encuentran en el alpechin son: meta-difenoles y flavonoides.
Segun los resultados del estudio de Durén et al. (1991) que la presencia de catequinas y
taninos condesados no suponen apenas contribucion a los polifenoles del alpechin.

1.3. Depuracién de las aguas residuales

La depuracion se lleva a cabo en dos fases. En la primera al alpechin se le realiza un
tratamiento aerobio con microorganismos especificos que se prolonga durante 5 dias, tras
pasar este periodo de tiempo se ha disminuido considerablemente los polifenoles totales,
orto-difenoles, meta-difenoles y la demanda quimica de oxigeno(DQO) presentes en el

alpechin.

Posteriormente en la segunda fase, el alpechin residual que ya ha pasado por la
centrifugadora y se le ha extraido la biomasa se somete a un proceso de biometanizacién
anaerobia con la ayuda de un reactor discontinuo de mezcla completa que contiene Sepiolita
como soporte para la inmovilizacion de las bacterias que realizan este proceso (Duran et al.,
1991).

1.4. Daphnia (Caracteristicas y ciclo de vida)

La Daphnia magna es la especie que vamos a utilizar como bioindicador para conocer
la capacidad de toxicidad de las aguas residuales de las almazaras (alpechin) a su llegada

al medio ambiente.

La ubicacién taxonémica de las daphnias es:

PHILUM ARTROPODA
CLASE CRUSTACEA
SUBCLASE BRACHIOPODA
ORDEN DIPLOSTRACA
SUBORDEN CLADOCERA
FAMILIA DAPHNIDAE
GENERO Daphnia

El género Daphnia denominado comunmente como “pulga de agua” debido a su cierta

similitud tanto en forma como en movimiento, presenta un cuerpo ovalado, achatado por los
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costados y sin segmentacion externa. Son exclusivos de aguas dulces, habitando lagos,
lagunas, charcas permanentes o de caracter temporal (Ebert, 2005).

Respecto a su estructura externa, el género Daphnia presenta un tamafio que oscila
entre 0.2 y 3mm. Se caracteriza por tener un caparazon quitiquinoso que protege tanto la
cabeza como el cuerpo. En la parte ventral aparece una pieza cuticular plegada, en cambio
en la zona dorsal, abdominal y toracica el caparazon se encuentra sellado. Se le denomina
cabeza a la parte mas separa del cuerpo la cual presenta un pico corto de forma variable,
ademas de 2 anténulas de tamafo y forma variable, las cuales se encuentran en la zona
ventral de la cabeza. Cada una de estas anténulas tiene un gran nimero de sedas
sensitivas apicales. A cada lado se encuentra un fornix, una quilla donde aparecen dos

antenas fuertes, moéviles y biseriadas. Las cuales tienen una funcion natatoria.

Finalmente, en la zona dorsal del cuerpo aparece la camara de cria, que puede tener
dos funciones. La primera es de almacenamiento de huevos partenogenéticos o bien la
segunda es la transformacion de la misma en el efipio que aloja uno o dos huevos de

resistencia (Gonzalez Gomez & Gutiérrez Alvarez, 1995).

Pasando a su estructura interna y nutricion el género Daphnia tiene un sistema
digestivo muy simple el cual inicia en la boca ventral y acaba en el ano que se encuentra en
la zona post-abdomen. Las particulas alimenticias pasan a través de un corto eséfago y al
llegar al intestino medio son digeridas y asimiladas. Las daphnia son organismos filtradores
de aguas que separan las particulas de materia organica. Este proceso lo desencadena un
movimiento producido por los cinco o seis pares de patas toracicas que desplazan el agua y

las particulas hacia la boca del organismo (Gonzalez Gomez & Gutiérrez Alvarez, 1995).

La dieta alimenticia de estos claddceros son las algas unicelulares que presentan
gruesas paredes que son digeridas facilmente y consumidas por completo. También
consumen algas coloniales las cuales presentan vainas gelatinosas que pasan intactas a

través del todo el conducto digestivo.

El ciclo de vida de esta especie tiende a reproducirse tanto asexual (en condiciones
Optimas “partenogénesis”’) como sexualmente (condiciones desfavorables “gametogénesis”),
es decir, dependiendo de las condiciones en las que se encuentre utilizara un tipo de

reproduccién u otro (Gonzélez Gémez & Gutiérrez Alvarez, 1995).

En los cultivos madre con buen mantenimiento, la reproduccion que se da es asexual
debido a las hembras diploides. Las daphnias adultas producen huevos partenogenéticos
gue se generan en la cdmara de incubacién dorsal los cuales engendran a individuos

jovenes.

10
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Figura (1): Ciclo reproductor partenogenético de las Daphnia (Ebert, 2005).

Estos jovenes individuos pasan por distintas fases larvarias sucesivas antes de

producir huevos.

En condiciones ambientales especificas (las cuales se denominan “agentes
estresantes”) producen en las daphnias un cambio del tipo de reproduccion de asexual a
sexual, en el cual producen machos haploides ademas de huevos haploides, que requieren

ser fertilizados por los machos.

Las hembras producen entonces un caparazon en la zona dorsal denominado efipio en
el que en su interior se depositan dos huevos que necesitan ser fecundados. A estos huevos

se le denominan “huevos de dormancia”.

El efipio sale al exterior con la siguiente muda de la hembra y tras hundirse queda en

el fondo.

Por lo general los huevos de dormancia pasan por una fase refractaria que pueden
durar hasta varios meses, mientras este activa esta fase los huevos no podran responder a
los estimulos los cuales disparan el desarrollo de los embriones y que conducen a la

eclosion y alumbramiento de los neonatos.

11
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Los denominados “neonatos” son los individuos que acaban de nacer o que acaban de
eclosionar. En lo que respecta a la normativa internacional, un neonato es una daphnia en el
primer estadio de desarrollo larvario, es decir, con una edad inferior a 24h (UNE-EN I1SO
6341, 2013).

12
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2. HIPOTESIS

La presencia de alpechin en el medio natural afectar4 de forma letal y sub-letal, en
funcion del grado de dilucién, a D. magna.

3. OBJETIVOS

Estudiar los efectos del alpechin (aguas residuales de las almazaras) sobre las D.
magna en laboratorio evaluando cémo afecta el grado de dilucion. En este trabajo se
estudiara tanto el efecto letal del alpechin sobre os individuos como su efecto en la

reproduccion.

13
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Seleccion de individuos para el ensayo

Los organismos que vamos a utilizar para este ensayo van a ser neonatos de Daphnia
magna Stratus (Cladocera Crusctacea) obtenidos por partenogénesis en condiciones de
cultivo. Respecto a las caracteristicas que van a presentar estos animales, su edad no debe
de tener una edad menor de 24horas y de proceder de una generacion distinta a la primera

generacion de descendientes.

Los individuos de D. magna deben de proceder de un cultivo sano que no presente
indicios de estrés como podria ser la presencia de efipios, animales des coloridos, machos,
una mortalidad superior al 20% o un retraso en la produccion de la primera progenie.
Cuando se cumplen estas condiciones se aislan las hembras gravidas se recogen los
neonatos nacidos en las ultimas 24 horas (UNE-EN ISO 6341, 2013).

