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|. OBJETO Y SINTESIS







El compostaje, como tecnologia para el tratamiento y la valorizacion de
residuos organicos, tiene gran interés debido a su potencial para degradar y
estabilizar el contenido en materia organica (MO) de los residuos que pueden
ser utilizados en agricultura como enmiendas organicas.

En la actualidad, la aplicacién de compost al suelo puede tener un valor
afadido como estrategia para reducir la concentracion de CO, atmosférico
mediante la estabilizacién de carbono organico en el suelo. Con este fin, son de
especial interés los residuos ricos en lignocelulosa, cuyo compostaje dara lugar
a un material altamente humificado que minimiza la posterior degradacién del
carbono a CO, y favorece la incorporacién de la MO del compost al suelo. Asi
podra permanecer durante largos periodos de tiempo representando un
importante depdsito de carbono. Esta estrategia es de especial interés en las
zonas de clima mediterraneo y semiérido donde los suelos agricolas sufren
ademas graves problemas degradativos debido a las pérdidas de carbono
organico.

El alperujo, residuo procedente de la extraccion del aceite de oliva, tiene
un alto contenido en lignocelulosa y compuestos fendlicos, caracteristicas que
favorecen la obtencion de compost con un alto grado de madurez y estabilidad
y que hacen que tenga una gran resistencia a la degradacion. Por lo tanto, el
uso de este residuo como fuente de carbono, tras su compostaje, tiene
importantes implicaciones en la inmovilizacion de carbono orgénico en el suelo.

Sin embargo, los beneficios netos del compostaje de residuos organicos
sobre el secuestro de carbono pueden verse contrarrestados por las emisiones
de gases de efecto invernadero (GEI) con efectos potenciales negativos sobre

el medio ambiente, tales como son el N,O y el CH,.

El objetivo global del presente trabajo es evaluar el impacto ambiental
del compostaje de alperujo mediante el estudio de las emisiones de GEI
generados durante el proceso y del potencial del compost obtenido para la

inmovilizaciéon de carbono en suelos enmendados.

Asi pues, los objetivos parciales de la presente memoria han sido:



» Determinar el efecto de la composicién quimica de la mezcla inicial de
residuos sobre la velocidad de descomposicion de la MO (duracién del

proceso) en el compostaje de alperujo.

e Cuantificar la concentracion de los gases CO;,, CH; y N,O generados
durante el compostaje de alperujo para valorar el efecto de la
composicion inicial de las pilas y de la fuente de nitrégeno sobre la

magnitud de las emisiones.

» Evaluar la influencia de la composicion y del grado de estabilizacion de
las mezclas de compost en la estabilizacion de carbono organico en

suelos enmendados, simulando condiciones ambientales normales.

e Cuantificar la cantidad de carbono procedente de las enmiendas de
compost de alperujo que puede quedar estabilizado entre las diferentes
fracciones de carbono humico del suelo, bajo condiciones Optimas para

la mineralizacion.

Para conseguir estos objetivos, se estudié la evolucion de cinco pilas
elaboradas a escala industrial empleando distintas proporciones de alperujo,
diferentes agentes estructurantes y fuentes de nitrdgeno. El sistema de
ventilacion empleado fue el de pila mévil. Las muestras de los gases CO,, CH4
y N2O se recogieron en la cima de las pilas mediante un sistema de camara
cerrada. Por ultimo se realizaron ensayos con suelos enmendados con las
mezclas de compost de alperujo para el estudio de las dindmicas de

mineralizacion y humificacion.

Los resultados muestran que el uso de compost de alperujo como
enmendante organico resulta eficaz en la estrategia de estabilizar carbono en
el suelo a largo plazo. Hay un beneficio neto al final del proceso dada la
resistencia del material a la degradacion durante su compostaje y la baja
mineralizacién de carbono tras su aplicacion al suelo. A esto se suma el escaso
impacto ambiental de su compostaje controlado, evaluado por la baja emisién
de CHq4 y N.O.



II. INTRODUCCION







I1.1. Produccién de aceite de oliva.

La produccién mundial de aceite de oliva supera en la actualidad los 2,8
millones de toneladas (FAOSTAT, 2010). Los principales productores son los
paises mediterraneos del sur de Europa y del este y norte de Africa donde se
cultiva el olivo (Olea europaea L.) desde hace miles de afios. La tabla Il.1
muestra, para los principales paises oleicolas, la evolucion de la produccién
entre las campafnas 1991/92 y 2009/10 mediante las medias anuales de los
periodos indicados. La Union Europea encabeza la produccion (77%), siendo
Espafia el mayor productor de Europa (55%), seguida de Italia (27%), Grecia
(15%) y Portugal (2,4%). Francia y Chipre son los siguientes, con una
produccion un orden de magnitud menor que la de Portugal. El resto de la
produccion mundial se reparte principalmente entre Africa (12,5%), Asia
(10,5%) y América (0,9%), (FAOSTAT, 2010).

En Espafa, la produccion de aceite de oliva ha ido aumentando
considerablemente en cada campafia. En la tabla II.2 se puede apreciar la
variacion de superficies de olivar por Comunidades Autbnomas en los afios
1991, 2001 y 2011. Asi mismo, la tabla II.2 también muestra la evolucién de las
producciones de aceite de oliva en las diferentes Comunidades Autbnomas
mediante las medias anuales de los periodos indicados entre 1991/92 y
2010/11 (MAGRAMA, 1991 a 2011). Se puede apreciar como la produccion de
Espafia estd muy condicionada por la aportacion de Andalucia, Comunidad
donde, con el 62% de la superficie y el 82% de la produccidn, ésta aumenta de
forma constante a razon de 15.800 t/afio (Civantos, 2004). La provincia de Jaén
es la principal productora (49%) y donde se concentra el 40% de la superficie
total destinada al olivar en Espafia. En la Region de Murcia existen en la
actualidad 22.915 hectareas de olivar dedicadas a la producciéon de aceite de
oliva y 47 almazaras en las que se han producido mas de 7.500 toneladas de
aceite de oliva en 2011 (CARM, 2011).



Tabla 1.1 Produccion mundial de aceite de oliva. Media anual del periodo en miles de
toneladas.

Produccién anual media

Paises
1991/95 1996/00 2001/05 2006/10
UNION EUROPEA 1.497 1.896 2.148 2.185
Espafia 526 907 1.104 1.221
Italia 580 547 643 557
Grecia 343 397 353 338
Portugal 38 37 37 57
Francia 2 3 4 5
Chipre 2 2 3 2
Otros 5 3 4 5
Croacia 3 3 4 3
AFRICA 218 288 255 313
Tlnez 145 184 144 162
Marruecos 43 59 58 97
Argelia 23 38 33 35
Libia 7 7 10 13
ASIA 171 299 311 364
Siria 77 119 144 174
Turquia 74 132 113 137
Jordania 11 19 21 18
AMERICA DEL SUR 12 10 14 25
Argentina 11 9 13 21
AMERICA DEL NORTE Y CENTRAL 1 2 2 4
EE.UU. 1 1 1 2
OCEANIA * * 1 4
Australia * * 1 4
TOTAL MUNDIAL 1.899 2.494 2.732 2.894
* Menos de 500 T. Elaborado con datos de FAOSTAT; ultimo acceso, Noviembre

2012.

I1.2. Probleméatica ambiental de la industria oleico  la.

2.1 Sistemas de extraccion del aceite de oliva y principales residuos

generados.

La extraccion del aceite de oliva genera un importante impacto ambiental
como consecuencia de la gestiébn inadecuada de los residuos generados
durante el proceso. El objetivo de la industria oleicola es el de separar, de la



Tabla 1.2 Superficie de olivar y produccion de aceite de oliva en Espafia por Comunidades

Autonomas.
Superficies de olivar (miles Produccion de aceite de oliva
Comunidades de hectareas) (miles de toneladas)
Auténomas Afios Campafias

1991 2001 2011 1991/95 1996/00 2001/05 2006/11
Andalucia 1.279 1.455 1.529 470 795 904 1.012
Castilla-La
Mancha 275 311 349 38 65 72 83
Extremadura 251 252 264 23 35 43 49
Cataluia 113 128 118 22 32 30 34
C. Valenciana 95 97 93 15 21 24 25
Aragén 50 57 a7 6 10 12 10
R. Murcia 16 21 23 3 5 6 7
Madrid 22 22 24 2 3 4 3
Castilla y Leén 12 8 8 2 1 1 *
Navarra 10 9 8 1 1 2 2
La Rioja 2 3 6 * * 1 3
Baleares 2 3 6 * * * 1
Pais Vasco * * * * * * *

* Menos de 500 t. ** Menos de 500 ha. Elaborado con datos de Anuarios de Estadistica
Agraria. MAGRAMA.

forma mas eficiente, el aceite de los demas componentes de la aceituna sin

alterar su composicion ni sus propiedades organolépticas.

La aceituna esta compuesta por la pulpa (mesocarpo) (70-90%), el
hueso (endocarpo) (9-27%) y la semilla (2-3%), encontrdndose los dos
constituyentes principales, agua (40-50%) y aceite (18-28%), concentrados en
la pulpa y la semilla (Beltran et al, 2004). Los pasos a seguir para la obtencion
del aceite de oliva son los de limpieza, molienda y batido de la aceituna, y
extraccion, siendo esta Ultima etapa la parte fundamental de la obtencién del
aceite (Cayuela, 2004). Hay dos sistemas de extraccion: el de prensado o
tradicional, practicamente en desuso, y el de centrifugacion, que puede ser de

tres y de dos fases (figura 11.1).

El impacto medioambiental de la extraccion del aceite de oliva por los
sistemas tradicional y de centrifugacion de tres fases es muy importante debido
a la gran cantidad de agua utilizada en el procesado de la oliva, que puede

llegar a cuadruplicar la cantidad de aceite producido (IMPEL, 2003). Ademas,



con el sistema de tres fases surge el inconveniente y la necesidad de tratar o
eliminar grandes cantidades de residuos liquidos (alpechines), caracterizados
por una elevada carga organica con valores altos de demanda quimica de
oxigeno (DQO) y demanda biolégica de oxigeno (DBO) (Fiestas Ros de
Ursinos y Borja Padilla, 1992) y una alta concentracibn de compuestos
fitotoxicos tales como fenoles y acidos grasos (Paredes et al., 1999). Por estos
motivos, el sistema de centrifugacion de dos fases es el que mas se ha
extendido en Espafa desde que se implantase a comienzos de los afios 90,
gracias al desarrollo tecnolégico en la industria oleicola dirigido hacia el ahorro
de agua durante el proceso de extraccion. Por medio de este sistema, que no
adiciona agua, se obtienen dos fases tras la centrifugacion de la masa de la
oliva batida: una liquida, el aceite, y una semisélida, el alperujo, constituido por
el agua de vegetacion y restos sélidos de la aceituna. La principal ventaja de
este sistema es que se elimina la produccién de alpechin, disminuyendo un
75% los vertidos de la almazara, aunque tiene lugar la aparicion de un nuevo

residuo con peculiares propiedades fisico-quimicas.

Sistema de tres fases

Olivas
(1000 kg)

il

Agua fria

Sistema de dos fases

Olivas
(1000 kg)

il

Agua fria

L[ linpiera ] S8 [ impeza |
(0.1-0.12 m3) ﬂ (0.1-0.12 md) ﬂ
| Molienda y batido | | Molienda y batido |
Agua . .
caliente Centrifugacion Orujo Centrifugacion Alperujo
—_— —_— —

(0.6-1.3 m3)| (decantador de tres fases) | (=550 kg)

U {

(decantador de dos fases) |(=800 kg)

Aaua de Lavado del aceite / Ipechf Agua de Agua
lavado Alpechin lavado . residual
—— recuperacion del aceite de =~ ——— — | Lavado del aceite =,

la fase liquida (F1-1.6md) (=0.2 m3)

1 i

Aceite de oliva
(=210 kg) (=200 kg)

Aceite de oliva

Figura Il.1 Esquema de los sistemas de extraccién de dos y tres fases. (Adaptado de
Alburquerque et al., 2004).

10



Por cada tonelada de olivas procesadas mediante el sistema de
centrifugacion de dos fases se obtienen 200 kg de aceite frente a 800 kg de
alperujo (Alburquergue et al., 2004). Esto implica que, tomando la produccién
de aceite de oliva en Espafa en la campafa 2010-11 (1.395.310 toneladas;
MAGRAMA, 2012) ese afio se produjeron so6lo en Espafia mas de 5,5 millones
de toneladas de este residuo. Ademas, hay que tener en cuenta que la
generacion de tal cantidad de alperujo no ocurre de forma gradual a lo largo del
afio sino en unos pocos meses, entre noviembre y marzo, lo que dificulta
enormemente su gestion. La figura I1.2 muestra la evolucion de la produccién
de alperujo en Espafa desde el afio 2006 hasta la actualidad. ElI impacto
medioambiental del alperujo es un problema al que se enfrentan en la
actualidad los productores de aceite de oliva del area Mediterranea y al que
tendran que hacerle frente nuevos productores como Australia, EE.UU y
Ameérica del Sur (tabla I1.1).

Produccién de alperujo
(millones de toneladas)
w
L

1991/95 1996/00 2001/05 2006/10 2010/11

Campafia

Figura I1.2 Evolucion de la produccion de alperujo en Espafia, basada en una estimacion a
partir de la produccién de aceite de oliva.

2.2 Propiedades fisico-quimicas del alperujo.
El alperujo esta caracterizado por un fuerte olor y una textura pastosa ya

gue contiene agua, la pulpa de la oliva y trozos de hueso. ElI mayor

inconveniente que presenta el alperujo para su aprovechamiento es su elevada
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humedad (55-75%), debido al agua de vegetacion de las aceitunas, y su
escasa porosidad, lo que hace que el material se compacte impidiendo la

aireacion y dificultando su transporte, manejo y almacenamiento.

Las propiedades fisico-quimicas del alperujo han sido estudiadas en
profundidad (Alburquerque et al., 2004; Cayuela et al., 2006). Se caracteriza
por tener un pH ligeramente acido y un contenido moderado de nutrientes,
siendo especialmente rico en potasio, lo cual es una caracteristica comun en
los residuos de almazara. El contenido en metales pesados es casi inexistente,
con valores inferiores a 1 mg kg * para Pb, Cd, Cr y Hg (Madején et al., 1998).
Los principales constituyentes de la fraccion organica son lignina, hemicelulosa
y celulosa. Contiene una importante proporcion de proteinas y carbohidratos
hidrosolubles aunque también posee un alto contenido en polifenoles, lipidos y
acidos organicos, compuestos fitotdxicos que inhiben el crecimiento
microbiano, la germinacion y el crecimiento de plantas, como sucede con el
alpechin y restos de las aguas del procesado (Linares et al., 2003; Riffaldi et
al., 1997; Saadi et al.,, 2007). La tabla 1.3 recoge las caracteristicas mas

habituales del alperujo.