Si las condiciones de ensayo difieren notablemente de las condiciones de cultivo, es
necesario aclimatar las condiciones de ensayo durante una semana para evitar inducir un

estrés innecesario a los individuos que formen parte del ensayo.

4.2. Formacion de colonia de D. magna

Con el fin de obtener individuos y neonatos suficientes para los ensayos se cred un
acuario a partir de 5 hembras las cuales presentaban en el dorso huevos en la camara
incubadora, con el fin de que se reprodujesen de forma partenogenética y asi tener una

colonia de hembras lo mas similar posible.

Para evitar la apariciéon de efipios y de machos se afiadié vitaminas con el fin de

provocar la reproduccién partenogenética.

14
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Figura (2): Muestra de los efipios extraidos de la poblacién del acuario.

Las vitaminas que se afiadieron son:

- Vitamina B12
- Vitamina B1
- Biotina

- Selenito

Las 5 hembras sin huevos que se seleccionaron inicialmente se depositaron en vaso

de precipitado de 250 ml durante 10 dias con alimento en exceso.

Tras pasar los 10 dias y haber aumentado el nimero de hembras considerablemente
se traspasaron a un acuario de 1 litro con alimento en exceso y cada 14 dias se le afladieron

las vitaminas para evitar la aparicion de efipios.

4.3. Muestreo de alpechin (zona y método de muestreo)

El muestreo de las aguas residuales de las almazaras se realiz6 en la provincia de
Jaén, concretamente a las afueras de la localidad de Torredelcampo. El muestreo se realizo
en varios embalses de la cooperativa los cuales iban almacenando el alpechin distribuidos
segun su antigliedad.

15
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Las muestras que obtuvimos fueron de la campafa de recolecta la cual acababa de
concluir (2019/2020).

Se tomaron 3 muestras de 2L las cuales se cogieron de distintas partes del embalse y
de una profundidad aproximada de casi 1 metro de profundidad.

Las muestras se congelaron tras el muestreo para conservar el alpechin hasta

utilizarlo con los ensayos con daphnias y la cuantificacion de polifenoles.

Figura (3): Imagen de la almazara donde se puede observar los tanques de alpechin

donde se realiz6 el muestreo.

4.4. Procedimiento experimental de determinacién de polifenoles totales

El efecto contaminante de las aguas residuales de las almazaras (alpechin), esta
condicionado por la concentracion de polifenoles presentes en las mismas, debido a esto
realizamos la cuantificacion de polifenoles totales presentes en el alpechin que han sido

muestreados en una almazara de la localidad de Torredelcampo (Jaén).

La expresion de los resultados de los polifenoles totales se lleva a cabo a partir de
acido galico por unidad de volumen. Para la cuantificacion de polifenoles totales en las
muestras de alpechin es necesario realizar una recta patrén de acido galico en metanol,

como podemos observar en la grafica (1) de una de las rectas utilizadas en este trabajo.

16
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Figura (4): Recta de calibrado de Galico para el calculo de los polifenoles totales.

4.4.1. Procedimiento experimental

Para la determinacion de los polifenoles totales de las disoluciones se ha utilizado el
método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Se ha utilizado Na,CO; al 7,5% con

agua destilada y reactivo Folin diluido (1:10 con agua destilada).

A continuacién, se colocaron 300uL de la muestra, tanto las diluciones
correspondientes de cada muestra como de las diluciones de la recta patrén. Posteriormente
afiadimos 2,5mL de la dilucion de Folin y agitamos en Vortex. A continuacién, adicionamos
2ml de Na,CO; (7,5%) y volvemos a agitar en Vortex. Se deja incubar una hora a
temperatura ambiente y aislada de la luz. Transcurrido ese tiempo de incubacién se mide la

absorbancia de las muestras a 760nm con un espectofotémetro.

4.5. Preparacion de las diluciones para los ensayos de 48 horas y 21 dias con

D.magna

Para realizar las diluciones previamente se filtro el alpechin para eliminar los solidos
en suspension que contenia y que se pudiese diferenciar y observar con mayor claridad el
estado de las daphnias.
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Posteriormente con la ayuda de pipetas, micropipetas, vasos de precipitado de 250ml|
y de 50ml, probetas y matraces se realizaron las siguientes diluciones: 100%, 50%, 25%,
12,5%, 6%, 4,5%, 2,5%, 2%, 1,5%, 1%, 0,75% y 0,5%.

|
Figura (5): Vasos de 50ml con diferentes diluciones de alpechin para el ensayo de

supervivencia de las daphnias.
Estas diluciones se prepararon en varias tandas de 3 o mas réplicas por concentracion
para el experimento de 48 horas de exposicion.

En el ensayo de 48 horas se preparaban 150 ml de disoluciéon a las distintas

concentraciones de alpechin y se repartia entre los tres vasos de 50 ml.

En cambio, en el ensayo de 21 dias se prepararon dos concentraciones de 600 ml

para repartirlos en los 4 vasos de precipitado adicionando 150 ml en cada uno de ellos.

4.6. Ensayo de 48 horas de exposicion para el calculo de la dosis letal media (DL50)

Las directrices de la OCDE para el ensayo de sustancias quimicas se revisan
periédicamente. La directriz 202 sobre “Daphnia sp, Prueba de inmovilizacion aguda y

prueba de reproduccion” adoptada en abril de 1984, incluyo dos partes:

- Parte I: La prueba de inmovilizacion aguda EC50 de 24 horas.
- Parte II: La prueba de reproduccion (minimo de 14 dias).
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Esto dio lugar a la publicacion de la directriz de prueba 211 sobre “Prueba de
reproduccion de Daphnia magna” en septiembre de 1998.

Esta directriz detalla una prueba de toxicidad aguda para evaluar los efectos de las

sustancias quimicas sobre las daphnias. Las principales deferencias con la version anterior.

Es la extension de la duraciéon del ensayo a 48 horas de exposicion, lo que conlleva a
obtener una mayor informacion sobre los medios de cultivo y de ensayo utilizados en el
experimento (OECD, 2004).

4.6.1. Descripcion del ensayo

Las daphnias jévenes, que hayan nacido 24 horas antes del ensayo se exponen a la
sustancia problema que queremos comprobar su toxicidad. En un rango de diluciones
durante un periodo de 48 horas. En nuestro caso el porcentaje de agua problema fueron: 0/
0.5/0.75/1/15/2/25/45/6/12.5/25/50/100.

A las 24 horas se monitoreaban las muestras y a las 48 horas se registraban el

namero de muertes que presentaban cada réplica.
Cada una de nuestras diluciones consta como minimo de 3 réplicas.

En cada vaso (réplica) se colocaban 50ml de cada dilucion ademas de 5 neonatos

(individuos con una edad menor a 24 horas).

Finalmente, los resultados se relinen para poder calcular la DI50, es decir, la cantidad
e dosis de una sustancia que provoca la muerte para la mitad de la poblacién en un periodo

de tiempo determinado.
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Figura (6): En estas imagenes se muestran los vasos de 50ml con las 5 daphnias para

el ensayo de supervivencia.

4.6.2. Validacion del test

Para que el ensayo sea valido se deben cumplir los siguientes criterios:

- Los neonatos presentes en el control no tengan una tasa de mortalidad mayor al
10%.

- La concentracién de oxigeno al finalizar el ensayo no debe de ser menor a 3 mg/L en

el control.

- Los neonatos en el control no deben de presentar signos de enfermedad como

pueden ser decoloracion, paralisis 0 comportamiento inusual.

4.7. Test de reproduccién 21 dias

La finalidad principal de este ensayo es evaluar el efecto de las aguas residuales de

las almazaras en la capacidad reproductiva de D. magna.

Al inicio del ensayo se utilizan hembras con una edad menor a 24 horas para que

puedan sobrevivir a toda la duracién del experimento.

El ensayo consiste en la exposicién de estas hembras con diluciones de alpechin con
una concentracion menor a la DL50 que hemos calculado en el ensayo de 48 horas de
exposicion. Durante todo el transcurso de los 21 dias que dura el experimento de realiza dos
cambios de medio cada 7 dias y a partir de la primera semana se realiza cada 3 dias un

conteo y extraccion de los neonatos producido por las hembras fértiles.

A diferencia de otras pruebas de reproduccion de invertebrados de la OCDE OECD
(2012), si el animal parental muere accidentalmente durante el periodo de prueba su
produccion de descendencia puede excluirse de la evaluacion de datos, en cambio si la
mortalidad de los padres sigue un patrén de concentracion respuesta la mortalidad parental
debe de asignarse como un efecto de la sustancia (alpechin) de ensayo y los neonatos no
deben de excluirse a la hora del analisis. El efecto toxico de la sustancia sobre el
rendimiento reproductivo de las daphnias se expresa como concentracion de efecto para un

porcentaje de la poblacién x (en inglés ECx) (OECD, 2012).
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Figura (7): Vasos de precipitado con las diluciones de alpechin utilizadas en el ensayo
de reproduccion.

4.7.1. Validacion del ensayo

Para comprobar la validad de este ensayo se deben de cumplir los siguientes criterios

en los controles:

- La mortalidad en el control no debe de superar el 20% al final de la prueba.
- El nimero de descendientes vivos producidos por los animales parentales al final de

la prueba debe de ser superior al 60%.
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Figura (8): En esta figura se muestran dos vasos de precipitado, en los cuales se
depositaron los neonatos que provenian de los controles. Estos neonatos se extrajeron en el

monitoreo del ensayo de reproduccion para probar la validacién del ensayo.

4.8. Analisis estadistico de los resultados

Para el andlisis estadistico de los resultados recogidos de los ensayos de
supervivencia (exposicion de 48horas) y los ensayos de reproduccion (21 dias) se utilizado
la herramienta de Mosaic (Baudrot et al., 2018), (Forfait-Dubuc, Charles, Billoir & Delignette-
Muller, 2012).

La cual permite a los ecotoxicélogos y organismos reguladores un manejo rapido y
eficaz de los datos recogidos durante el ensayo. Ademas de brindar a los usuarios métodos
avanzados e innovadores para la evaluacion cuantitativa del riesgo ambiental que se caya a

evaluar.

En nuestro trabajo se ha utilizado Mosaic en el ensayo de supervivencia debido a que
nos proporciona un analisis completo de los datos de supervivencia del bioensayo, incluidos
resimenes descriptivos de los datos y la estimacion de los valores de DLx (x% de

concentracion letal).

Todos los célculos generados se basan en el paquete de R llamado MORSE (Baudrot
et al., 2018), (Forfait-Dubuc, Charles, Billoir & Delignette-Muller, 2012).

La féormula de la tasa de supervivencia media la cual utiliza mosaic en el momento final
estd relacionada con la concentracién de contaminante (c) con una relacion log-logistica de

tres parametros:

F(c) =re/1 +(Cmi) "s

Respecto al uso de Mosaic en el analisis completo de los datos de reproduccion en el
ensayo de exposicion de 21 dias, se obtuvieron resiimenes descriptivos de los resultados y
una estimacién de los valores CEx (x% del efecto de la concentraciéon en la tasa de

reproduccion).

La funcién de Mosaic repro estima el efecto de un contaminante sobre la mortalidad
gque se presente en el bioensayo. A esto es debido la presencia de los datos de
supervivencia en cada dia de muestreo en los cuales los individuos tendrian la capacidad de

reproducirse.

Posteriormente se estima la tasa de reproduccion en términos de niUmero de crias por
dias (Charles et al., 2016).

22



Universidad de Jaén
Maéster Universitario en Andlisis, Conservacion y Restauracion de Componentes Fisicos y Bidticos de los Habitats
Curso 2019/2020

5. RESULTADOS
5.1. Calculo de polifenoles totales presentes en el alpechin

En este ensayo se analizaron tres diluciones de la muestra de alpechin recogida una
almazara de Torredelcampo. Cada una de ellas consta de tres réplicas, las cuales se
analizaron mediante método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965).

Al comienzo del ensayo se obtuvo una recta de calibrado la cual se muestra en la

gréfica (1), la cual nos ha permitido calcular las concentraciones en Galico equivalente.

Las medidas de absorbancia junto con las concentraciones las cuales se obtuvieron

mediante método de Folin-Ciocalteu se muestran en la tabla (1).

Como podemos observar, utilizando la recta de calibrado y los resultados de la medida
de absorbancia a 760nm se ha podido obtener el resultado de los polifenoles totales de la

muestra al 100%. El valor proyectado al 100% de alpechin, es aproximadamente de 22,674
(g/L).
La cantidad de 22,674 (g/L) es muy elevada como podremos comprobar en los

ensayos, en los cuales tendrd un efecto adverso sobre la supervivencia y la reproduccion de

las daphnias cuando estan en contacto con las aguas residuales de las almazaras.

2,5

y=0,2323x+0,1272
2 R2 = I"I,QQF.Q

" /
' /
0,5

Gréfica (1): Muestra la recta de calibrado que hemos utilizado para calcular la cantidad

de polifenoles de Galico equivalente.
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% de dilucion | ABS 765 | Gélico equivalente
0.5 0.062 -0.280671545

0.5 0.063 -0.276366767

0.5 0.057 -0.302195437

3 0.279 0.653465347

3 0.279 0.653465347

3 0.277 0.64485579

6 0.454 1.40680155

6 0.453 1.402496771

6 0.464 1.449849333

Tabla (1): Esta tabla muestra la concentracién, absorbancia y cantidad de Galico

equivalente que hemos utilizado.

5.2. Ensayo de supervivencia

En el experimento de supervivencia cuya duracién es de 48 horas se colocaron 5
daphnias en 50 ml de una dilucién de la muestra de alpechin, sin administrarle alimento

durante todo el transcurso del experimento.

Tanto las concentraciones como los porcentajes de mortalidad se muestran en la tabla
).