Los fenoles presentes en el alperujo proceden de los sintetizados
originalmente por el olivo, donde actian como defensa frente a una amplia
variedad de patogenos (Bianco et al., 2006), y de los formados durante el
proceso de extraccion del aceite de oliva (Panelli et al.,, 1991). Numerosos
estudios han demostrado que estos compuestos son potentes antioxidantes y
que juegan un papel importante en las propiedades quimicas, organolépticas y
nutricionales del aceite de oliva y de las aceitunas de mesa (Saija y Uccella,
2000). Por su naturaleza anfifilica, la mayor parte de los compuestos fendlicos
(98% del total presente en el fruto) se quedan en la fase acuosa durante el
proceso de extraccion del aceite pasando a formar parte del residuo. Cuando el
residuo se almacena, los compuestos fendlicos tienden a polimerizarse debido
a su inestabilidad formando polimeros de alto peso molecular dificiles de
degradar. La complejidad de la fraccion fendlica en los residuos procedentes de

las almazaras ha sido objeto de estudio. En la figura 11.3 se muestra un
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Tabla 1.3 Principales caracteristicas del alperujo (adaptado de Roig et al., 2006).

Parametro Valor medio Rango tipico
Humedad (%) 64,1 55,6 — 74,5
pH 5,29 4,86 — 6,45
CE (dSm™) 3,89 0,88 — 4,76
MO (%) 93,5 86,0 — 97,6
C (%) 52,8 49,5 -60,0
C/IN 48,2 28,2-729
Grasas (%) 14,8 7,75 - 36,6
Lignina (%) 43,8 32,3-56,0
Hemicelulosa (%) 36,0 27,3-41,6
Celulosa (%) 18,6 14,0 -24,9
Fenoles (%) 1,22 0,06 — 2,36
Carbohidratos (%) 9,77 1,29 - 16,4
N+ (%) 1,14 0,7-1,84

P (%) 0,12 0,03-0,22
K (%) 2,00 0,8-3,0

" En extracto acuoso (1:10; p:V). CE: Conductividad eléctrica;
MO: materia organica; N1: Nitrogeno total.

resumen de los principales compuestos fendlicos encontrados en el alperujo.
Los compuestos fendlicos mas abundantes son tirosol e hidroxitirosol
(Fernandez-Bolafios et al., 2002). Lesage-Messen et al. (2001) compararon la
composicion de la fraccion fendlica en los residuos de almazara en funcion del
sistema de extraccion (sistemas de centrifugacion de tres y de dos fases)
concluyendo que los perfiles identificados por HPLC eran muy similares en
ambos residuos. Los principales fenoles detectados fueron tirosol e
hidroxitirosol, ademas de oleuropeina y los &cidos cafeico, ferdlico y p-
cumarico, que se encontraron en el alperujo en mayores concentraciones. En
menor cantidad se han encontrado también en el alperujo los acidos vanillico y
siringico (Ait Baddi et al., 2009).
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R1 R1
Rs
R2 R2
R1=OH R2=H R3=H tirosol R1=H R2=H acido cinamico
R{=OH R,=OH Rs=H hidroxitirosol Rs=OH Ro=H acido p-cumarico
Ri=OH R,=OH R3=OH 34-dihidroxifenilglicol Ri=OH Ry=OH  acido cafeico

R4=OH R,=0OCHj3; 4acido ferulico

R3

R4 COOH HO R4
R> HO

R1=OH R,=H R3=H acido 4-hidroxibenzoico R4=H catecol

R4=0OH R»=0OH R3=H acido protocatéquico R4=CHj3; metilcatecol

R4=OH R,=0CHj3 Rjs=H acido vanillico
R4=OH R,=0CHj3 R3=0OCHj3; 4&cido siringico

Figura 11.3 Principales compuestos fendélicos presentes en el alperujo.

[1.3. Sistemas de valorizacion del alperujo.

Desde la aparicion del alperujo se han propuesto numerosos métodos
para su valorizacién. En una revision realizada por Roig et al. (2006) se
describen las técnicas mas importantes utilizadas con tal fin: operaciones
fisicas de secado y segunda extraccion de aceite con disolventes, procesos
fisico-quimicos de combustién y gasificaciéon para la produccién de energia,
procesos biotecnoldgicos como la digestion anaerobia, la fermentacion sélida o
el compostaje con otros subproductos agricolas y la extraccion de compuestos
de alto valor afiadido como pectinas y fenoles. Morillo et al. (2009) hacen una

amplia revision sobre el conjunto de tratamientos biol6gicos posibles para los
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residuos de las almazaras con el fin de valorizarlos mediante la produccion de

biopolimeros, biocombustibles, antioxidantes y enzimas.

En la actualidad, el uso del alperujo como combustible para la
generacion de energia térmica o eléctrica es la opcion mayoritaria, asi las
plantas de generacion eléctrica a partir de este residuo estdn muy afianzadas
en el sector. En Andalucia hay 19 plantas que utilizan biomasa para generar
energia eléctrica, 12 de las cuales emplean el alperujo, o el orujillo (residuo
sélido procedente de una segunda extraccion de aceite) como combustible. Su
produccion representa el 1,46 % del total de energia eléctrica disponible en
esta Comunidad Autonoma (Garcia-Maraver et al., 2012). Esta opcion es
econémicamente rentable y ha supuesto una reduccion de un 8 %

aproximadamente en las emisiones de CO..

El uso agricola del alperujo como enmendante organico de suelos
también tiene un gran potencial principalmente en los paises del area
Mediterrdnea y sur de Espafia debido al bajo contenido en carbono organico de
los suelos de estas regiones que necesitan aporte de MO para frenar los
graves procesos de erosion y degradacion (Albaladejo et al.,, 2012). En
concreto, el cultivo del olivo es una de las actividades agricolas que genera
mayores pérdidas de suelo debido a diversos factores intrinsecos al olivar,
como son: el cultivo en suelos en pendiente; la climatologia de tipo
mediterraneo, alterndndose épocas muy secas con otras lluviosas en las que
se producen precipitaciones de gran intensidad en cortos periodos de tiempo;
suelos arcillosos con baja velocidad de infiltracion y con problemas de
hidrofobia cuando se producen lluvias tras un periodo seco; la escasa
cobertura del suelo por la copa del olivo; y los sistemas de cultivo que eliminan
sistematicamente la cubierta vegetal herbacea (Pastor, 2004). Como ejemplo,
mas de 80 t ha™ de suelo se pierden anualmente en los cultivos lefiosos de
Andalucia (L6pez-Cuervo, 1990). La MO desempefia un papel crucial en la
proteccion del suelo frente a su erosion, desertificacion y pérdida de fertilidad
(Stevenson, 1994; Tate, 1987). Su funcion es clave en el mantenimiento de la
estructura del suelo, mejora la infiltracion de agua de lluvia y posee

propiedades reguladoras del pH, esenciales para mantener tanto la calidad del
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suelo como la del medioambiente en general. El reciclado del alperujo como
enmendante organico en el suelo es una practica agraria adecuada
encaminada al uso y al desarrollo sostenible de la agricultura. En el propio
olivar contribuye ademas a mantener el equilibrio entre los nutrientes extraidos
por el arbol y su retorno al suelo, lo que permite cerrar el ciclo de nutrientes,
roto en muchas ocasiones por descuidar la revalorizacion de los residuos

organicos.

3.1 Compostaje del alperujo

El compostaje es un proceso biolégico de descomposicion aerdbica de
la MO en condiciones controladas que permiten el desarrollo de fases
termdfilas alcanzando temperaturas de hasta 70 °C. Asi se genera un producto
estable humificado cuya caracteristica mas destacable es su mayor resistencia
a posteriores procesos de descomposicion. Ademas se generan gases, vapor
de agua y calor, derivados del metabolismo microbiano (figura 11.4). Para la
iniciacion del proceso se requieren las condiciones nutricionales y ambientales
Optimas para que la poblacidon microbiana se desarrolle y sea lo mas variada

posible. Estos requisitos son:

- Equilibrio aire/agua: el aporte de oxigeno es de vital importancia ya que
el tipo de metabolismo predominante es el aerdbico, por lo que debe ser
suministrado mediante volteos o aireacion forzada. Los volteos ademas
reducen el tamafio de particula y homogeneizan el material, dejando nuevas
superficies disponibles para el ataque microbiano. Por su parte, el agua
favorece la migracion y la colonizacion de los microorganismos y es esencial

para la difusién de los productos del metabolismo microbiano.

- Equilibrio biopolimeros/nutrientes: La relacion entre la cantidad de
carbono y nitrégeno en la mezcla inicial debe cuidarse para ajustar la nutricién
de los microorganismos. Una relacién C/N inicial 6ptima para que el sustrato
soporte el crecimiento de los microorganismos sin pérdidas de nitrégeno es de
25-35.
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Mezcla inicial Compost

Nutrientes MO
humificada
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p——
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Pila de compostéje

Figura 1.4 Esquema general del proceso de compostaje.

La pila de compostaje constituye un ecosistema en el que diversas
poblaciones microbianas (bacterias, hongos y actinomicetos) utilizan la MO
como fuente de carbono y de energia en presencia de oxigeno. Parte de la
energia generada se disipa en forma de calor que queda atrapado en el
material produciéndose un efecto de retroalimentacion (Moreno y Mormeneo,
2008). De este modo, la temperatura va aumentando hasta que sdélo sobreviven
algunas bacterias cuya actividad metabdlica es insuficiente para mantener la
temperatura y ésta comienza a descender. Las variaciones térmicas durante el
compostaje permiten reconocer tradicionalmente cuatro fases en el proceso
(figura 11.5): fase mesofila (10-45 °C); fase termdfila (45-70 °C); fase de
enfriamiento o segunda fase mesofila; y fase de maduracion. Como
consecuencia, se suceden en el tiempo distintas poblaciones microbianas
mesofilas (crecimiento entre 10 y 40 °C) y termdéfilas (crecimiento entre 40y 70
°C). Las primeras etapas comprenden la fase bio-oxidativa o de crecimiento
activo de los microorganismos, en la que existe una elevada disponibilidad de

nutrientes. En la etapa de maduracion los mecanismos de descomposicion
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microbiana ocurren de forma muy lenta debido al agotamiento de los
compuestos facilmente biodegradables. A través del desarrollo de temperaturas
termofilas se persigue a su vez la eliminacion de patdgenos y sustancias
organicas fitotoxicas presentes inicialmente en el residuo o formadas durante
las primeras etapas del proceso, para que el compost final pueda ser utilizado
sin implicar riesgos medioambientales (RD 824/2005 de 8 de julio sobre
productos fertilizantes). Un proceso de compostaje bien controlado y aplicado a
los materiales adecuados reduce la humedad, el peso y el volumen de los
residuos tratados y conduce a un producto estabilizado facil de almacenar y
transportar y que puede ser utilizado como abono orgénico en cualquier tipo de
suelo (Soliva et al., 2008).

Degradacion de Formacion de
T (OC) compuestos solubles Degradacion de polimeros sustancias humicas

<

C/N

70 -

Actinomicetos

60 -

50 +

40 -

Hongos
Actinomicetos

Bacterias
30 |

20 -
10 -
Fase

Fase
mesdfila enfriamiento
0

Fases del proceso de compostaje

Figura 11.5 Descripcion del proceso de compostaje. (Adaptado de Moreno y Mormeneo,
2008).

El alperujo es un material de buena calidad para producir compost
debido a su elevado contenido en MO y nutrientes (Apartado 2.2). A pesar de

ello, el proceso presenta limitaciones que son consecuencia de otras
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caracteristicas fisico-quimicas del residuo que dificultan su compostaje, siendo
el principal inconveniente la larga duracion de la fase termdfila. Son varios los
factores que provocan que la transformacion de la MO contenida en el alperujo
sea muy lenta. En primer lugar, la textura pastosa y elevada humedad causan
la compactacién del material limitando tanto la presencia de oxigeno como su
circulacién. Una aireacién insuficiente provoca una sustitucion de los
microorganismos aerobios por anaerobios, con el consiguiente retardo en la
descomposicion, ademas de la aparicion de malos olores debido a la
produccion de sulfuro de hidrégeno. En segundo lugar, la composicién quimica
del alperujo esta basada principalmente en compuestos lignocelulésicos (tabla
[1.3) siendo la lignina el componente mayoritario. El alto contenido en lignina del
alperujo y el grado de union de este componente a otros constituyentes
organicos (celulosa y hemicelulosa) dificulta la capacidad de los
microorganismos y sus enzimas para degradar el alperujo ya que, para que se
produzca la degradacion de la celulosa y hemicelulosa, la lignina debe ser
degradada por lo menos en parte mediante la actuacion de enzimas
ligninoliticas. El alperujo tiene ademés una baja concentracion de nitrégeno, el
cual se encuentra principalmente en la fraccion organica, con lo cual su
disponibilidad es muy baja y representa una limitacién para la nutricion y la
actividad de los microorganismos. Por ultimo, la presencia de fenoles hace que
el residuo tenga propiedades antimicrobianas, al menos durante las primeras
etapas del proceso: los fenoles de bajo peso molecular son conocidos por tener
propiedades antimicrobianas y fitotdxicas mientras que los de elevado peso
molecular se ha visto que inhiben el efecto de enzimas ligninoliticas como la

lignina-peroxidasa en hongos y bacterias (Sayadi et al., 2000).

Sin embargo, la lignina tiene una importancia capital en el proceso de
compostaje debido a su participacion en la formacion de las sustancias
hamicas. La despolimerizacion de la lignina (ruptura de los enlaces entre las
diferentes subunidades de fenilpropano que la constituyen) produce una gran
variedad de compuestos aromaticos (acidos, alcoholes y fenoles) algunos de
los cuales son mineralizados y otros, concretamente los intermedios fendlicos,
participan activamente en la formacion de los compuestos humicos (Lewis y

Yamamoto, 1990). Durante la humificacion, aumenta el porcentaje de
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sustancias humicas frente al total de MO por lo que la cantidad y la calidad de
las sustancias humicas presentes en una enmienda organica son importantes
indicadores de su madurez y estabilidad (Sanchez-Monedero et al., 2002;
Senesi et al., 2007). En este sentido, durante el compostaje de alperujo se han
descrito intensos procesos de humificacién relacionados con el alto contenido
en lignina y compuestos fendlicos del residuo que han dado lugar a un compost
con un alto grado de madurez y estabilidad en las fracciones de acidos
hamicos y fulvicos las cuales presentan caracteristicas tipicas de las sustancias
hamicas del suelo (Plaza et al., 2005, 2006).

El control y la optimizacion de la fase termofila en el compostaje de
alperujo se consigue utilizando en la mezcla inicial agentes estructurantes
adecuados y fuentes de nitrdgeno que ayudan a que el proceso sea eficiente y
se desarrolle de forma correcta. Numerosas experiencias de compostaje de
alperujo han demostrado la eficacia de la adicion de diferentes residuos o
subproductos agroindustriales para corregir el exceso de humedad, evitar la
compactacion del material y conseguir una adecuada relacion C/N inicial. Como
agentes estructurantes se han empleado: hojas y ramas de olivo, virutas de
madera (Alburquerque et al.,, 2009; Manios et al.,, 2006); poda de vid
(Alburquerque et al., 2009; Cayuela et al., 2008b, 2010); paja (Ait Baddi et al.,
2009; Altieri y Esposito, 2008, 2010); restos de poda, hojas de lechuga
(Montemurro et al., 2009); serrin (Altieri y Esposito, 2008; Montemurro et al.,
2009), residuos textiles de lana (Altieri y Esposito, 2008, 2010) y fibras de
algodon (Alburquerque et al., 2007, 2009). Como fuentes de nitrogeno se
utilizan estiércoles de distinto origen: estiércol de oveja (Cayuela et al., 2008b;
Montemurro et al., 2009); estiércol de vaca (Alburquerque et al., 2011; Pardo et
al., 2011); o estiércol de aves de corral (de la Fuente et al., 2011; Hachicha et
al., 2006). También es comun la adicion de fuentes de nitrégeno mineral como

la urea.

La validez del compostaje de alperujo desde el punto de vista técnico y
econdémico también ha sido demostrada mediante su aplicacion a escala
industrial (Cayuela et al., 2004; Kobek, 2004) y esta es, cada vez mas, la

tecnologia adoptada para el tratamiento y la revalorizacion de este residuo. En
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Espafia, y en concreto en Andalucia, se ha producido un importante aumento
en el numero de plantas de compostaje asi como de peticiones de estudios de
dimensionamiento y viabilidad econdmica para la construccion de las mismas
desde que se iniciara, en 2007 y hasta 2013, el Programa de subvenciones
para la mejora de la gestion de los residuos de la molturacion de aceituna
dentro del Plan de desarrollo rural de Andalucia
(http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/portal/areas-

tematicas/produccion-ecologica/destacados/compostaje.html). La tendencia de
crecimiento se ha consolidado desde finales de 2006, afio en el que se
realizaba aproximadamente un estudio al mes, hasta el primer trimestre de
2012 en el que se han llegado a realizar una media de siete estudios al mes
(Boletin de Compostaje para Produccion Ecoldgica n° 1T-2012). Como
consecuencia ha habido un incremento constante en el nimero de plantas de
compostaje de alperujo. La Red Andaluza de Compostaje para la Agricultura
Ecologica (RACAE), en el primer trimestre del afio 2008, tenia informacion de
15 plantas de compostaje con una produccion total de 17.935 toneladas de
compost de alperujo. Los ultimos datos correspondientes al tercer trimestre del
afio 2010 hablan de un total de 55.114 toneladas de compost de alperujo
producidas en 45 plantas de compostaje, lo cual refleja el interés que tiene el
sector en gestionar, a través del compostaje, los subproductos de su
agroindustria. Hay que tener en cuenta que el uso de enmiendas orgénicas se
hace especialmente necesario para los productores ecolégicos que requieren
de aportes para fertilizar sus cultivos. En este sentido, el compost de alperujo
es un producto valido, asequible y con bajo coste ambiental para las
producciones ecoldgicas que supone una via para la diversificacion econdmica
de las almazaras y para la viabilidad de la actividad agroindustrial en las zonas

rurales Mediterraneas.

3.2 Uso agricola del alperujo

En la tabla 1.4 se presenta una revisién de las experiencias en las que
se ha utilizado el alperujo o el compost de alperujo como enmendante organico
de suelos. Las experiencias en las que se ha utilizado el alperujo como

enmendante organico de suelos han demostrado su valor agronoémico.
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Numerosos autores subrayan los efectos positivos en las propiedades fisicas,

guimicas y bioquimicas del suelo relacionados con el alto contenido en materia

Tabla 1.4 Resumen de los efectos observados del uso de alperujo y/o compost de alperujo con
diferentes fines en agricultura.

Usos Material Efectos Referencias
Fertilizante / Alperujo - Inmovilizacién de N. Thompson y Nogales, 1999.
Enmendante
de suelos - Retraso en germinacion y Nastri et al., 2006.

crecimiento de semillas.
- Riesgo de aumento de salinidad  Lépez-Pifieiro et al., 2011a,b.
del suelo.
- Posibilidad aumento pérdidas de  Lépez-Pifieiro et al., 2009.
P disuelto.
- Aumento significativo en Lépez-Pifeiro et al., 2007, 2008.
concentracién de P, K
disponibles.
- Mejora de las propiedades Lépez-Pifeiro et al., 2007, 2011a,b;
quimicas del suelo. Nastri et al., 2006;
Tejada y Gonzélez, 2007.
- Aumento de la cantidad y Saviozzi et al., 2001.
actividad de biomasa microbiana.
- Aumento significativo en la Lépez-Pifeiro et al., 2007, 2008;
estabilidad de los agregados. Tejada y Gonzalez, 2007.
Compost - Ausencia de efectos fitotdxicos. Alburquerque et al., 2006a, 2007;
alperujo Altieri y Esposito, 2008, 2010;
- Aumento significativo de Cor, C Altieri et al., 2009;
hdmico y CCC en suelo. Aviani et al., 2010;
Cayuela et al., 2004;
- Efectos positivos en rendimiento  Hachicha et al., 2006;
y crecimiento de diferentes Montemurro et al., 2006, 2011;
cultivos y plantas ornamentales. Nogales y Benitez, 2007.
- Mejora significativa de las Al-Widyan et al., 2005;
propiedades fisicas del suelo. Nektarios et al., 2011.
Aumento significativo en la
estabilidad de los agregados.
Reduce pérdidas de suelo.
Enmendante Alperujo - Aumento del tiempo de Albarran et al., 2004;

en suelos con
tratamiento
herbicida

permanencia y de la cantidad de
herbicida presente en el suelo.

- Reduce la movilidad vertical de
herbicida en suelo. Reduce el
riesgo de contaminacién de
aguas subterraneas.

- Riesgo de contaminacion de
aguas superficiales.

Cabrera et al., 2009;
Delgado-Moreno et al., 2007;
Lopez-Pifeiro et al., 2011b.
Cabrera et al., 2010.

Cabrera et al., 2009;
Lépez-Pifeiro et al., 2011.
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Usos Material Efectos Referencias

Compost - Potencia la degradacion Delgado-Moreno y Pefia, 2007, 2009.
alperujo  bioldgica del herbicida.

- Riesgo de contaminacion de Cabrera et al., 2009.
aguas superficiales.

- Dificulta los procesos de difusion. Cabrera et al., 2009;
Menor absorcion de herbicida en  Delgado-Moreno et al., 2007, 2010.

el suelo.
Recuperaciéon  Alperujo - Fitotoxicidad. de La Fuente et al., 2011.
de suelos
contaminados - Favorece la biodisponibilidad de
Mn.
Compost - Restauracion de las propiedades  Alburquerque et al., 2011;
alperujo  quimicas y microbiolégicas del de La Fuente et al., 2011,
suelo. Mejora de la calidad del Nogales y Benitez, 2006;
suelo. Pardo et al., 2011.
- Reduccion de la disponibilidad Nogales y Benitez, 2006.
de Zny Pb.
Herbicida / Alperujo - Capacidad abiética en la Cayuela et al., 2008a.
Pesticida supresion de malas hierbas,

hongos y nematodos.

Compost - Capacidad abidtica en la Cayuela et al., 2008a;
alperujo  supresion de malas hierbas, D’Addabbo et al., 2011,
hongos y nemétodos. Renco et al., 2007, 2010;
Sasanelli et al., 2011.
- Supresor de enfermedades en Alfano et al., 2011;
plantas por inhibicién de Aviani et al., 2010;
patdégenos. Lima et al., 2008.

Cor: carbono orgéanico total; C humico: carbono de sustancias hiimicas; CCC: capacidad de
cambio catiénico.

organica y nutrientes, especialmente potasio, y con el insignificante contenido
en metales pesados del alperujo (LOpez-Pifieiro et al., 2007; Nasini et al., 2013;
Nastri et al., 2006). Los ensayos en los que se ha aplicado alperujo como
enmendante en suelo de olivar en areas mediterraneas semiaridas han
mostrado un aumento significativo en el contenido de carbono organico y
nitrogeno total del suelo, en la concentracion de P y K disponibles, en la
capacidad de cambio cationico y en la estabilidad de los agregados (Lopez-
Pifieiro et al., 2008a,b) lo cual se ha relacionado directamente con el
correspondiente aumento en el contenido de &cidos humicos y fllvicos vy
carbono orgéanico hidrosoluble (Lopez-Pifieiro et al., 2007). Al mismo tiempo se

han detectado cambios en las propiedades bioquimicas de estos suelos, en
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concreto aumentos en las actividades deshidrogenasa, ureasa, B-glucosidasa,
fosfatasa alcalina y arilsulfatasa (Lopez-Pifieiro et al., 2011a). En estos
ensayos los andlisis foliares muestran incrementos significativos en las
concentraciones de N, P y K en la hoja de olivo y se han observado
incrementos generales en la produccion de oliva tras cinco y diez afios de
sucesivas aplicaciones de alperujo como enmendante (Lopez-Pifieiro et al.,
2008a, 20114, respectivamente). Nasini et al. (2013) encontraron una actividad
vegetativa superior (conjunto de parametros como longitud de los brotes,
volumen del follaje y peso de los restos de poda), mayor rendimiento en la
produccion de aceituna y frutos con mayor peso seco, en olivos tratados con
alperujo como enmendante durante cuatro afios, respecto al tratamiento

control.

Sin embargo, algunas experiencias también han demostrado que el
alperujo, aunque presenta menor fitotoxicidad que el alpechin, provoca grandes
desequilibrios nutricionales al modificar la dinamica del nitrégeno en el suelo
debido a su elevada relacion carbono/nitrégeno (Thompson y Nogales, 1999;
Saviozzi et al., 2001) y se ha advertido del riesgo de un aumento en la salinidad
del suelo en el uso a largo plazo del alperujo con dosis superiores a 30 Mg ha™*
(LOpez-Pifieiro et al., 2011a). Por ello, la opcién de compostarlo con otros
residuos agricolas antes de su aplicacién al suelo es un método efectivo de
reciclaje, de bajo coste, que garantiza la calidad del compost obtenido al final
de la transformacion biologica debido, entre otras caracteristicas, al alto
contenido en MO y a la ausencia de sustancias toxicas recalcitrantes en el

compost de alperujo.

Son numerosos los trabajos cientificos que recomiendan el compostaje
de este residuo como estrategia sostenible para su reciclaje con fines agricolas
(Cayuela et al., 2008b; Chandra y Sathiavelu, 2009; Filippi et al., 2002). El
compost de alperujo se ha ensayado con éxito como enmendante organico en
el propio olivar (Altieri y Esposito, 2008; Cayuela et al., 2004; Lopez-Pifieiro et
al., 2007) y en diferentes cultivos: gramineas (Lolium perenne L.)
(Alburquerque et al., 2007), trigo (LOpez-Pifieiro et al.,, 2008b), pimiento
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(Alburquerque et al., 2006a), lechuga y tomate (Altieri y Esposito, 2010; Walker
and Bernal, 2008), patata (Hachicha et al., 2006), entre otros.

De la bibliografia examinada, en todos los casos en los que se ha
realizado la aplicacion continuada de compost de alperujo en suelo de olivar
(entre 7-9 ton ha™) se obtuvieron resultados similares a los derivados de una
fertilizacion mineral estandar como urea. En ningun caso se produjeron efectos
negativos en el arbol ni se vio mermado el rendimiento de la plantacion, todo lo
contrario, su uso continuado mejoro la calidad del carbono organico del suelo
ya que aumento de forma significativa el carbono himico tras tres y cinco afios
de aplicacion. En el resto de cultivos, los rendimientos alcanzados también
demostraron la efectividad de su uso como sustitucion de la fertilizacion
mineral. En general, debido al aumento producido en el contenido de carbono
organico total, carbono organico hidrosoluble y carbono total extraible, se
recomienda su uso en los suelos del area mediterranea muy degradados tras
décadas de produccion agricola, pobres en MO vy susceptibles de
mineralizacién remarcando, en estos casos, que la mejora que produce en las
propiedades fisicas y quimicas del suelo supera en importancia su uso como

fertilizante.

Su aplicacion como enmienda organica en técnicas de remediacion de
suelos contaminados con metales pesados también es considerada por
numerosos autores como una alternativa efectiva y realista a su uso agricola
tras los resultados de numerosas experiencias en las que se consiguen
restaurar las propiedades quimicas y microbioldgicas de los suelos, mejorando
su fertilidad y calidad (de la Fuente et al., 2011; Nogales y Benitez, 2006; Pardo
et al., 2011). También se ha estudiado el impacto de las enmiendas de alperujo
en la dinamica de adsorcién-desorcion, degradacion, lixiviado y persistencia de
diferentes herbicidas en suelos de olivar y otros (Cabrera et al., 2010; Delgado-
Moreno et al., 2007; Lopez-Pifieiro et al., 2011b) y se ha ensayado con éxito
como supresor de patdgenos del suelo en diferentes cultivos (Lima et al., 2008;
Renco et al., 2010; Sasanelli et al., 2011), pesticida (Cayuela et al., 2008a) y

fertilizante foliar (Tejada y Gonzéalez, 2004).
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El progreso técnico y los conocimientos cientificos han llevado a una
reciente modificacion en la normativa de fertilizantes, en concreto del Real
Decreto 824/2005, de 8 de julio, sobre productos fertilizantes, con el fin de
adecuar la misma a la realidad practica de la agricultura. De acuerdo a la nueva
normativa (Orden PRE/630/2011, de 23 de marzo, por la que se modifica el RD
824/05 sobre productos fertilizantes), se incluyen el alperujo y el compost de
alperujo como fertilizantes regulados dentro del Grupo de Enmiendas
Organicas (Grupo 6) (tabla 11.5). En este grupo se pueden destacar los
denominados como “Enmienda organica compost”, categoria que incluye a los
compost producidos con mezcla de restos organicos vegetales y estiércoles,
entre otros; “Enmienda organica compost vegetal”, que incluye a los compost
producidos solamente con restos vegetales; “Enmienda organica compost de
estiércol”, si sb6lo se han utilizado estiércoles; y “Enmienda organica
vermicompost”. En la modificacion actual se incorporan las denominaciones
“Alperujo desecado” y “Compost de alperujo”. La tabla 1.5 muestra los
requisitos que la legislacion (Orden PRE/630/2011) exige al alperujo y a los

compost de alperujo asi como la definicion que da de los mismos.

[1.4. Impacto ambiental del uso agricola del alperu jo

El aporte de MO tiene un efecto muy beneficioso para mantener y
mejorar los niveles de carbono organico en el suelo. La MO es uno de los
componentes mas importantes del suelo por su influencia sobre las
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del mismo que afectan de forma

directa a sus funciones agrondmicas y medioambientales (Reeves et al., 1997).

La funcién agrondmica del alperujo se ha visto con anterioridad al tratar
su uso agricola como enmienda organica. La funcion medioambiental esta
centrada en el secuestro de carbono en suelos enmendados para contrarrestar
las emisiones de CO, y evitar los problemas asociados a la pérdida de carbono
en suelos agricolas (Lal, 2004a, 2006).
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alperujo y a los compost de alperujo, asi como la definiciéon que se da de los mismos.