En la cual podemos observar como la supervivencia de los individuos disminuye
notoriamente cuando el porcentaje de dilucién alcanza o supera el 4,5%. El porcentaje de

mortalidad mas alto (100%) se obtiene al superar el 6,5% de dilucién de alpechin.
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Concentracion ﬁ Concentracion ﬁ
0 0 2.5 20

0 20 2.5
0 2.5 0
0 0 45 40
0 40 4.5 60
0 0 4.5 20
0 0 6 100
0 0 6 100
0 0 6 100
0 0 6 60
0 0 6 80
0 0 6 100
0.5 40 125 100
0.5 20 125 100
0.5 20 125 100
0.75 0 125 100
0.75 0 125 100
0.75 0 125 100
1 0 25 100
1 0 25 100
1 0 25 100
15 0 50 100
15 0 50 100
15 20 50 100
2 100 100
2 100 100
2 0 100 100

Tabla (2): En esta tabla se representa las distintas concentraciones de alpechin y su

porcentaje de mortalidad sobre la poblacion compuesta por 5 daphnias.
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5.2.1. Representacion grafica de la mortalidad respecto a la concentracion
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Grafica (2): En este conjunto de graficas se representa la evolucion de la mortalidad de

las daphnias debido a las distintas diluciones de alpechin respecto al tiempo de exposicion.

En este conjunto de gréaficas nos permite apreciar donde se produce un cambio de
pendiente el cual nos informa del incremento en la mortalidad de los individuos en funcion

de la concentracion.

Como podemos observar tanto en la tabla (2) como en la gréfica (2) hasta llegar a la

concentracion de 2.5% el porcentaje de mortalidad no tiene una relevancia notoria. Entre el
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2,5% vy el 6% se empieza a observar una mortalidad considerable a la que ya no se le puede

atribuir a factores como el estrés.

Una vez alcanzamos el 6% o lo superamos la dosis es letal en un periodo de 48 horas.

5.2.2. Gréfico de dosis-respuesta

En las siguientes gréficas (3 y 4) se va a representar la fraccion de individuos supervivientes
al final del ensayo en funcién de la concentracién del contaminante. Las lineas verticales
nos muestran los intervalos de confianza del 95% para cada punto de concentraciéon que
hemos obtenido.

Survival rate

a Oiierve values
o 4 Cohfidenge intervals
T \ \ T
0 125 25 50 100

Concentration in pg.L_l

Grafica (3): Se muestran los intervalos de confianza del 95% desde los blancos (0%)
hasta el 100%.
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Survival rate

s  QObserved values l
a - Confidence intervals

' TIT T TT1 I I I

o 1 2 4.5 7] 12.5

Concentration in pg.L™’

Gréfica (4): Tambien muestra los intervalos de confiaza pero con un mayor detalle en

las concentraciones de interes, las cuales no llegan a ser de la mortalidad del 100%.

5.2.3. Curva de supervivencia

En la grafica (5) en la que se observa la curva de supervivencia que nos aporta la
herramienta de Mosaic, la cual hos muestra la tasa de supervivencia media en funcion de la
concentracion de alpechin obtenido de las almazaras de aceite. El intervalo de confianza del

95% se muestra con el segmento gris que envuelve a la curva.

Cabe destacar que Mosaic al utilizar la tasa de supervivencia media, no es necesario

gue el 95% de los puntos experimentales se encuentren dentro de los intervalos indicados.
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Grafica 5: La curva de supervivencia nos representa la tasa de supervivencia en

funcion de la concentracion de contaminante.

5.2.4. Dosis letal

En la tabla (3) se muestran las dosis letales obtenidas de alpechin para las daphnias
en el ensayo de supervivencia de 48 horas. Estos valores se han obtenido a partir de la
funcién de supervivencia de la aplicacion estadistica Mosaic (Baudrot et al., 2018), (Forfait-
Dubuc, Charles, Billoir & Delignette-Muller, 2012).
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Valor estimado (intervalo de credibilidad
al 95%)
DL1 2.78 [1.62;3.69]
DL5 3.36 [2.3;4.15]
DL 10 3.67 [3.69;4.38]
DL 15 3.87 [2.96;4.54]
DL 20 4.03 [3.17;4.66]
DL 25 4.17[3.36;4.76]
DL 30 4.29 [3.53;4.86]
DL 40 4.52 [3.84;5.04]
DL 50 4.74 [4.14;5.23]
DL 60 4.97 [4.43;5.47]
DL 70 5.23 [4.73;5.8]
DL 80 5.57 [5.05;6.32]

Tabla (3): Concentraciones para cada dosis letal.

5.2.5. Gréfica de verificacién predictiva

La idea es comparar cada valor observado con una prediccién del modelo ajustado en

la concentracién correspondiente y el intervalo de confianza del 95.

En la siguiente gréfica, cada punto negro corresponde a una observacion del conjunto
de datos, y el valor observado correspondiente se puede leer en el eje x, mientras que el eje
y se encuentra el valor dado por el modelo ajustado, asi como el 95%de confianza. El

intervalo se representa en verde si contiene el valor observado y en rojo en caso contrario.
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Grafica (6): Grafica de verificacion predictiva

5.3. Ensayo de reproduccién

En el experimento de reproduccion el cual tiene una duracién de 21 dias, en los cuales
se han expuesto a 10 daphnias dos concentraciones de 1% y 2% durante todo el transcurso
del ensayo. Las dos diluciones se eligieron debido a que previamente habiamos calculado la
dosis letal al 50% la cual es de 4,74%. Durante todo el ensayo se ha renovado 2 veces el
medio y el alimento. Los recuentos se realizaron con un intervalo de como maximo de 3

dias. Los resultados de los recuentos de los neonatos se muestran en la siguiente tabla (4).
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Concentracion| 7 Dias 10 Dias 13 Dias 14 Dias
Control A 0 6 15 0
Control B 0 19 100 15

1% A 0 43 112 20
1% B 0 0 26 2
1% C 0 4 43 3
1% D 0 3 41 3
2% A 0 4 0 0
2% B 0 7 0 2
2% C 0 0 2 0
2% D 0 0 0 0
16 Dias 17 Dias 20 Dias 21 Dias
Control A 27 1 31 0
Control B 144 0 104 5
1% A 3 19 35 34
1% B 19 0 14 4
1% C 6 0 1 13
1% D 4 2 13 12
2% A 0 0 0 0
2% B 0 0 0 0
2% C 0 0 0 0
2% D 0 0 0 0

Tabla (4): Tabla de neonatos respecto a la concentracion y al tiempo.

Como podemos ver en la tabla (4) y la grafica (9) la reproduccién se vio afectada en la
concentracion de 1% respecto al control, debido a que tras los primeros 14 dias el
incremento en el nimero de neonatos se redujo respecto al nacimiento en la segunda
semana del ensayo. Por lo que podemos concluir, que con la concentracion del 1% de

alpechin ralentiza el incremento en la cria de neonatos respecto a la cria en el patrén.