Tabla I1.5 Extracto de la tabla correspondiente al Grupo 6 (“Enmiendas organicas”) del Anexo | (“Relacion de tipos de productos fertilizantes”) de la Orden
PRE/630/2011, por la que se modifica el RD 824/05 sobre productos fertilizantes. En este extracto se muestran los requisitos que la legislacion exige al

condiciones que permitan un desarrollo
de temperaturas termofilicas.

— Contenido maximo en polifenoles: 0,8%

— No podra contener impurezas ni inertes
de ningun tipo tales como piedras,
gravas, metales, vidrios o plasticos.

— Humedad minima y
maxima

— Tratamiento o proceso
de elaboracion, segiin
la descripcion indicada
en la columna 3.

N° | Denominacion Informaciones sobre la forma de Contenido minimo en nutrientes Otras informaciones Contenido en nutrientes que debe
del tipo obtencion y los componentes esenciales (porcentaje en masa). sobre la denominacion declararse y garantizarse.
Informacion sobre la evaluacion de los del tipo o del etiquetado | Formas y solubilidad de los nutrientes.
nutrientes. Otros criterios
Otros requisitos
1 2 3 4 5 6
08 | Alperujo Producto procedente de almazaras con |— Materia organica total: 25% -pH — Materia organica total
desecado un proceso posterior de secado para — Humedad maxima: 25% — Conductividad eléctrica |— C orgénico
reducir su fitotoxicidad. — Contenido maximo en polifenoles: 0,8% |— Relacién C/N — N total y organico (si superan el 1%)
— No podra contener impurezas ni inertes |— Humedad minima y — Otras formas de N (si superan el 1%)
de ningun tipo tales como piedras, maxima — P,0Os total (si supera el 1%)
gravas, metales, vidrios o plasticos. — Tratamiento o proceso |- K,O total (si supera el 1%)
de elaboracion, segin  |— Acidos hiimicos
la descripcion indicada |- Granulometria
en la columna 3.
09 | Compost de Producto obtenido por descomposicion |— Materia organica total: 45% -pH — Materia organica total
alperujo bioldgica y estabilizacion de la materia |- Humedad maxima: 40% — Conductividad eléctrica |— C organico
organica procedente del alperujo, bajo |- Relacion C/N < 20 — Relacion C/N — N total y organico (si superan el 1%)

— Otras formas de N (si superan el 1%)
— P,Os total (si supera el 1%)

— K50 total (si supera el 1%)

— Acidos hiimicos

— Granulometria
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Hay que tener en cuenta que los beneficios netos del compostaje de
residuos organicos sobre el secuestro de carbono pueden verse
contrarrestados por la emision de gases de efecto invernadero (GEI) como el
N.O y el CH; durante el proceso, ya que estos gases tienen un potencial de
calentamiento global superior al del CO, (IPCC, 2006). La transformacion del
alperujo mediante compostaje da lugar a la formacion de estos gases, que

nunca han sido evaluados.

Respecto al alperujo hay una falta de conocimiento sobre el impacto
ambiental asociado a su compostaje, principalmente en cuanto a estos dos
factores medioambientales importantes, citados anteriormente: las emisiones
de GEI y el efecto del compost en la estructura del suelo, en concreto, su

potencial para favorecer el secuestro de carbono.

4.1 Ciclo de carbono de los suelos agricolas.

La figura 1.6 muestra los principales depdsitos entre los que tiene lugar de
forma activa el ciclo del carbono. De todos ellos, el ciclo terrestre, que se
desarrolla principalmente entre el suelo y la biomasa, representa el mayor
sumidero (3.120 Pg de C). Cuadruplica el sumidero atmosférico y la reserva de
carbono del suelo triplica la atmosférica. Con estas proporciones, y teniendo en
cuenta que el tiempo de permanencia del carbono en el ecosistema terrestre es
mayor que en la atmdsfera, en la bibliografia se ha discutido ampliamente
sobre la estrategia del secuestro de carbono: la posibilidad de transferir al
suelo, de forma permanente o a largo plazo, una parte del carbono atmosférico
para afrontar parte de las emisiones de GEI (Freibauer et al., 2004; Lal, 2008;
Smith, 2008) teniendo en cuenta que pequefios cambios en la magnitud de la
respiracion del suelo tendrian un gran efecto sobre la concentraciéon de CO; en

la atmdésfera (Schlesinger y Andrews, 2000).

Las estimaciones sobre el potencial que tienen las tierras de cultivo para
incrementar la cantidad de carbono varian en la bibliografia. El altimo informe
del IPCC (Smith et al., 2007) estima un potencial de secuestro de 1,4-2,9 Gt de

CO,-equivalente al afio, en el conjunto global de suelos agricolas, llegando el
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suelo a la saturacion de carbono tras 50-100 afios. Sin embargo, Chatterjee y
Lal (2009) sugieren un potencial de secuestro de los suelos agricolas de hasta
6 Gt de COs-equivalente al afo, hasta 2030. En Europa, la velocidad de
almacenamiento de carbono en suelos enmendados se ha estimado en 0,4t C
ha?’ afio’ (Freibauer et al., 2004), teniendo en cuenta que el incremento
disminuye necesariamente con el tiempo al alcanzar un nuevo equilibrio
(Powlson et al., 2012). Mondini et al. (2012) calculan que la aplicacion de
compost a todas las tierras agricolas en lItalia resultaria en una velocidad anual

de fijacion de carbono de 0,023 Mt C afio™.

750

CO, atmosférico

620
“‘ biomasa

1.550 core
950 Cinore

39.000

océano

5.000

C geoldgico

Valores expresados en Pg (1 Pg = 10™ g)

Figura 1.6 Ciclo terrestre del carbono: (1) océano: almacena unos 39.000 Pg de C, excepto
unos 1000 Pg, el resto se encuentra en las capas mas profundas y no circula de forma activa;
(2) sumidero geolégico: unos 5000 Pg (4000 Pg de carbén, 500 Pg de petréleo y 500 Pg de gas
natural); (3) carbono del suelo: 1550 Pg de C organico y 950 Pg de C inorganico, a un metro de
profundidad; (4) atmoésfera: contiene unos 750 Pg de C-CO, cantidad que aumenta anualmente
a un ritmo que en la actualidad supera los 3 Pg C afio™ (IPCC, 2001); y (5) biomasa: contiene
unos 620 Pg incluyendo los restos vegetales y animales en descomposicion. (Adaptado de
Janzen, 2004).
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4.1.1 Importancia de las enmiendas organicas en la fijacion de C en

suelos agricolas.

En las ultimas décadas, se ha registrado a nivel mundial una gran
pérdida de carbono organico en los suelos de cultivo relacionada con la
intensificacion de las practicas agricolas que esta produciendo graves
consecuencias: suelos menos fértiles y todo un conjunto de procesos de
degradacion del suelo tales como erosion, desertificacion, compactacion y
déficit de nutrientes (Lal, 2004b, 2006).

En Europa se ha estimado que el 45% de los suelos contienen menos
de un 2% de carbono organico, nivel que es considerado critico (Loveland and
Webb, 2003), y que un 16% del territorio cultivado es vulnerable a la
desertizacion (Holland, 2004), si bien este porcentaje puede ser superior en las
zonas mediterrdneas debido a la existencia de suelos con niveles de carbono
organico inferiores al 1% y a las condiciones agro-climaticas limite (climas
secos y semiaridos). En Espafa, los bajos niveles de carbono orgéanico
registrados en suelos de clima mediterraneo y sobretodo, semiérido, los sitla a
menudo por debajo de los valores propuestos como umbrales de degradacién
(Romanya et al., 2007). En estos suelos, la dinAmica de mineralizacién del
carbono organico es muy acelerada y hay poca humificacion. Como
consecuencia, las propiedades relacionadas con la riqueza de sustancias

hamicas (estructura y estabilidad) se encuentran mermadas.

Sin embargo, estos suelos tienen una capacidad destacable de
estabilizar carbono al encontrarse por debajo del maximo de proteccion de MO.
Estos niveles de MO tan bajos deben considerarse como un factor clave para la
conservacion del suelo a través de practicas agricolas que restauren,
mantengan y, a ser posible, aumenten la reserva de carbono organico del
suelo. Segun Smith (2004b), la mejora del manejo del suelo agricola juega un

papel significativo en la adaptacion y mitigacién del cambio climatico.

Entre los mecanismos propuestos para restaurar los niveles de carbono,

el uso de enmiendas organicas se considera uno de los mas efectivos (Lal,
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2004a) ya que se consigue aumentar el aporte de MO al tiempo que se

reducen las pérdidas al mejorar las propiedades del suelo (figura 11.7).

Aumento del aporte de C Reduccion pérdidas de C

Gestion de residuos,

enmiendas organicas,
aumento aporte restos
vegetales, etc.

co,
Adicién al suelo /

Suelo \ f
Parte del C es
C en suelo

estabilizado

Recuperacién de
suelos agricolas

Ciclodel C en
el suelo

Figura 11.7 El almacenamiento de carbono en los suelos puede potenciarse de dos maneras:
aumentando los aportes y/o reduciendo las pérdidas. (Adaptado de Smith, 2008).

Es de especial interés el empleo de enmiendas ricas en lignocelulosa, ya
que la lignina es una de las principales fuentes de carbono estable en el suelo
(Trigo y Ball, 1994). En concreto, la aplicacién de compost se ha sugerido como
una forma natural de estabilizar carbono en el suelo (Powlson et al., 2012). El
mayor interés del compostaje se centra en la capacidad de estabilizar la MO
mediante procesos de humificacion, logrando evitar o reducir la posterior
degradacion del carbono a CO,, lo que tiene una fuerte implicacién en el uso
agricola de los compost y la incorporacion de éstos a la MO del suelo, donde
podria permanecer durante largos periodos de tiempo representando un

importante depdsito de carbono (Lal, 2003).
Asi, el uso de compost de alperujo en la agricultura puede presentar

otras ventajas desde el punto de vista medioambiental asociadas al secuestro

de carbono y la mitigacion del cambio climéatico. Sanchez-Monedero et al.
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(2008) sugirieron que el empleo de compost de alperujo como fuente de
carbono podria aumentar la cantidad de carbono estabilizado en el suelo
durante mas tiempo debido a la baja velocidad de degradacion del residuo
registrada tanto durante su compostaje como tras su aplicacion al suelo. Este
comportamiento también fue observado por Cayuela (2004) en suelo de olivar
enmendado con compost de alperujo en el que se calculdé una degradacién
media de un tercio de la MO afnadida tras el primer afio, mientras que la
descomposicion tipica de la MO en el suelo tras un afilo de permanencia

representa normalmente unos dos tercios de la MO afiadida (Jenkinson, 1981).

Las consecuencias climaticas de los paises que han sido incapaces de
reducir sus emisiones netas de GEI en la medida y en el marco de tiempo
requeridos por el Protocolo de Kyoto (UNFCC, 1997), hace que se estén
potenciando cada vez mas estrategias en las que el suelo es parte de la
solucion del cambio climatico. Entre ellas, ha aumentado la posibilidad de que
la fijacion de carbono en los suelos agricolas pueda incluirse en las existencias
nacionales de carbono, opcién ya reconocida en el Protocolo de Kyoto en sus
articulos 3.3 y 3.4 como medida para la compensacion de las emisiones de GEI
y que se recoge detalladamente en el informe Uso de los suelos, cambio en el

uso de los suelos y forestacion (IPCC, 2003).

Al margen de estas politicas, la inmovilizacién de carbono orgénico se
debe considerar como un beneficio afadido, asociado al uso sostenible de los
recursos naturales como el suelo y la MO, teniendo importantes aplicaciones
en zonas agricolas con problemas de degradacién de suelos en las que se
puede conseguir una mejora en la estructura de los mismos, el mantenimiento

de la fertilidad y la prevencion de los procesos de erosiéon (Lal, 2003).
4.1.2 Mecanismos de fijacién de carbono en el suelo.
En la figura 11.8 se muestran los principales procesos que intervienen en

la inmovilizacién de carbono en el suelo entre los que destacan la humificacién

y la agregacion.
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Figura 11.8 Dinamica de la MO en el suelo y principales mecanismos de inmovilizacién del C
organico. (Adaptado de Six et al., 2002).

a) Humificacién

Las teorias clasicas sobre la humificacion proponen que las sustancias
humicas derivan de la lignina y sugieren diferentes mecanismos para su
formacién, en los que intervienen polifenoles procedentes del ataque
microbiano a la lignina o bien a la celulosa y hemicelulosas (Stevenson, 1994).
Los polifenoles se oxidan a quinonas las cuales polimerizan, en presencia 0 no
de compuestos aminados, para dar lugar a las sustancias humicas. Una teoria
posterior plantea la formacion de sustancias humicas a partir de monosacaridos
formados como subproductos de la actividad microbiana, que darian lugar a
polimeros nitrogenados incorporados al humus. Ademas del nitrégeno, el
fosforo, el azufre y algunos micronutrientes también son de gran importancia en
la humificacion. Asi, la conversién del carbono de la biomasa en humus
depende de la calidad de la misma (relacion C/N, contenido en lignina y
compuestos fendlicos), de las propiedades del suelo (cantidad y composicion
mineralogica de las arcillas, textura, capacidad de retencion de agua), y del
clima (temperatura media anual, cantidad y distribucion de las precipitaciones).
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b) Agregaciéon

La agregaciéon implica la formacién de complejos organominerales y de
micro-agregados en los que el carbono queda ocluido y fisicamente protegido
de la actividad de los microorganismos del suelo. La inmovilizacion de carbono
organico en el suelo tiene lugar especialmente gracias a la formacion de estos
micro-agregados (Blanco-Canqui y Lal, 2004; Kuzyakov, 2006). Las raices de
las plantas y los residuos vegetales constituyen el esqueleto organico primario
que envuelve a las particulas del suelo y forma agregados. Los procesos
microbianos de descomposicion de los residuos organicos son responsables de
la generacién de compuestos organicos que actian como “agentes de pegado”
en la agregacion. La accion de estos microorganismos define la permanencia,

la movilidad y la formacion de los agregados.

c) Otros mecanismos

La transferencia del carbono organico desde la superficie hacia el
subsuelo (por debajo de los 30 cm de profundidad) es otro de los mecanismos
que protege al carbono de la mineralizacién. La calcificacion implica la
formacion de carbonatos secundarios y la filtracion de bicarbonatos en el agua
del suelo desde la superficie. Los carbonatos secundarios se forman por
disolucién del CO, que se encuentra en el suelo procedente de la respiracion
de las raices o de la respiracién de los microorganismos al descomponer la MO
del suelo (Lal y Kimble, 2000). Este proceso transcurre de forma muy lenta (la
velocidad anual varia entre 5-15 kg C ha™) (Lal, 2003) por lo que es importante
a largo plazo en la disminucion del CO, atmosférico como mecanismo de

captura del carbono inorgénico del suelo (Lal, 2003).

Por dltimo, en la estrategia del secuestro de carbono hay que considerar
varias cuestiones relacionadas con el potencial que tendra un suelo para

almacenar carbono.
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En primer lugar, es importante conocer el nivel de saturacion del suelo
(nivel a partir del cual no acumula més carbono) para determinar cuénto
carbono podra estabilizar, con qué velocidad lo hard y por cuanto tiempo (figura
[1.9). Como se exponia con anterioridad, los suelos mas degradados, cuyo nivel
de carbono esté mas alejado de su nivel de saturacion, seran aquellos en los
que la inmovilizacidon de carbono sea mas eficaz (Stewart et al.,, 2007). Las
mayores ganancias en términos de secuestro de carbono se obtienen en las
primeras adiciones de MO, disminuyendo su efecto segun se acerca el nivel de
saturacion (West y Six, 2007).

Saturacion

Nuevo equilibrio
__________________ < Entradas C ~ Pérdidas C

<+— Entradas C > Pérdidas C

Aumento en el carbono del suelo

v

Tiempo

(@) Nuevos aportes de C dan lugar a un aumento adicional del C en el suelo.

(b) Nuevos aportes de C no producen un aumento adicional del C en el suelo.

Figura 11.9 Dinamica del C en el suelo tras la adopcién de practicas enfocadas al secuestro de
C que pueden modificar la capacidad de C del suelo. Las variables medioambientales
particulares (temperatura, precipitaciones, propiedades fisicas y quimicas del suelo) influiran en
gue los cambios sean mas o menos acentuados. (Adaptado de West y Six, 2007).

En segundo lugar lugar, hay que tener en cuenta que la cantidad de
carbono almacenado por medio de buenas practicas de manejo de los suelos
agricolas es reversible y no permanente a no ser que los agricultores continiien

utilizando la practica que conduce a la captura de carbono (Dumanski, 2004;
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Powlson et al., 2011). Las préacticas agricolas que persigan la inmovilizacion de
carbono deben aumentar los aportes de MO en el suelo y reducir la
mineralizacién y las pérdidas de carbono por erosion (figura 11.7).

4.2 Emisiones de GEI asociadas al compostaje

Aunque uno de los principales intereses del compostaje es su potencial
en la reduccién de emisiones de GEI (Zeman et al., 2002), el proceso de
compostaje puede dar lugar a la formacién de estos gases, principalmente
metano y oxido nitroso. Como consecuencia, existe un creciente interés en el
estudio de las emisiones de estos gases durante el proceso de compostaje
debido a su potencial de calentamiento global (IPCC, 2006), y en encontrar los
parametros operacionales Optimos que permitan minimizar su formacion
(Hellmann et al., 1997; Beck-Friis et al., 2001).

Las caracteristicas de los materiales de partida afectan a las
propiedades fisico-quimicas de la pila y como consecuencia gobiernan los
procesos que conducen a la formacion, difusion y transporte de los GEI en el
interior de la pila. Otras variables que afectan a la emision de estos gases son
la humedad y la porosidad del material, por su efecto sobre la disponibilidad de
oxigeno y la difusion del gas, y la presencia de nutrientes y compuestos
organicos, utilizados por los microorganismos como fuente de energia.
Ademas, la tecnologia utilizada para la aireacion (aireacion forzada vs. volteos),
el tamafno de las pilas y la temperatura de las mismas también son factores
clave en la generacion y emision de GEI. A continuacion se discute el efecto de
estas variables en la emisién de los principales GEI generados durante el
compostaje.

4.2.1 Dioxido de carbono (CO,)

Las emisiones de CO, en el compostaje tienen su origen principal en los
procesos de degradacion biolégica de la MO, fundamentalmente como
consecuencia de la descomposicion aerébica y en menor medida derivadas de

los procesos anaerobicos o de la oxidacion del CH, por bacterias aerobias
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metanotroficas. Dado que entre un 40-70% de la MO original puede ser
degradada durante el compostaje (Haug, 1993), este CO, biogénico es el gas
producido en mayor cantidad durante el proceso. Sin embargo, el potencial de
calentamiento global de estas emisiones no se tiene en cuenta al evaluar el
impacto medioambiental de las operaciones de compostaje ya que el C-CO, de
origen biologico es considerado carbono neutro (IPCC, 2006). Las emisiones
de este gas son de interés para establecer balances de masa de los procesos
de compostaje (Boldrin et al., 2009), como medida de la actividad microbiana
global de la pila que permite seguir el progreso del proceso (Hobson et al.,
2005) y para evaluar el grado de estabilidad del producto final (Barrena et al.,
2006).

La segunda fuente de CO; son las emisiones asociadas al consumo de
energia y combustible en las instalaciones de compostaje. Estas dependen del
nivel tecnolégico de la planta y de la maquinaria utilizada (cargadores frontales,

equipo para los volteos, trituradoras, filtros, y otras actividades de procesado).

4.2.2 Metano (CHy,)

El metano es producido en zonas con concentraciones bajas de
oxigeno, que si bien raramente se dan durante un proceso de compostaje bien
controlado, si que pueden ocurrir en el interior de las pilas en las fases iniciales
del proceso cuando grandes cantidades de nutrientes y compuestos organicos
facilmente disponibles estimulan el crecimiento microbiano reduciendo los

niveles de oxigeno en la pila.

La degradacién anaerobia de la MO implica la hidrdlisis y fermentacion
de una amplia gama de moléculas organicas complejas, como las proteinas,
polisacéaridos o grasas, que se transforman en compuestos organicos sencillos
de bajo peso molecular como son el acetato, propionato, lactato, metanol,
etanol, etc., que pueden ser utilizados como sustratos por bacterias
metanogénicas. Las condiciones Optimas para el crecimiento de bacterias
metanogénicas son la falta de oxigeno (microorganismos estrictamente

anaerobios), un potencial redox inferior a -200 mV, pH neutro y la presencia de
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nutrientes y sustratos ricos en MO (Kebreab et al., 2006). Como consecuencia,
la mayoria de las emisiones de CH,4 se registran durante las primeras semanas
del proceso, al inicio de la fase termofila (Beck-Friis et al., 2000). Las
temperaturas tan elevadas que se alcanzan al inicio del proceso disminuyen la
solubilidad del oxigeno (Pel et al., 1997) facilitando la creacion de puntos

anaerobios en el interior de la pila.

La emision de CH,4 en las pilas de compostaje depende, no sélo de la
actividad biolégica de la pila, sino de otros factores que afectan al transporte
del gas desde los puntos anaerobios hacia la superficie, como son la difusién
del gas en el interior de la pila y la presencia de bacterias metanotréficas. Los
metanaotrofos son microorganismos aerobios que colonizan los alrededores de
las zonas anaerobias y la superficie de la pila y que son capaces de oxidar

entre el 46 y el 98% del CH, generado en la misma (Jackel et al., 2005).

Los factores principales que gobiernan las emisiones de CH,4 durante el
proceso son los materiales de partida, la altura y forma de la pila y el control de
la humedad y la frecuencia de volteo (Kebreab et al., 2006; Brown et al., 2008).
Estas variables afectaran tanto a la disponibilidad de oxigeno como a su
difusién en la pila de compostaje. En cuanto a los materiales de partida,
aguellos caracterizados por una elevada humedad, por encima de los niveles
maximos recomendados por Haug (1993) para el compostaje, como lodos,
estiércoles o residuos de comida, pueden producir emisiones importantes de
CH,4, mientras que los residuos con gran capacidad de retencién de agua como
los materiales lignocelulésicos emiten niveles muy bajos de este gas, si es que
producen alguno (Cayuela et al., 2012). La tabla 1l.6 muestra un resumen de
las cantidades de CH,y N,O generadas durante el compostaje de una amplia
gama de residuos organicos. Las cantidades de CH,; emitidas durante el
compostaje de estiércoles estan comprendidas entre 0,1 y 8,3 kg de CH,4 por
tonelada tratada, rango que se ve afectado por el tratamiento que haya recibido
el estiércol anterior a su compostaje y también por el sistema de aireacién

utilizado, volteos vs aireacion forzada.
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Tabla 1.6 Resumen de las emisiones de CH,4 y N,O registradas en la bibliografia para
diferentes tipos de residuos y sistemas de compostaje.

Materl_al de Sistema N,O CH, Referencia
partida
Estiércoles
Ganado volteos 0,1-0,5 % N inicial 0,5 % MO inicial Kuroda et al., 1996; Szanto et
porcino al., 2007.
estatico 3,0-9,8 % N inicial 12,6 % MO inicial Szanto et al., 2007; Fukumoto
e Inubushi, 2009.
0,058 kg N-N,O ton™ 0,2-1,9 kg C-CH, ton?  Fukumoto et al., 2003;
Sommer y Moller, 2000.
Ganado volteos 0,070-0,320 kg N-N,O ton® 8,1-8,9 kg C-CH, ton®  El Kader et al., 2007; Hao et
vacuno al., 2001; Hao et al., 2004 ;
Czepiel et al., 1996.
estatico 0,046-0,370 kg N-N,O ton 0,1-6,3 kg C-CH, ton’  El Kader et al., 2007; Pattey et
al., 2005; Hao et al., 2001.
Gallinaza 0,091 kg N-N,O ton™ El Kader et al., 2007.

Residuos sélidos urbanos (RSU)

RSU volteos 261 mg N-N,O m?d™*
estatico 0-0,240 kg N-N,O ton™
Fraccion volteos  0,048-0,160 kg N-N,O ton™
organica
RSU
estatico 0,048 kg N-N,O ton™
Residuos  estatico 1,360 kg N-N,O ton™
comida
Otros residuos
Lodos estatico 0,320 kg N-N,O ton™
depuradora
Harinas volteos 0,07-0,11 % del N inicial
carnicas

35gCH,m?d™
4,5-9,0 kg C-CH, ton™

1,3-3,3 kg C-CH, ton™

0,3 kg C-CH, ton™

Beck-Friis et al., 2000.
Clemens y Cuhls, 2003.

Colén et al., 2012.

Colén et al., 2012.

He et al., 2000.

Czepiel et al., 1996.

Cayuela et al., 2012.

IPCC (2006): Factores de emision de referencia para CH,; y N,O en el compostaje de residuos

En peso 0,6 g (0,2-1,6) N,O por kg
seco de residuo tratado

En peso 0,3 g (0,06-0,6) N,O por kg
himedo de residuo tratado

10 g (0,08-20) CH, por

kg de residuo tratado

4 g (0,03-8) CH4 por kg

de residuo tratado

IPCC, 2006.

4.2.3 Oxido Nitroso (N,O)

A pesar de que las cantidades de N,O que se producen durante un

proceso de compostaje son relativamente pequefias, la contribucion de este

gas al balance global de N,O en la gestion de residuos debe ser tenida en

cuenta debido al impacto de la utilizacibn de estiércoles u otros residuos
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organicos ricos en nitrogeno en las operaciones de compostaje (de Klein y
Eckard, 2008).

La produccion biologica de N,O durante el compostaje es un proceso
complejo debido principalmente a que son varios los mecanismos implicados
en la formacibn de este gas (nitrificacién, desnitrificacion nitrificante vy
desnitrificacion), que a su vez pueden actuar de forma simultanea en diferentes
puntos del interior de la pila (Czepiel et al., 1996; Kebreab et al., 2006; Maeda
et al., 2011).

La nitrificacion es uno de los mecanismos principales que conduce a la
emision de N,O durante el compostaje (figura 11.10). El ién amonio (NH4") es el
principal precursor de la nitrificacion. Este se genera como producto principal
de la descomposicion de la MO nitrogenada (amonificacion) al inicio del
proceso de compostaje (Sanchez-Monedero et al.,, 2001) pero los valores
alcalinos de pH tipicos de las pilas de compostaje favorecen la transformacion
del NH;" soluble en NHs, el cual es posteriormente oxidado. La oxidacion
biolégica del amoniaco a nitrato ocurre en dos etapas secuenciales: la
transformacion inicial de amoniaco a nitrito realizada por diferentes géneros de
bacterias amonio-oxidantes (AOB), como las Nitrosomonas y Nitrosospiras; y la
oxidacion de nitrito a nitrato efectuada por bacterias nitrito-oxidantes (NOB),

como las del género Nitrobacter (Kowalchuk et al., 1999; Maeda et al., 2010).

Amonio Hidroxilamina Nitrito
monooxigenasa oxidoreductasa oxidoreductasa

N,O N,O

I [

NH,OH === NO, = NO;

Oxidacion de amoniaco Oxidacion de nitrito

Figura 11.10 Nitrificacion: esquema del mecanismo y de las enzimas implicadas (adaptado de
Wrage et al., 2001).
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Recientemente se ha sugerido que las bacterias del género Archaea
amonio-oxidantes (AOA) estan también implicadas en la nitrificacion en las
pilas de compostaje, aunque su contribucion al total de las emisiones de N,O
aun no esta clara (Yamamoto et al.,, 2010; Zeng et al., 2012). Todas estas
bacterias son aerobias y autétrofas y obtienen la energia para la fijacion del
CO; de la nitrificacion (Wrage et al., 2001).

La desnitrificacion es la reduccion gradual de NO3  a N, llevada a cabo
por  microorganismos  desnitrificantes, bacterias  predominantemente
heterétrofas y anaerobias facultativas capaces de utilizar el NO3™ en lugar del
oxigeno como aceptor de electrones en la respiracion en condiciones
anaerobias. Durante el proceso se producen distintos compuestos intermedios
que pueden ser liberados al medio (figura 11.11). Al contrario que en la
nitrificacion, el N,O es un intermedio mas en la desnitrificacion, razén por la
cual este mecanismo representa la principal fuente de produccién de este gas
en determinados materiales como los estiércoles (Kebreab et al., 2006).

Nitrato Nitrito Oxido nitrico  Oxido nitroso
reductasa reductasa reductasa reductasa

NO, ==t NO, === NO =——b N,O0 =——> N,

Figura 1.11 Desnitrificacion: esquema del mecanismo y de las enzimas implicadas (adaptado
de Wrage et al., 2001).

En ausencia de oxigeno, el NO3™ se reduce a N, sin formacion apreciable
de N,O. Sin embargo, en condiciones en las que la concentracién de oxigeno
es limitada, la relacién N,O/N, aumenta debido a que la inhibiciébn que causa el
oxigeno sobre la N,O-reductasa es mas fuerte que sobre el resto de
reductasas de la desnitrificacion (figura 11.11) (Wrage et al., 2001). En estas
condiciones de poca disponibilidad de oxigeno, el NO,” no completaria su
oxidacion a NOg3™ en la nitrificacion (figura 11.10) sino que se veria favorecida su
reduccion a N,O a través de un mecanismo de nitrificacion-desnitrificante: una

desnitrificacion acoplada a una nitrificacion incompleta. Esta secuencia de
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reacciones (figura 11.12) la realiza un solo grupo de microorganismos que son
amonio-oxidantes autoétrofos por lo que la probabilidad de que tenga lugar
también aumenta cuando se agotan las fuentes de C organico disponible.