En cambio, en la concentracion de 2% la reproduccion se vio gravemente afectada ya
gue en la segunda semana apenas hubo nuevos neonatos y en la Gltima semana la tasa de
reproduccion fue 0%. Respecto al patron podemos afirmar que la concentracion de alpechin

al 2% casi elimina por completo la reproduccion de las daphnias.
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Durante el transcurso del ensayo pudimos apreciar como en la réplica de 1% de
alpechin al final del ensayo solo quedaron 3 hembras de gran tamafio la cuales como
podemos observar en la tabla (4) en los ultimos dias del ensayo, solo entre ellas tuvieron
entre los dias 20 y 21 unos 35 y 34 neonatos por dias respectivamente. Esto nos indica una
fuerte variabilidad genética que nos indica la presencia de individuos que desarrollan o que
ya poseen una resistencia a esa concentracion que les permite reproducirse, en cambio en
las réplicas del 2% no se detectd ningun individuo que presentara algun tipo de resistencia a

esa cantidad de concentracion.

5.3.1. Tabla de supervivencia en el ensayo de reproduccion

En el ensayo de reproduccion se obtuvieron resultados de la supervivencia de las 10
daphnias iniciales cada vez que se hacia un recuento/extraccion de los neonatos, con el fin
de saber cémo influian las diluciones de alpechin en la mortalidad de la daphnias ademas

de en la reproduccion. Estos datos se muestran en la tabla (5).
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Concentracion| 7 Dias 10 Dias 13 Dias 14 Dias
Control A 10 10 10 10
Control B 10 10 10 10

1% A 10 10 10 9
1% B 10 10 10 10
1% C 10 10 10 9
1% D 10 10 10 10
2% A 9 9 5 5
2% B 10 10 10 5
2% C 9 9 9 4
2% D 7 7 7 5
16 Dias 17 Dias 20 Dias 21 Dias
Control A 10 10 10 10
Control B 10 10 10 10
1% A 4 3 3 3
1% B 6 6 6
1% C 5 5 5 5
1% D 10 10 9 9
2% A 3 3 3 2
2% B 5 5 4 2
2% C 2 2 2 2
2% D 1 1 0 0

Tabla 5: Supervivencia de las daphnias iniciales en el ensayo de reproduccion.

La tabla de supervivencia en el ensayo de reproduccibn nos muestra como las
diluciones de alpechin ademas de afectar a la reproduccion también afecta a la mortalidad
de las daphnias reduciendo progresivamente el nimero de individuos presentes por réplica

a medida que aumenta la dosis y el tiempo que dura el ensayo.

El 100% de las daphnias que constituian el control sobrevivieron todo el transcurso del
ensayo, en cambio, en las réplicas del 1% la media de supervivencia es de 5,75 individuos y
en las réplicas de 2% de concentracion de alpechin la media de individuos es de 1,5

individuos por réplica.
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5.3.2. Mortalidad en el ensayo de reproduccion

En el siguiente conjunto de graficas (7) se muestra la mortalidad de las daphnias en
los diferentes muestreos durante el ensayo de reproduccién que tuvo una duraciéon de 21
dias. Cada linea representa una réplica, salvo en la grafica del control que al tener los

mismos valores de supervivencia las lineas se solapan.
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Grafica (7): representacién de la mortalidad en las distintas réplicas del ensayo de

reproduccion.
En la primera grafica esta asociada a los dos controles, en los cuales no se produjo
ninguna muerte.

En la segunda gréafica se muestra las cuatro réplicas, las cuales corresponden a las
diluciones de 1% de concentracion de alpechin. En esta segunda gréfica se puede observar

como a partir de la segunda semana comienza a disminuir el nimero de individuos en tres
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de las cuatro réplicas, llegando al final del ensayo con una media de supervivientes de 5,75

individuos.

Respecto a la tercera y ultima gréfica, correspondiente a las réplicas que tienen una
diluciéon de 2%. Se puede observar como la mortalidad también aparece en el comienzo de
la segunda semana, pero la pendiente es mucho mas pronunciada que en la dilucion del
1%. Esto nos muestra una mortalidad mucho mayor hasta el punto de tener una media al

concluir el ensayo de 1,5 individuos por réplica.

5.3.3.  Gréfico de dosis-respuesta

Fraccion de individuos supervivientes al final del ensayo en funcién de la
concentracion del contaminante. Las lineas verticales representan intervalos de confianza

binomiales del 95%.
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Grafica (8): intervalos de confianza del 95% en los individuos supervivientes respecto

a la concentracion.
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5.3.4. Descendencia acumulada

En el siguiente conjunto de graficas (9) se muestra la descendencia acumulada de
cada réplica en el ensayo de reproduccion, en el que expusimos a 10 daphnias a las
diluciones de 1% y 2% de alpechin, para conocer su efecto a la hora de tener nueva
descendencia.
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Grafica (9): Descendencia acumulada en un periodo de 21 dias.

Como se puede observar tanto en la grafica (9) como en la tabla (4) el control A tiene
un incremento en el nimero de individuos mas lento pero constante en cambio en el control

B el aumento de neonatos es mucho mas rapida y constante.

Por otro lado, en la segunda grafica se encuentran las 4 réplicas las cuales
corresponden a las de 1% de alpechin. En el conjunto de ellas se percibe una disminucion

del nimero de descendencia, pero donde podemos observar el verdadero efecto tdxico del
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alpechin sobre la reproduccion es a partir de la segunda semana donde se produce una

ralentizacion del incremento de los nuevos neonatos.

Si analizamos en conjunto las gréficas del control y la de 1% de alpechin podemos
observar que la descendencia en el control crece constantemente de una semana a otra. En
cambio, en las réplicas del 1% la pendiente se suaviza lo que nos indica que la mayor parte
de la descendencia se origin6 al comienzo del ensayo y posteriormente el alpechin afect6 en
la reproduccién y en la mortalidad de las daphnias.

Por ultimo, en la tercera grafica correspondiente a las diluciones de 2% de alpechin,
los efectos sobre la descendencia de nuevos neonatos afecté desde el inicio del ensayo.
Donde tanto en la grafica (9) como en la tabla (4) se observa con claridad que las daphnias
gue componian estas réplicas apenas tuvieron descendencia y tuvieron una mortalidad
mucho mayor y en estadios mas tempranos que en otras réplicas con un valor de

concentracion mas bajo.

5.3.5. Calculo estadistico

En la siguiente tabla se muestra la cantidad de neonatos por hembra al final del

ensayo, entre los 14 dias donde hubo nueva descendencia de neonatos.

Tabla (6): Neonatos por hembras entre 14 dias de puesta.

Estos resultados al no tener una distribucién normal se realiz6 un analisis de Kruskal-
Wallis donde nos da un p= 0,03638. Al tener una p con un valor muy pequefio nos indica
gue existen diferencias significativas, por tanto, para conocer donde se encuentran estas
diferencias se realiz6 el test de MANN-Whitney que nos proporcioné la siguiente tabla (7).
Donde podemos apreciar que el grupo c el cual corresponde al 2% difiere de los grupos de
los datos del control(A) y de B (1%).
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A B C
A 0817 0,1052
B 0817 0,03038
C 01052 0,03038

Tabla (7): Modelo de MANN-Whitney

5.3.6. Gréfico de respuesta a la dosis

Tasa de reproduccion (en crias por dia) al final del ensayo en funcién de la
concentracion del contaminante. Las lineas verticales representan intervalos de confianza

del 95% para la tasa estimada.
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Grafica (10): intervalos de confianza del 95% en los puntos de muestreo de la

reproduccion respecto a la concentracion.
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6. DISCUSION

Las aguas residuales de las almazaras representan una seria amenaza sobre la salud

de las aguas continentales de muchos paises del Mediterraneo.

La hipotesis inicial de un efecto toxico de las aguas residuales de las almazaras de
aceite (alpechin), la hemos corroborado con los resultados obtenidos tanto en el estudio de

supervivencia como en el de reproduccion.

En primer lugar, respecto al ensayo de supervivencia, nuestro calculo de la DL50
(dosis letal al 50% tras 48 horas de exposicion) es de una dilucidn de alpechin al 4.74% con
un intervalo de confianza del 95%. Esto quiere decir que en un periodo de 48 horas a una
concentracion de 4,74% y con escasez o ausencia de alimento, el 50% de los individuos de

una poblacion morira.

En estudios como el de Justino et al. (2012), el cual realiz6 un ensayo de
supervivencia sobre D. logispina. una especie distinta a la D. magna que nosotros hemos
utilizado, pero con unas caracteristicas ecotoxicoldgicas muy similares, obtiene un resultado

de un DL50 del 3% de dilucién para un tiempo de exposicion de 48 horas.

En otros estudios como el de Paixao et al. (1999) también se estudio la letalidad de las
aguas residuales de almazaras y en su caso utilizd6 dos especies bioindicadoras,

Thamnocephalus platyurus y D. magna.

Otro ejemplo de estudio sobre la letalidad de aguas residuales de almazara, es el que
redactaron Haouache y Bouchaleta (2016), en el que aplican diferentes diluciones del agua
problema al bioindicador Gammarus gauthieri para probar el efecto de diferentes
concentraciones que iban desde 1 a 16 ml de agua problema / 250ml de agua de lago.

Obteniendo unos resultados de TL99 en un rango de 0,99 a 1,71 dias.

Los resultados de estos estudios se asemejan a los que nosotros hemos obtenido
debido a que presentd un rango de valores de dilucién similar para la DL50. En el caso de
Thamnocephalus platyurus su rango es de 0,16 a 1,24% y en el caso de la D. magna el

rango que atribuye a esta especie es de 1,08 a 6,03% de alpechin.

Segun el estudio de Smeti et al. (2019), se demuestra que la contaminacién por aguas
residuales de almazara provoca cambios significativos en macroinvertebrados y diatomeas,
siendo estos efectos mas pronunciados cuanto menor es la dilucion del contaminante
proveniente de las almazaras. Smeti et al. (2019) indica una tasa mayor de teratologias de
diatomeas cuando el agua problema no tiene un alto grado de dilucion. Estos efectos
subletales coinciden con nuestros resultados en el ensayo de reproduccion donde

observamos una disminucion o retraso en la puesta.
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Continuando con los resultados y estudios del ensayo de reproduccion es conveniente
indicar que las diferentes sustancias quimicas, como pueden ser las aguas residuales de
almazaras o residuos de la vida cotidiana como los detergentes, pueden inducir estrés en
los organismos acuéticos, segun exponen en su estudio Newman y Unger (2003). Estas
condiciones anémalas ejercen diversos efectos adversos sobre la biota acuatica, como las
daphnias, provocandoles cambios en el crecimiento como se indica en el trabajo de Hosmer,
Warren y Ward (1998) ademas de una alteracion en el comportamiento reproductivo y la
cantidad de progenie que generen como se indica en el estudio de Fava y Crotti (1979).

En el estudio de Haouache y Bouchaleta (2016), ademas de un estudio de
supervivencia como ya he mencionado anteriormente, también realizO un ensayo para
conocer los efectos de las aguas residuales de almazara sobre la reproduccion de
G.gauthieri, aplicandoles una concentracion de 0,25ml / 250 ml de agua de lago, obteniendo
como resultado un efecto estimulante sobre la reproduccién de individuos de G.gauthieri
durante los dos primeros dias, pero en los dias posteriores, la tasa de reproduccién empezo
a disminuir hasta llegar a cero, al igual que ocurrié en nuestro ensayo de reproduccién con

la dilucion del 2% que redujo la tasa de natalidad a 0%.

En el ensayo de reproduccion, los efectos adversos de las aguas residuales de
almazaras sobre D.magna se reflejaron en una disminucién en la generaciéon de neonatos
respecto al control. Esta disminucién fue casi una pérdida total en el caso de las réplicas del
2% y en las réplicas del 1%, la disminucion de neonatos no fue tan brusca, pero si se pudo
observar una ralentizacion en la generacion de individuos en las 2 Gltimas semanas del
ensayo, representandose graficamente con una menor pendiente en la gréfica de neonatos
acumulados. La excepcién presente en la primera réplica de 1%, creemos que es debido a
una mayor resistencia, que podria estar relacionada con la variabilidad genética que hacia
gue las tres supervivientes del ensayo de la réplica 1%A tuviesen en los ultimos dos dias 35
y 34 neonatos, esto nos indica que estos tres individuos presentaban una resistencia a esa
dilucion que les permitia seguir generando neonatos. Esta variabilidad genética presente en
el zooplankton ha sido estudiada en multitud de ensayos como el de Barata, Markich, Baird,
Taylor y Soares (2002) en el cual se muestra los diferentes tipos de interacciones de las
D.magna cuando entran en contacto con los elementos del zinc y el cadmio, presentado

variabilidad de respuesta e interacciones dependiendo del genatipo.

Los posibles errores en el procedimiento experimental presentes en esta réplica fueron
descartados debido a que a que las concentraciones de las 4 réplicas se hacian
conjuntamente y se realizaron tres cambios de medio durante los 21 dias que duraba el

ensayo.
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Respecto a los resultados de la cantidad de polifenoles totales presentes en las aguas
residuales de las almazaras, en nuestro experimento realizado a partir del método de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965), obtuvimos una cantidad de polifenoles totales medido
en Galico equivalente de 22,674 (g/L), lo que supone un elevado contenido en polifenoles
totales pero coincide en el rango de valores como se muestran en estudios como son el de
Babic et al. (2019) en el cual miden entre otros parametros fisico-quimicos la cantidad de
polifenoles totales medidos de la misma forma que en nuestro ensayo a partir de galico
equivalente. En este estudio el valor del alpechin es de 9.22 + 0.17 (g/L). En articulos como
el de Fiorentino et al. (2003), la cantidad de polifenoles presentes en el alpechin baja hasta
un 1,2 g/L, la cual se puede deber al método utilizado de andlisis o bien como indica Duran
et al. (1991) en su estudio, que afirma que la cantidad de polifenoles en las aguas residuales
depende en gran medida en el tipo de sistema que se utilice en la extraccion de aceite
debido a que en el sistema continuo se le afiade agua que va directa al alpechin

produciendo una variacion en la concentracion de los polifenoles en el alpechin.