Amonio Hidroxilamina Nitrito Oxido nitrico ~ Oxido nitroso
monooxigenasa oxidoreductasa reductasa reductasa reductasa

NH; == NH,OH == NO, = NO =— N,O

\
N

Nitrificacion Desnitrificaciéon

Figura 11.12 Nitrificacion desnitrificante: esquema del mecanismo y de las enzimas implicadas
(adaptado de Wrage et al., 2001).

La informacion sobre el mecanismo de la nitrificacion-desnitrificante en
los procesos de compostaje es escasa (He et al., 2000; Hobson et al., 2005).
He et al. (2000) sugirieron que la nitrificacidn-desnitrificante podria ser el
principal mecanismo que condujese a la formacion de N,O cuando el carbono
organico disponible se hubiese agotado al encontrar un aumento en las
emisiones de este gas durante el compostaje de residuos de comida cuando la
relacion entre el carbono hidrosoluble y el nitrégeno en disolucién era menor

que cinco.

Las condiciones medioambientales Optimas para el crecimiento de los
organismos nitrificantes y desnitrificantes son diferentes. Las bacterias
nitrificantes requieren condiciones aerébicas, temperaturas mesofilicas
(inferiores a 40°C), valores de pH por encima de cinco y la presencia de iones
NH,;", mientras que las desnitrificantes necesitan condiciones anaerdbicas o al
menos un entorno con muy baja concentracion de oxigeno, la existencia de
fuentes de carbono organico disponibles y la presencia de NO3, NO, o NO
como aceptores de electrones (Kebreab et al., 2006). Sin embargo, la
heterogeneidad de los materiales que se compostan hace que en las pilas de
compostaje puedan coexistir simultdneamente zonas aerbbicas y anaerobicas

debido a la formacion de diferentes gradientes de concentracion de oxigeno a
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lo largo de toda la pila (Beck-Friis et al., 2000; Hao et al., 2001). De este modo,
los organismos desnitrificantes colonizarian el interior de la pila mientras que
los nitrificantes, que necesitan concentraciones de oxigeno entre un 1y un 10%
(Béline et al., 1999), colonizarian la superficie aerdbica de la misma. La
contribucion de cada organismo a las emisiones de N,O también dependera de
la humedad de la pila (Hwang y Hanaki, 2000), de la disponibilidad de nitrdgeno
en la MO y de la difusién del gas en el interior de la pila, como ocurria con el
CH4 (Hao et al., 2001). Varios autores han observado picos en la emision de
NO al inicio del proceso de compostaje y después de la fase termdfila, cuando
la temperatura disminuye y favorece el crecimiento de las bacterias nitrificantes
(He et al., 2001; Kebreab et al., 2006). El intercambio de gases en el interior de
la pila es otro factor importante en la generacion de N,O ya que, como se
mencionaba con anterioridad, la formacion de este gas por los organismos

nitrificantes y desnitrificantes aumenta a bajas concentraciones de O,.

En la tabla I1.6 se recogen las cantidades de N,O generadas durante el
compostaje de una amplia gama de residuos organicos. Las emisiones de este
gas derivadas del compostaje de estiércoles (materiales ricos en nitrégeno y
caracterizados por una elevada humedad) varian desde 0,046 hasta 0,370 kg
de N-N,O por tonelada tratada, dependiendo del sistema de compostaje. Las
pilas estaticas con aireacion forzada aumentan las emisiones de N,O al
prevenir las pérdidas de amoniaco, el cual puede ser oxidado a nitrato
generando N,O (Figura 1.11). La emisiébn de N-N,O en el compostaje de
estiércoles puede suponer hasta casi el 10% del N inicial (Szanto et al., 2007).
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lll. PARTE EXPERIMENTAL







[1l.1. Esquema de trabajo.

El trabajo realizado ha sido el seguimiento del ciclo de vida del alperujo,
desde su generacion hasta su aplicacion al suelo como compost, con el fin de
determinar los beneficios netos de este proceso sobre el secuestro de carbono.
La memoria de tesis se presenta como compendio de publicaciones, las cuales

se presentan a continuacion.

La primera experiencia se centra en el proceso de compostaje del
alperujo con diferentes residuos agricolas y se muestra la relacion entre la
velocidad de mineralizacion de la MO y la degradacion de la fraccion
lignocelul@sica, responsable de la larga duracion del proceso. En la segunda se
cuantifican las emisiones de CO,, N,O y CH, durante el compostaje de
alperujo. En este trabajo se pone de manifiesto el efecto de la composicién
inicial de las mezclas y del manejo de las pilas sobre el control de los flujos de
los GEI durante el proceso de compostaje. La tercera de las publicaciones
estudia la influencia de la composicion y grado de estabilizacién de las mezclas
de compost en la capacidad para estabilizar carbono en suelos enmendados,
asi como el efecto del tipo de suelo, mediante la monitorizacion de la medida
del CO, desprendido de los suelos enmendados. Finalmente, en la cuarta
experiencia se presenta el estudio de los mecanismos de humificacion de las

distintas mezclas de compost de alperujo una vez afadido al suelo.

Este trabajo se enmarca dentro de la linea de investigacion sobre
compostaje de residuos organicos puesta en marcha en el Centro de
Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (CEBAS-CSIC). Los experimentos
presentados en esta tesis se han realizado en el marco de un proyecto
subvencionado por el Ministerio de Educacion y Ciencia (REF. CTM2005-
05324).
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EVALUACION DE LOS GEI EN EL COMPOSTAJE DE ALPERUJO Y
DE LA INMOVILIZACION DE C EN SU APLICACION AL SUELO

\ 4

Elaboracion de cinco compost a nivel industrial mediante pila mévil

v

Mezcla DTS Mezcla TS
AV + EO AN + EO
(2:1) (2:2)

Mezcla TOS Mezcla THU Mezcla TOU
AN+EO+ P AN+EC+ U AN+P +U
(1:3:1) (1:2) + 14kg ton* (1:2,5) + 9kg ton?

Seguimiento del proceso y caracterizacion
agronomica de los compost obtenidos

l

Estudio de la evolucion de las formas de Cy N
durante el compostaje

Aplicacion de los compost al suelo:
eficiencia de los compost en la

Capitulo 3 : Waste Manage., 30 (2010) 1939-1947.

inmovilizacion de C

l

Cuantificacion de la contribucién del proceso
a la emisién de GEI (CO,, CH,, N,0)

\ 4 v

Capitulo 4 : Chemosphere, 81 (2010) 18-25.

Mineralizacion de C en
suelos enmendados

Humificacién de C en
suelos enmendados

Capitulo 5 : J. Environ. Monit.,
14 (2012) 499-509.

Capitulo 6 : Geoderma, 192
(2013) 21-30.
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I11.2. Publicaciones.

2.1 Contribucion de la fraccién lignocelulosica del alperujo a la

degradacion y humificacion de la materia organica durante el compostaje.

El contenido del articulo publicado ha sido sustituido por la siguiente

informacion:

» Denominacion de la revista: Waste Management.

» Direccion url donde se encuentra publicado:
http://dx.doi.org/10.1016/[.wasman.2010.04.031

» Resumen del articulo:

Una de las caracteristicas que presenta el compostaje de alperujo es la
larga duracion del proceso que se puede extender hasta las 40 semanas. El
objetivo de este capitulo es establecer la relaciéon entre la degradacién de la
fraccion lignocelulésica del alperujo y la velocidad de mineralizacion de la
materia organica (MO) en cuatro pilas de compostaje preparadas con distintos
agentes estructurantes y fuentes de nitrogeno utilizados para mejorar el
proceso de descomposicion. La cinética de la degradacion de la fraccién
lignocelulésica se compara con indices convencionales de madurez vy
estabilidad de la MO durante el compostaje para evaluar su impacto sobre la
duracion del proceso. Se observa que la composicidén quimica de los materiales
utilizados como agentes estructurantes afecta principalmente a la fraccion
hidrosoluble cuya degradacién marca la cinética de descomposicion de la MO
(perfil lineal o exponencial) en las etapas iniciales del proceso, pero no modifica
la duracion del proceso (entre 34 y 36 semanas) ni la cantidad total de MO
mineralizada en las distintas pilas. Una elevada disponibilidad inicial de N
mineral es un factor clave para aumentar de forma significativa la actividad de
los microorganismos. La mezcla en la que se utiliza urea como fuente de N
experimenta la degradacion mas eficiente de hemicelulosa, celulosa y lignina,

reduce la fase termdfila y la duracion total del proceso de compostaje.



> Abstract:

One of the main disadvantages in the composting of two-phase olive mill
wastes (TPOMW) is the long time required for its transformation (up to 40
weeks). The aim of this work was to evaluate the relationship between the
degradation of the lignocellulosic fraction of TPOMW and the organic matter
(OM) mineralisation rate in four composting piles prepared with different bulking
agents and N-sources used to enhance OM degradation. The kinetics of
degradation of the lignocellulosic fraction was compared to conventional
maturation and stability indices to evaluate its impact on the duration of the
composting process. The composition of bulking agents mainly affected the
water-soluble fraction which influenced the OM degradation rate (linear or
exponential OM degradation pattern) at early stages of the composting process
but it neither modified the duration of the process (between 34 and 36 weeks)
nor the total OM degradation underwent by the piles. The high initial mineral N
availability was a key factor to significantly enhanced microbial activity. The
mixture with urea as N-source registered the most efficient degradation of
hemicellulose, cellulose and lignin, reducing the thermophilic phase and the
total duration of TPOMW composting.



2.2 Emisiones de gases de efecto invernadero durante el compostaje de

alperujo con distintos subproductos agricolas.

El contenido del articulo publicado ha sido sustituido por la siguiente

informacion:

» Denominacién de la revista: Chemosphere.

» Direccion url donde se encuentra publicado:
http://dx.doi.org/10.1016/].chemosphere.2010.07.022

» Resumen del articulo:

En este trabajo se evalua el efecto de la composicion inicial de las
mezclas y la fuente de nitrégeno en las emisiones de GEI (CO,, CH; y N,O)
durante el compostaje de alperujo. Los flujos de estos gases sobre la superficie
de las pilas se miden utilizando un sistema estatico de camara cerrada y se
comparan con los cambios sufridos en las distintas fracciones de MO (carbono
organico e hidrosoluble) y formas de nitrogeno (NH;" y NO3). Las emisiones de
CH,4 son dependientes de la dinamica de mineralizacion de la MO y de la
incorporacion de estiércol en la mezcla inicial. Los mayores flujos de CH, se
registran en las primeras fases del proceso cuando la degradacion de MO es
mas intensa (hasta 100 g C m? d™%). La emisién de N,O (0-0.9 g N m? d™) tiene
lugar desde la sexta a la décima semana de compostaje (fase bio-oxidativa)
coincidiendo con una intensa nitrificacion en la pila. El uso de urea aumenta la
emisién de N,O hasta 3.7 g N m? d*, debido a un aumento en la disponibilidad
de N mineral. Llevando a cabo un manejo adecuado de las pilas de
compostaje, las emisiones de CH; y N>O no son importantes durante el
compostaje de alperujo. La adicion de urea y fuentes de carbono facilmente
degradables en las mezclas iniciales puede aumentar significativamente el
impacto medioambiental del compostaje de alperujo en cuanto a la emision de
GEl.



> Abstract:

The evolution of CO,, CH, and N,O were monitored in five composting
mixtures prepared from two-phase olive mill waste (TPOMW) and different
agroindustrial by-products in order to assess the effect of the initial composition
and the N source on greenhouse gas emission. Surface gas fluxes were
measured using a closed static chamber and compared to the changes in
different organic matter fractions (organic and watersoluble C) and N forms
NH,;" and NO3z). CH4 emissions depended on the organic matter mineralisation
dynamics and the incorporation of manure in the starting mixture. The highest
CH, fluxes were registered during the intense degradation at early stages of the
process (up to 100gC m2d™). The emission of N,O (0-0.9gNm2d™)
occurred from 6th to 10th wk of composting (bioxidative phase), coinciding with
an intense nitrification in the pile. The use of urea enhanced the N,O emission
up to 3.7 g N m2d™, due to an increase in available mineral N in the pile. Even
though well managed TPOMW composting piles only represent a minor source
of CH4 and N,O emissions, the addition of urea and easily available C fractions
to the starting mixtures can significantly increase the environmental impact of

TPOMW composting as far as greenhouse gas emissions are concerned.



2.3 Mineralizacion del alperujo en suelos enmendados: efecto de la
composicién lignocelulésica de la materia organica sobre la dinamica del

carbono en el suelo.

El contenido del articulo publicado ha sido sustituido por la siguiente

informacion:

» Denominacion de la revista: Journal of Environmental Monitoring.

» Direccion url donde se encuentra publicado:
http://dx.doi.org/10.1039/c1em10490j

» Resumen del articulo:

Una de las caracteristicas principales del alperujo es su lenta velocidad
de degradacion, tanto durante su compostaje como tras su aplicacion al suelo.
El objetivo de este trabajo ha sido la evaluacion de la relacion existente entre la
fraccion lignoceluldsica del alperujo y la velocidad de degradacion de la materia
organica (MO) en tres suelos agricolas enmendados con cuatro mezclas de
compost de alperujo con distinto grado de estabilidad y preparadas con
distintos agentes estructurantes y fuentes de N. La cinética de mineralizacion
de las mezclas en el suelo muestra una gran cantidad de carbono lentamente
mineralizable, incluso en las mezclas correspondientes al inicio (I) y primeras
semanas de compostaje (T1) en las que esta fraccion de carbono representa
hasta un 85% del total de carbono potencialmente mineralizable. El efecto que
ejerce la rica composicion lignoceluldsica se confirma con el estudio de las
mezclas preparadas con alperujo seco (mezclas DTS: 50% alperujo seco +
50% estiércol de oveja), el cual ya habia sufrido degradacion parcial tras un
afio almacenado en una balsa de desecacion antes de su compostaje. Estas
muestras muestran una cinética de descomposicion en el suelo similar a la de
las mezclas mas transformadas. Este comportamiento se refleja a su vez en un
andlisis de componentes principales en el que se agruparon en el mismo

cuadrante dominado por la relacion lignina/holocelulosa. En los suelos



enmendados con los compost maduros se mineralizan cantidades muy bajas
de carbono (entre un 2 y un 6 % del carbono afiadido) tras dos meses de
incubacion, lo cual hace subrayar la adecuacion de estos materiales como
fuente de carbono en el suelo para promover la estabilizacion de carbono a

largo plazo.