Para concluir, en el ensayo de Haouache y Bouchaleta (2016) detallan que las
técnicas para el tratamiento de las aguas residuales que provienen de la fabricacion del
aceite no eliminan el poder contaminante de las aguas mientras que otras técnicas tienen un
elevado coste 0 generan efectos secundarios ademas de procesos posteriores. En este
articulo se propone como solucién el aprovechamiento de estas aguas para la produccion de
biocombustible y compost. En cambio, en el estudio de Aggelis et al. (2003) se propone un
tratamiento a través de Pleurotus ostreatus cultivados en biorreactores, el cual provoca una
eliminacion significativa de fenoles. Los resultados de este ensayo demostraron una
significativa disminucion de la toxicidad de las aguas sobre las semillas de Lepidium sativum
después del biotratamiento. Por el contrario, la toxicidad de las aguas residuales de
almazara sobre la D.magna de agua dulce no se vio afectada por el tratamiento, llegando a
la conclusion de que el tratamiento a partir de Pleurotus ostreatus es capaz de reducir el
contenido fendlico pero se debe de usar fuertes diluciones para poder usarlas en el medio

ambiente.

En la actualidad se siguen produciendo vertidos de alpechin en los ecosistemas
acuaticos de nuestra comunidad, lo que constituye un riesgo para la biota acuatica, tal y
como han demostrado los resultados de este estudio, por lo que mejores medidas de control
de la legislacion vigente y un incremento de las sanciones por delito ambiental seria
deseable para reducir los episodios que cada afio se suceden. A modo de ejemplo,

recopilamos algunas de las noticias emitidas por los medios de comunicacion.
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Nuevos vertidos de alpechin en el rio
Guadaira

Coincidiendo con las lluvias, se repiten estos incidentes por segunda vez en
menos de un mes

ELCORREO/ ALCALA DE GUADAIRA / 21 DIC 2019/ 1430 1 - ACTUALIZADC: 21 DIC 2019/ 14:37 H

10oes )

17/ TR L [P

O 0 @ Nuevos vertidos de alpechin han vuelto a aparecer en el rio
Guadaira este sabado sabado, que coincidiendo con las lluvias
e se repiten estos incidentes por segunda vez en menos de
un mes.

Desde el grupo municipal Andalucia Por 8i han denunciado los
hechos en redes sociales. El alpechin es un liquido oscuro, de
color negro, que se compone de una mezcla del agua que
es usada para lavar las aceitunas y del agua que las
propias aceitunas tienen. Aprovechando las lluvias de los
ultimos dias, alguna persona ha vertido este tipo de liquido
contaminante para el rio. Ademas del mal olor que desprende, el
alpechin también genera una gran cantidad de espuma tal y como
se aprecia en el video.

Noticia emitida el dia 21 de diciembre de 2019 por el Diario ElI correo.
(https://elcorreoweb.es/provincia/nuevos-vertidos-de-alpechin-en-el-rio-guadaira-
LA6156836).
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-2
== NOTICIAS TELEVISION RADIO ATVA -c- Canalsul' EN DIRECTO P ALACARTA v Q
S h TELEVISION

Denuncian vertidos industriales y
de alpechin en el rio Genil

u 22 enero 2019
a5 aguas del rio Genil bajan estes dias de color negro, con espuma y con
mal olor. Son los efectos de los vertides industriales y de alpechin que
tantos municipios sufren en cada campafa de l2 aceituna. El Ayuntamiento

de Puente Genil ha emitido una queja a la Confederacién hidrografica del
Guadazlquivir pidiendo mayor control y desembalses para aumentar el
caudal y miniminzar la contaminacion de las aguas. Ademas, responsabiliza
a empresas cleicolas de Sevilla de verter parte de sus residucs al rio Yeguas,
que acaba desembocando en el Genil.

Noticia emitida el dia 22 de enero de 2019 por Canal
(https://www.canalsur.es/noticias/andaluc%C3%ADa/cordoba/denuncian-vertidos-

industriales-y-de-alpechin-en-el-rio-genil/1382852.html).

Sur
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MEDIO AMBIENTE

Investigan un vertido incontrolado en el
Guadalquivir a su paso por Palma del Rio

El Ayuntamiento ha trasladado denuncia a la Confederacion Hidrografica, y esta a la Guardia Civil

Aspecto del Guadalquivir a su paso por Palma del Rio, donde ayer se detectd un vertido en fas aguas del
rio. - PEPE CASTILLEJO

‘ Elisa Manzano m - oc @
30/11/2020

La delegacién de Medio Ambiente del Ayuntamiento palmefio ha comunicado a la
Confederacion Hidrografica del Cuadalquivir y a la Guardia Civil, a su vez al Seprona
(Servicio de Proteccion de la Naturaleza del instituto armado), el paso de un vertido
incontrolado en el cauce del rio Guadalquivir.

La mancha que flotaba sobre la ldmina de agua apareci6 ayer domingo, algunos
vecinos lo notificaron a lo largo de la tarde, y a primera hora de la manana de hoy,
quedaban algunos restos, segtin ha informado el Ayuntamiento a este periddico.

El concejal de Medio Ambiente, Fran Corral, indica que se estd investigando de qué
se trata, que desde la delegacién se ha notificado a Confederacion y que se han
puesto en contacto con la Guardia Civil. Precisa que no conocen de que vertido se
trata, aunque algunas fuentes vecinales apuntan que “parece alpechin”. En

A

Noticia emitida el dia 30 de noviembre de 2020 por el Diario de Cordoba

cualquier caso, de momento no hay confirmacién oficial.

(https://www.diariocordoba.com/noticias/cordobaprovincia/investiga-vertido-incontrolado-
guadalquivir_1399773.html).
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CONCLUSIONES

La hipétesis inicial la cual afirmaba que la presencia de alpechin en el medio natural
afectaria de forma letal y sub-letal a las daphnias, se ha podido confirmar debido a
los resultados de los ensayos de supervivencia y reproduccion.

El porcentaje de dilucién que se atribuye a la DL50 es de 4.74 con un intervalo de
confianza entre el rango de valores [4.14; 5.23].

La reproduccién se vio muy afectada a una dilucion al 2% de alpechin llegando a casi

inhibirla por completo.

La reproduccién a la dilucién de 1% de alpechin se vio afectada, pero, en menor
medida, también se observé una disminucion de las puestas a partir de la segunda

semana.

Con los datos registrados podemos intuir que dentro de la poblacion experimental de
D. Magna utilizada, existen algunos individuos que presentan una mayor resistencia
cuando son expuestos a la dilucion de 1% y mantenian su capacidad de puesta

durante todo el ensayo.

Los tratamientos a partir de Pleurotus ostreatus son capaces de reducir la cantidad
de fenoles, pero para el uso de las aguas residuales de almazaras en el medio

ambiente necesita una fuerte dilucién, lo que conlleva un elevado gasto de agua.
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9. RESUMEN DE LAS ASIGNATURAS CURSADAS EN EL MASTER

Técnicas geomaéticas aplicadas al medio natural (GIS, teledeteccion y cartografia
geoambiental)

Aprendizaje y uso de los Sistemas de Informacion Geogréfica (SIG) relacionados con
la gestion de recursos naturales. Incluye estudio sobre:

Técnicas geomaticas de captura de datos; georreferenciacion; andlisis de imagenes;
desarrollo de modelos digitales del terreno y de superficies. Ademas de utilizar los SIGs para
las cartografias geoambientales, destacando en importancia el uso de programas
informaticos como son QGIS y ArcGIS.