> Abstract:

The low degradation rate of two-phase olive mill wastes (TPOMW) during
composting and after soil application is a characteristic feature of these
materials. The aim of this work was to evaluate the relationship between the
lignocellulosic fraction of TPOMW and the organic matter (OM) degradation rate
in three agricultural soils amended with four TPOMW composting mixtures at
different degree of stabilisation and prepared with different bulking agents and
N sources. The mineralisation kinetics of TPOMW composting mixtures in soll
reflected a large amount of slowly mineralisable C even in the starting mixtures
(I and T1) where this fraction represented up to 85% of the total potentially
mineralisable C pool. The effect of rich lignocellulosic composition was
confirmed by the study of the DTS (50% dry TPOMW + 50% sheep manure)
mixtures prepared with dry TPOMW, which had undergone partial degradation
in a storage pond for one year before composting. These DTS samples showed
a more similar kinetic behaviour in soil than the more transformed composting
mixtures as reflected in the principal component analysis (PCA) diagram, where
they were grouped in the same quadrant dominated by the lignin/holocellulose
ratio. Soils amended with mature composts evolved very low amounts of C
(between 2 and 6% of the added C) after two months of incubation, which
highlights the suitability of these materials as a suitable C source for the soil to

promote long term soil C stabilisation



2.4 Cambios en el carbono humico del suelo tras la aplicacion de

compost de alperujo.

El contenido del articulo publicado ha sido sustituido por la siguiente

informacion:

> Denominacion de la revista: Geoderma.

» Direccion url donde se encuentra publicado:
http://dx.doi.org/10.1016/].geoderma.2012.08.032

» Resumen del articulo:

La aplicacion de enmiendas organicas producidas a partir del
compostaje de alperujo es una opcidbn muy adecuada para mantener y
restaurar los niveles de carbono en suelos agricolas bajo clima Mediterrdneo.
En este trabajo se estudian los mecanismos de estabilizacion de la MO entre
las distintas fracciones humicas de un Cambisol calcarico enmendado con un
2% (40 mg ha™) de mezclas de compost de alperujo de diferente composicién y
madurez: mezcla inicial, etapa termofila (tras 14 semanas de compostaje) y
compost maduro (tras 30 semanas de compostaje). Para ello, se obtienen el
carbono organico del suelo no humificado y dos fracciones distintas de acidos
hamicos (AH), llamadas AH libres (estabilizados bioquimicamente) y AH
enlazados (estabilizados bioquimica y quimicamente) mediante extraccion
secuencial con hidroxido de sodio y pirofosfato sodico tras 90 y 150 dias de
incubacion. Los AH se caracterizan mediante analisis termogravimétrico,
cromatografia de exclusibn molecular (HPLC-SEC), espectroscopia de
infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) y RMN de *C en estado sélido
(CPMAS-TOSS). Del andlisis de los resultados se concluye que las enmiendas
promueven la incorporacion de estructuras de lignina modificada, carbohidratos
y compuestos de nitrégeno en la estructura de los AH libres y en menor
extension en la de los AH enlazados y aumentan la proporcion de fracciones de
elevado peso molecular. Se observa un incremento medio del 40% de carbono



no humico en la fraccion de carbono libre incluso tras 90 dias de incubacion
bajo condiciones Optimas de mineralizaciéon. El incremento del carbono
enlazado da lugar a un aumento medio de unos 0.7 Mg ha™* de carbono himico
en los suelos enmendados. Este aumento es importante ya que contribuye a
uno de los sumideros de carbono mas inertes del suelo y puede representar un

indicador util para la estabilizacion de carbono en el suelo.
» Abstract:

The use of appropriate amendments derived from two-phase olive mill
wastes (TPOMW) can represent a suitable option to maintain and restore C
levels in agricultural soils under Mediterranean climates. We evaluated soil
organic matter stabilisation pathways among different humic pools in a Calcaric
Cambisol amended with 2% (40 Mg ha™) of TPOMW composting mixtures of
different composition and at different degrees of stabilisation: starting mixture,
after 14 weeks of composting (thermophilic stage) and after 30 weeks (mature
compost). Non-humified soil organic C and two different fractions of humic acids
(HA), namely free HA (biochemically stabilised) and bound HA (biochemically
and chemically stabilised) were obtained by sequential extraction with NaOH
and alkaline Na4P,07 after 90 and 150-days incubation. HA were characterised
by thermal analysis, size exclusion chromatography (HPLC-SEC), FTIR and
13CCPMAS-TOSS NMR. Amendments promoted incorporation of altered lignin
structures, carbohydrate moieties and N-containing compounds into free HA
and to a lesser extent into the bound HA, and increased the proportion of high
MW fractions. There was an average increase of 40% for non-humic C in the
free C fraction even after 90 days of incubation under optimum conditions for
mineralisation. Augmentation of bound C resulted in an average increase of
about 0.7 Mg ha™* of humic C in amended soils. This increase is important as it
contributes to one of the more inert soil C pools and could represent a useful

indicator for soil C stabilisation.



IV. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES







El objetivo global de esta memoria es evaluar el impacto ambiental del
uso agricola del alperujo, desde su transformacién y estabilizacion mediante
compostaje hasta su uso final como enmienda organica. Las propiedades
fisico-quimicas particulares del alperujo resultan favorables para conseguir la
estabilizacion de carbono organico en el suelo a largo plazo: alto contenido en
MO de naturaleza lignocelulésica, baja disponibilidad de nitrégeno y la
presencia de polifenoles, caracteristicas que limitan la velocidad de
descomposicion de la MO del alperujo en el proceso de compostaje y tras su
aplicacion al suelo y al mismo tiempo favorecen los mecanismos de
humificacién durante la transformacion de la MO. Por tanto, es de esperar que
estas caracteristicas, que determinan la transformacién de este residuo tanto
durante el compostaje como una vez afadido al suelo, también afecten al
impacto ambiental desde el punto de vista de la conservacién de carbono y las
emisiones de GEl.

Con la finalidad de estudiar de forma global el impacto del uso agricola
del alperujo se ha secuenciado el estudio en cuatro capitulos. En el primer
capitulo de la parte experimental (Capitulo 3) se investiga el efecto de la
composicion lignocelulésica del alperujo sobre la transformacion y la
degradacion de la MO durante su compostaje. Para ello, se realiza el
seguimiento del proceso de compostaje del alperujo en cuatro pilas de distinta
composicién quimica inicial: mezclas TS, DTS, THU y TOS. La preparacion de
las pilas asi como las caracteristicas fisico-quimicas de los materiales
organicos empleados se describen con detalle en el Anexo | (Apartados 1.1 a
1.3).

Todas las mezclas se caracterizan en su composicién por una elevada
concentracion inicial en lignocelulosa, especialmente la mezcla TOS preparada
con restos de poda como agente estructurante (Capitulo 3, tabla 1). La
evolucion de la temperatura, de la humedad (Capitulo 3, figura 2) y de los
indices de estabilidad y madurez convencionales (Capitulo 3, figuras 5 y 6),
refleja el correcto desarrollo del proceso y las diferentes fases de estabilizacion
de la MO. En los compost maduros, la MO alcanza un grado de humificacion

similar y muy elevado en todos los casos.
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La duracion del proceso de compostaje varia entre 34 y 36 semanas, lo
gue contrasta con los periodos registrados para otros residuos organicos como
los lodos de depuradora, los residuos solidos urbanos e incluso el alpechin,
cuyo compostaje dura entre 12-16 semanas. A pesar de la larga duracion del
proceso, la cantidad de MO degradada es relativamente baja en las cuatro
pilas. Se registran pérdidas de MO de solo el 30-35% del contenido inicial
(Capitulo 3, figura 1), con la excepcién de la mezcla THU, preparada con ureay
caracterizada por una mayor concentracion de nitrogeno mineral, facilmente
disponible para los microorganismos, en la que se degrada hasta el 50% de la
MO original y se reduce la duracién del compostaje a 27 semanas. En todos los
demas casos, los porcentajes de MO degradada son inferiores a los tipicos
registrados tras el compostaje de una gran variedad de residuos organicos, en
los que las pérdidas de carbono representan normalmente entre el 52-74% de
la cantidad de carbono inicial. Incluso en el alpechin, la cantidad de MO
degradada tras un proceso de compostaje se encuentra entorno al 60% de la
cantidad inicial.

Durante el compostaje de alperujo, la composicion quimica inicial de las
pilas determina el comportamiento de las pérdidas de MO desde el punto de
vista cinético. Los valores de los parametros derivados del ajuste de las curvas
correspondientes a las pérdidas de MO (Capitulo 3, tabla 2), reflejan el efecto
de los materiales utilizados en la elaboracion de las pilas. Las mezclas DTS y
TOS siguen una cinética lineal: en la primera de ellas debido a la baja
concentracion de sustancias hidrosolubles presentes en el alperujo seco y en el
segundo caso debido a la mejora proporcionada por el agente estructurante
(restos de poda) en la estructura de la pila. Por el contrario, en las mezclas TS
y THU la descomposicion de la MO evoluciona de forma exponencial debido a
la rapida mineralizacion de compuestos labiles durante las primeras semanas.

La presencia de fuentes de carbono y/o nitrogeno facilmente disponibles
para los microorganismos intensifica la degradacion de MO hidrosoluble y de la
holocelulosa al inicio del compostaje en las mezclas THU y TOS. La
degradacion de la fraccidn lignoceluldsica (Capitulo 3, figura 3) es intensa en la
mezcla THU debido fundamentalmente a la descomposicion de hemicelulosa y
celulosa por los microorganismos, cuya actividad se ve muy favorecida en esta

pila preparada con nitrogeno mineral. La holocelulosa también se degrada de
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forma intensa en la mezcla TOS debido, en este caso, al aumento de la
actividad microbiana como consecuencia de la mejora en la aireacién y de la
introduccién de una gran concentracion de carbono hidrosoluble con los restos
de poda.

Al final del proceso de degradacion, el contenido en lignina es similar en
ambas pilas, THU y TOS. Sin embargo, la comparacién de los parametros
cinéticos entre TOS y TS muestra la ralentizacion del proceso de
descomposicion de la MO en la primera debido a la dificultad de los
microorganismos para degradar su mayor contenido en lignina.

La composicion inicial de las pilas también afecta a la evolucién de los
indices de humificacion durante las primeras semanas del proceso de
compostaje (Capitulo 3, figuras 5 y 6). La degradacion sucesiva de la
hemicelulosa y la celulosa, asi como de los carbohidratos y fenoles
hidrosolubles, va acompafiada de un aumento progresivo en el grado de
polimerizaciébn de todas las mezclas, reflejando la participacion de estos
compuestos, presentes inicialmente en la mezcla o producidos durante la
degradacion de la fraccion lignocelulésica, en la formacién de moléculas mas
complejas con caracteristicas humicas. La buena calidad de los compost
obtenidos queda demostrada por los altos indices de germinacion y

humificacion que se alcanzan en las cuatro pilas.

En el cuarto capitulo se analiza el efecto de la composicion quimica de
las mezclas y de la fuente de nitrégeno utilizada sobre la concentracién de los
GEI CO,, CH,4 y N,O emitidos a la atmésfera durante el compostaje de alperujo.

Para la cuantificacion de los gases se preparan las mismas mezclas
arriba descritas (correspondientes al Capitulo 3), con las mismas proporciones
iniciales, mas otra nueva utilizando restos de poda como agente estructurante y
urea como unica fuente de nitrégeno: mezcla TOU.

Las cinco pilas muestran una evolucion similar y tipica del compostaje
de alperujo, manteniendo una fase termofila muy activa con temperaturas
elevadas (50-70°C) durante 10 semanas sin que esto conlleve una gran
pérdida total de carbono, y con una duracion total del proceso de unas 30
semanas (Capitulo 4, tabla 1, figura 2). En este caso, es la mezcla TOU la que

experimenta la degradacion mas intensa de la MO, especialmente al inicio del
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proceso, como consecuencia de la gran cantidad de MO facil de degradar,
aportada por los restos de poda y de la disponibilidad de nitrbgeno mineral
obtenido por los microorganismos a partir de la hidrélisis de la urea. Los valores
de pH son ligeramente alcalinos en todas las mezclas iniciales, algo inferiores
en la mezcla TOU (pH 7,81), con urea como unica fuente de nitrégeno, que en
el resto de las mezclas preparadas con estiércol como fuente de nitrogeno (pH
8,35-8,80). En las pilas preparadas con urea (TOU y THU), el pH disminuye
ligeramente durante la etapa de maduracion debido a la nitrificacion. A
continuacion se discuten los resultados mas interesantes obtenidos en la
medicién de los gases CO,, CH; y N,O en las cinco pilas anteriormente
descritas:

Como se exponia en la introduccion de esta memoria (Capitulo 1), las
emisiones de CO; no se tienen en cuenta al evaluar el impacto medioambiental
de las operaciones de compostaje. La evolucién de las emisiones de CO,
(Capitulo 4, figura 3a) fue muy similar en las cinco pilas, detectandose los
mayores picos de produccion durante la fase termoéfila (altas temperaturas e
intensa actividad microbiana) y reflejando el alto grado de estabilidad
alcanzado en todos los casos en los compost maduros.

En cuanto a las emisiones de metano registradas en la superficie de las
cinco pilas (Capitulo 4, figura 3b), los valores que se detectan son
relativamente bajos dentro del intervalo coman de flujos de CH; medidos en
pilas de compostaje de diferentes residuos organicos, como estiércoles o RSU.
El motivo principal es la baja velocidad de produccion de metano relacionada
con las caracteristicas del alperujo y no debido a problemas de difusion o
transporte del gas desde el interior de las pilas, ya que estas se voltean
periodicamente como corresponde a un proceso de compostaje bien
controlado.

En el estudio se observa que las emisiones de CH,; dependen de la
velocidad de degradacion de la MO y de la composicion inicial de las mezclas.
Las mezclas en las que la degradacion de la MO sigue una cinética
exponencial (TS y TOU) producen picos maximos de CH,; de hasta 100 g C-
CH, m? d* durante las primeras seis semanas del proceso, cuando grandes

cantidades de nutrientes y compuestos organicos facilmente disponibles
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estimulan el crecimiento microbiano, reduciendo los niveles de oxigeno en la
pila y facilitando la creacién de puntos anaerobios. Estos picos de produccién
de metano van acompafiados de incrementos en la concentracion de CO,
como consecuencia de la obtencion de una mezcla de ambos gases como
producto final en la metanogénesis (Capitulo 4, figura 3). En el resto de
mezclas (DTS, TOS y THU), con una cinética de descomposicidon
practicamente lineal debido a la baja velocidad de degradacion de la MO al
inicio del proceso, los flujos de CH,; durante las primeras semanas se
mantienen en general inferiores a 50 g C-CH, m? d. En todos los casos,
transcurridas 10 semanas ya no se detectan concentraciones significativas de
metano en la superficie de las pilas. En este punto la actividad de los
microorganismos es menor al haber agotado la mayor parte de los compuestos
facilmente biodegradables por lo que hay mayor disponibilidad de oxigeno en la
pila.