Recursos hidricos y ecosistemas acuaticos

Los conocimientos principales que hemos adquirido con esta asignatura han sido
cdmo realizar un balance hidrico, caracteristicas de aguas, técnicas para su analisis, la
problematica que se puede provocar en estos sistemas, planes de restauracion.Gestion
hidrogeoldgica de acuiferos kéarsticos, detriticos y humedales, en base a un manejo
sostenible. Uso de indicadores fisico-quimicos de la calidad de las aguas subterraneas;
principios generales de sostenibilidad en los ecosistemas acuaticos, y su problematica
ambiental y alteraciones, en general la gestidén de ecosistemas acuéticos.Se han trabajado
términos como puede ser la dindmica, estructura, gestion, problematica y sostenibilidad de

los recursos hidricos y ecosistemas acuaticos son los puntos a tratar.
Métodos avanzados de anélisis de datos ambientales

En esta asignatura consiste en el analisis estadistico avanzado de datos ambientales
autilizando varias herramientas como Rstudio, Spss, Past, RapidMiner y Surfer, con la
finalidad de interpretar y manejar resultados de este tipo. Se analizan aspectos
fundamentales para desarrollar un buen disefio experimental, ademas de una introduccioén a

la estadistica multivariante.

Caracterizacion de los componentes fisicos del habitat

Esta asignatura aporta una introduccion de las diferentes técnicas, el material y la
interpretacion de resultados de técnicas espectroscopicas, andlisis geoquimico de muestreo

total, la caracterizacion de la materia organica y técnicas de microscopia electronica.
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Conservacion y restauracion de sistemas terrestres

En esta asignatura, se estudia diferentes estrategias y medidas existentes para reducir
los principales impactos, asi como en el conocimiento de la explotacién sostenible de los
distintos recursos de caracter geoldgico Por otra parte, se han estudiado las distintas
morfologias y procesos que presenta el terreno; tipos de erosion, generacion de carcavas,
métodos para estabilizacion de taludes, estudio de la conservacion de laderas, y posible
restauracion de las mismas, asi como, en las medidas para evitar la desertificacion y

pérdidas de suelo.

Caracterizacion de elementos biéticos del habitat

Esta asignatura, contiene un analisis de las formas de muestreo, medida y estimacion
de poblaciones, desde el punto de vista vegetal como el punto de vista animal. Aporta
informacion basica de los ecosistemas terrestres, como la clasificacion de la vegetacion,

algunas técnicas de gestion, cartografia y leyes (RED NATURA 2000 y Directiva Habitat.

Modelizacion de la distribucion potencial de especies y habitats

Se abordaron conocimientos teéricos y practicos basicos sobre conocimientos de
dindmica de las especies y la creacion e interpretacion de modelos geograficos de
distribucién de las especies a partir de programas informaticos de tipo estadistico (Rstudio)
en combinacién con programas de tipo SIG (ArcGIS). Se utilizaron distintos softwares (GBIF
y R Studio), a través de los cuales se generaron distintos modelos de distribucién; DOMAIN,
GLM, Mahalanobis, Bioclim, CART y MaxEnt), que se utilizaron para presentar nuestro

trabajo de forma cartogréfica.
Explotacién sostenible de suelos y agroecosistemas

En esta materia se trabajé para saber identificar un agrosistema y los sintomas que
tienen debido a la sobreexplotacion y formas de mejorar sosteniblemente los agrosistemas,
analizar los suelos que permiten identificar el mejor tipo de cultivo en ese suelo e identificar

las necesidades o problemas presentes en la zona.

Geomorfologia fluvial y andlisis de inundaciones

Mediante la docencia de esta asignatura, se estudio la dindmica fluvial en su conjunto.

El estudio consistio en el aprendizaje de: la morfodinamica, la sedimentologia y la
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geomorfologia fluvial, ademas de los diferentes fundamentos y procesos relacionados con
los cauces e inundaciones.

Durante las clases practicas y con la utilizacion del software Iber, trabajamos con
diferentes modelos, elaborando andlisis estadisticos de inundaciones y simulaciones para la
prevencion de inundaciones con el objetivo de establecer medidas preventivas contra la

catastrofe natural.

Invasiones bioldgicas

En esta asignatura se estudia a las especies exéticas invasoras, una de las amenazas
de la biodiversidad. Se estudiaron las especies invasoras que alberga el Catalogo Nacional
de Especies Invasoras, situacion actual, problematica y medidas de control y erradicacion.
En el apartado de flora, se hace enfoca en las causas, control y el catadlogo de especies

amenazadas.

Técnicas de conservacion de flora amenazada

En esta asignatura se trabaja la familiarizacion con las especies vegetales de los
principales ecosistemas ademas de sus principales riesgos y con aquellas especies
consideradas como amenazadas o en riesgo, incluye conocimientos sobre la gestion
sostenible de estas especies y la mejor forma de conservacion dependiendo del tipo de

especie.

Técnicas de conservacion de fauna amenazada

El objetivo de esta asignatura es conocer las amenazas reales y potenciales que
pueden afectar a los diferentes grupos de animales que se encuentren en peligro de
extincién, asi como las amenazas especificas de cada especie, saber cdmo erradicar o
resolver las consecuencias de las amenazas, con el fin de proteger o aumentar el nimero

de individuos de la especie la cual se encuentre en peligro de extincién.
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FORMACION ACADEMICA

GRADQO: Ciencias Ambientales

CENTRO: Facultad de Ciencias Experimentales-Universidad de Jaén
FECHA OBTENCION: 27-11-2019

NOTA MEDIA EXPEDIENTE: 6,11

ACTIVIDADES ANTERIORES DE CARACTER CIENTIFICO O PROFESIONAL

. Posicion: Becas icaro
Institucion: Laboratorio DJ Torredonjimeno
Curso: 2018/2019

CONGRESOS

. Conferérecias de Outono dos Cursos de Arquitetura paisagista e Ecologia e
Ambiente de 2017. En la universidad de Evora.
2/11/17

ESTANCIAS EN OTROS CENTROS DE FORMACION

. Estancia de 6 meses de duracion en la universidad de Evora (Portugal)
BECAS

. Beca giel ministerio en el curso 2016/2017, 2017/2018, 2018/2019, 2019/2020
. Beca Icaro en 2018/2019

. Beca Erasmus

FORMACION COMPLEMANTARIA

. CURSO EN SISTEMAS DE INFORMACION GEOGRAFICA: ANALISIS
TERRITORIAL CON QGIS

Organizado por la Spin-Off de la UGR GIS4tech, con una duracién de 50 horas (12 horas
presenciales, 12 horas online y 26 horas de trabajo autbnomo) y realizado en Granada entre

Marzo y Mayo de 2020
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. CURSO EN CONSTRUCCION Y FABRICACION SOSTENIBLE. ANALISIS DE
CICLO DE VIDA

. ACREDITACION DE NIVEL DE INGLES: A través de Aptis nivel B2

. PROGRAMA DE SMALL WORLD INITIATIVE

Para el descubrimiento de nuevas cepas microbianas productoras de antibidticos y la
difusion del uso racional de antimicrobianos.
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