Respecto a la composicion inicial de las mezclas, el uso de los
estiércoles de oveja y caballo en las pilas TS, DTS, TOS y THU, da lugar a
mayores flujos de metano durante las primeras cinco semanas de compostaje
gue los encontrados en la pila preparada sin estiércol (TOU), lo cual indica que
pudo haber incorporacién de microorganismos anaerobios con el estiércol. En
la pila TOU, a pesar de su mayor velocidad de descomposicion, los
mecanismos de degradacion anaerobia de la MO ocurren de forma muy lenta al
inicio del proceso, hasta la octava semana aproximadamente en la que se
detecta el pico de produccion de metano en esta mezcla. Este comportamiento
puede ser debido a la presencia de una escasa cantidad de bacterias
metandgenas en la mezcla inicial, microorganismos que necesitan entre seis y
ocho semanas para colonizar la pila. También cabe la posibilidad de que los
altos niveles de amoniaco generados al inicio del proceso en esta pila, por la
hidrolisis de la urea, inhiban el crecimiento de las bacterias metandgenas, lo
cual ocurre especialmente en medios con pH superiores a nueve. Sin embargo,
este mecanismo inhibidor causado por la presencia de elevadas
concentraciones de amoniaco no habria sido determinante en la pila THU,
preparada con urea y estiércol de caballo, en la que los niveles de metano son
s6lo ligeramente inferiores a los del resto de pilas preparadas con estiércol, a

pesar de que las cantidades de amoniaco detectadas durante las primeras seis
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semanas de compostaje superan a las de la pila TOU y presenta también
valores de pH mas elevados.

Las emisiones de N,O durante el compostaje de alperujo dependen
fundamentalmente de la velocidad de degradacién de la MO y de la presencia
de urea como fuente de nitrogeno en la mezcla inicial (Capitulo 4, figura 4). Los
niveles detectados sobre la superficie de las pilas varian entre 0-0,9 g N-N,O
m? d?, en las pilas preparadas sin urea (TS, DTS y TOS), hasta picos de 1,2 y
3,7 g N-N,O m? d*, medidos en las pilas TOU y THU, respectivamente.

La mayor produccién de este gas se concentra durante la segunda mitad
de la etapa termdfila, entre las semanas 6 y 17. Al comparar la evolucion de las
distintas formas de N mineral, NH;" y NO3’, junto con las emisiones de N,O
durante el compostaje (Capitulo 4, figura 4), se observa que los picos de
produccion de este gas tienen lugar durante las semanas en las que la
nitrificacién (oxidacion biolégica del amoniaco a nitrato) es mas intensa
(durante las semanas 10 y 15), lo cual sefiala a la nitrificacibn como
mecanismo principal responsable de la emision de N,O durante el compostaje
de alperujo.

En las dltimas semanas del proceso, se podria esperar la produccién de
N,O debido a que la concentracién de nitrato en las pilas es mayor y los volteos
hacen posible que los nitratos (o nitritos) puedan situarse en zonas del interior
de las pilas donde la temperatura es superior y la concentracion de oxigeno
inferior a las de la superficie. Estas condiciones favorecen la reduccién del NOs
a N2 mediante la desnitrificacion y la emision de N,O como producto intermedio
de este mecanismo. Sin embargo, durante el compostaje de alperujo, los
niveles de produccion de N,O tras la nitrificacion no son significativos en
ninguna de las cinco pilas. Esto sugiere que los microorganismos
desnitrificantes, bacterias predominantemente heterétrofas, no encuentran el
medio Optimo para crecer debido principalmente a la escasez de fuentes de
carbono facilmente disponible en la fase de maduraciéon, en la que por el
contrario, se intensifican los procesos de humificacion de la MO relacionados
con el alto contenido en lignina del alperujo (Capitulo 3).

Aunque las concentraciones de N,O detectadas son bajas y se
encuentran dentro del intervalo comun de flujos de N,O encontrados en pilas

de compostaje de diferentes residuos organicos, los niveles maximos
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encontrados en las pilas preparadas con urea son similares e incluso
superiores a los generados durante el compostaje de materiales ricos en

nitrdgeno, e incrementan el impacto ambiental del compostaje de alperujo.

El quinto capitulo evalia el efecto de la fraccién lignoceluldsica del
alperujo sobre la dindmica de mineralizacion del carbono en suelos
enmendados, indicativa de la estabilidad microbiana y de la permanencia del
carbono afadido. El estudio se realiza en suelos enmendados con las mezclas
de compost de alperujo descritas en el tercer capitulo. Las mezclas se
adicionan con diferente grado de estabilidad (correspondientes a las fases
inicial, termofila y de maduraciéon del proceso de compostaje) lo cual es de
utiidad para evaluar la practica que maximiza la cantidad de carbono
inmovilizado. La dosis adicionada es equivalente a 40 Mg ha™.

La dinamica de mineralizacion del carbono en los suelos enmendados
se ve afectada tanto por el grado de estabilidad de las mezclas como por su
composicién inicial y, en especial, por la fraccion lignoceluldsica del alperujo.
Asi, se observa como la adicién de las muestras menos transformadas de las
mezclas THU (preparada con urea) y TOS (con restos de poda de olivo como
agente estructurante) origina las mayores velocidades de mineralizacion
durante las dos primeras semanas de incubacion, en cada uno de los suelos
enmendados (Capitulo 5, figura 1). En el primer caso, el efecto se atribuye a
una mayor riqueza microbiana en la muestra, como consecuencia de la
disponibilidad de nitrdgeno mineral durante el compostaje. En el segundo caso,
al mayor contenido en holocelulosa y compuestos hidrosolubles de la muestra,
facilmente disponibles para los microorganismos, proporcionados por los restos
de poda. A excepcién de estos dos tratamientos, el resto (las muestras
correspondientes al inicio del compostaje de las pilas TS y DTS y el conjunto
de muestras de mayor grado de estabilidad), no provocan diferencias
significativas en la velocidad de mineralizacion del carbono afadido, al igual
que se observo durante el compostaje (Capitulo 3). Como muestra el analisis
de componentes principales (Capitulo 5, figura 3) las enmiendas mas
estabilizadas, sin que influya su composicion, se agrupan dentro del cuadrante
dominado por la relacion lignina/holocelulosa y por el indice de humificacion,

claramente diferenciadas de los puntos iniciales de las mezclas THU y TOS. Es
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decir, una vez degradadas las fracciones de carbono y nitrégeno facilmente
disponibles, la velocidad de mineralizacién del carbono afadido con las
distintas enmiendas esta limitada por la fraccion lignoceluldsica del alperujo.

Los valores obtenidos de los parametros cinéticos Co (porcentaje de
carbono potencialmente mineralizable), k (constante de velocidad), Cr y Cs
(porcentajes de carbono mineralizable de las etapas rapidas y lenta,
respectivamente, del modelo combinado), en los numerosos ajustes realizados
(Capitulo 5, tablas 2, 3 y 4), son consistentes con la composicion y el grado de
estabilizacion de las enmiendas. Cabe destacar que, en todas las mezclas
iniciales, mas de la mitad del carbono potencialmente mineralizable es carbono
biol6gicamente resistente a la degradacion, lo que es una muestra de la baja
degradabilidad del alperujo, como consecuencia de su alto contenido en
lignina.

En este capitulo se incluye un balance global de carbono para evaluar,
de forma completa, la eficiencia de la estabilizacion en el suelo del carbono
afiadido con las enmiendas (Capitulo 5, tabla 5). En este andlisis se recogen
las pérdidas de carbono ocurridas durante el compostaje de alperujo (Capitulo
3) y tras la aplicacién al suelo de las mezclas descritas en este capitulo. Se
realiza un andlisis comparativo suponiendo el mismo tiempo total de
descomposicion (compostaje + suelo) para todas las muestras.

En el caso del alperujo se observa un comportamiento particular: las
muestras mas estabilizadas originan mayores pérdidas totales de carbono que
las mezclas iniciales. Este efecto se debe principalmente a la lenta velocidad
de degradacion de las enmiendas de alperujo en el suelo, que s6lo mineralizan
hasta un 21% del carbono afadido tras 39 semanas de incubacion, mientras
gue otros residuos organicos tipicos habrian mineralizado la misma cantidad de
carbono en solo 8-10 semanas de incubacion.

Las pérdidas totales de carbono calculadas para las mezclas de
compost de alperujo son mucho menores que las observadas para una gran
variedad de compost de diferentes residuos organicos, incluyendo el alpechin.
Ademas, en el caso de los compost de alperujo, las pérdidas totales de
carbono no estan afectadas significativamente por el grado de estabilizacion de
las mezclas, exceptuando los suelos enmendados con las mezclas iniciales, en

el que las pérdidas de carbono son significativamente inferiores a las de las
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mezclas mas transformadas debido al corto periodo de compostaje en las
primeras. Como consecuencia, la adicion al suelo de cualquiera de las mezclas
de compostaje de alperujo, con excepcion de los puntos iniciales, tendria un
efecto similar en la eficiencia de conservacion de carbono en el suelo. Desde
un punto de vista practico, esto permite acortar el tiempo de compostaje hasta
el minimo requerido para asegurar la higienizacion del material y un grado de
estabilidad adecuado, que evite cualquier efecto fitotdxico. De acuerdo con la
informacion aportada en el capitulo 3, los datos obtenidos para el indice de
germinacion muestran que no existe ningun efecto fitotéxico tras 15 semanas
de compostaje para todas las mezclas. Los indices de humificacion indican, a
su vez, que las mezclas habrian alcanzado un adecuado grado de
estabilizacion.

La evaluacion de la eficiencia en la conservacion de carbono derivada
del uso de las mezclas de compost de alperujo confirma el interés del reciclaje
de este residuo como enmienda organica para promover la estabilizacion de
carbono organico a largo plazo. Las dindmicas de mineralizacion descritas en
este estudio prueban la baja velocidad de mineralizacion en el suelo para una
gran variedad de mezclas de alperujo de diferente composicion. La
composicién lignoceluldsica del residuo se identifica como factor clave que
gobierna la dinamica de degradacion en el suelo. Estos resultados, obtenidos
de experiencias de incubacion en condiciones controladas, son de gran ayuda
en la optimizacién de experiencias de campo dirigidas a maximizar un eficiente

secuestro de carbono.

El sexto capitulo se centra en los mecanismos de estabilizacion del
carbono en suelos enmendados. Para ello, se examinan los cambios
cualitativos y cuantitativos ocurridos en distintas fracciones de carbono huamico.
El estudio se realiza con las mezclas de compost de alperujo TS, THU y TOS,
descritas en el tercer capitulo. Estas se adicionan al suelo con diferente grado
de estabilidad (mezcla inicial, termofila y compost maduro), lo cual es de
utiidad para evaluar la practica que maximiza la cantidad de carbono
inmovilizado. La dosis adicionada es equivalente a 40 Mg ha™.

El suelo enmendado se incuba durante cinco meses bajo condiciones

Optimas para la mineralizacion (temperatura: 25°C, humedad: 40% de la
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capacidad de retencion hidrica del suelo). Bajo estas condiciones y de acuerdo
con el modelo RothC de secuestro de carbono, los periodos de incubacién
adoptados para la toma de muestra (90 y 150 dias) corresponden,
respectivamente, a una experiencia de mas de un afio en condiciones de
campo, en regiones mediterraneas frias o secas (90 dias) o con clima templado
y humedo (150 dias).

En el capitulo 6 (figura 1) y en el Anexo Il (Apartado I1.4) de esta
memoria se describe con detalle el procedimiento de extraccion seguido para la
obtencion de las fracciones de carbono organico extraible (Cext) “libre” y
“enlazada”, asi como para la separacién de las sustancias humicas de estas
fracciones y la obtencion de los correspondientes &cidos hamicos. Las
fracciones de carbono organico se obtienen mediante extraccion secuencial: la
primera fraccion se obtiene por extraccion con NaOH y se compone
principalmente de MO no humificada y MO humificada o estabilizada
bioquimicamente, sin estar quimicamente enlazada a los constituyentes
minerales del suelo. Por este motivo se llama a esta primera fraccion “libre”. La
extraccion del residuo que queda de la extraccion anterior con pirofosfato
sédico consigue la disolucion de complejos organometalicos y se obtiene parte
del carbono estabilizado quimicamente. Esta es la fraccion llamada “enlazada”.
De estas dos fracciones se separan las sustancias no humicas de las humicas,
y se separan los acidos humicos de los fulvicos. A continuacion se discuten los

resultados obtenidos:

En cuanto a las diferencias encontradas en el contenido total de carbono
y nitrégeno de los suelos enmendados respecto al suelo control (Capitulo 6,
tabla 2), la adicibn de las enmiendas causa en todos los casos un aumento
significativo de ambos parametros, cuya magnitud se ve afectada por la
composicién quimica de las mezclas de compost empleadas (TS, THU y TOS).

El alto contenido de MO de la mezcla TOS, rica en compuestos de
carbono hidrosolubles, lipidos, celulosa y hemicelulosa, proporcionados en
gran parte por los restos de poda (Capitulo 3), mantiene los niveles de carbono
y nitrégeno totales en los suelos enmendados significativamente superiores a

los del resto de tratamientos y suelo control. El grado de estabilidad de las
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mezclas de compost utilizadas (inicial, termofilo y compost maduro) no produce
diferencias significativas.

El contenido de Cgxr libre y enlazado, también aumenta
significativamente en los suelos enmendados respecto al suelo control, incluso
tras cinco meses de incubacion (Capitulo 6, figura 2). Este resultado sugiere
que, con la dosis utilizada de enmienda organica (40 Mg ha), el compost de
alperujo consigue inducir cambios en la composicion de la fraccion humica del
suelo que perduran con el tiempo.

En la fraccion de Cgxr libre, destaca el incremento en las formas de
carbono no hamico, cuyo contenido aumenta un 40% de media en los suelos
enmendados respecto al suelo control. A su vez, el grado de estabilizacion de
las enmiendas afecta significativamente a la cantidad de carbono no humico
encontrada en esta fraccion: las mezclas iniciales, poco transformadas, aportan
mayor cantidad de formas de carbono labil, superior al resto de tratamientos.

En cuanto a la composicion de las mezclas de compostaje, las muestras
de la mezcla TOS (inicial, termofila y compost maduro), rica en lignocelulosa y
MO labil, aumentan de forma significativa el contenido de carbono himico y no
hamico de la fraccion de Cexr libre, en el suelo enmendado.

En la fraccion de Cegxr enlazado, al contrario que en la fraccién anterior,
los cambios mas significativos se encuentran en el contenido de carbono
hamico, el cual aumenta entre un 22-30% de media en los suelos enmendados
respecto al control. En este caso, no se observan diferencias significativas
entre los distintos tratamientos en funcion del grado de descomposicién de las
enmiendas o de su composicion quimica. En esta fraccion, se observa un
incremento medio en la cantidad de carbono humico de los suelos enmendados
de 0,7 Mg ha®’. Este aumento tiene importantes implicaciones en la
estabilizacion de carbono organico ya que se produce en una de las fracciones
mas inertes o recalcitrantes de la MO del suelo y puede ser por tanto un
indicador de los procesos de secuestro de carbono en el suelo.

A continuacion, la discusion se centra en los cambios producidos en la
estructura quimica de los acidos humicos (AH) obtenidos a partir de las
fracciones de carbono humico, libre y enlazada, descritas en el parrafo anterior.

Los AH se caracterizaron mediante analisis elemental, termogravimetria,
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espectroscopia de infrarrojos FT-IR, cromatografia de filtracion en gel (HPLC-
SEC) y resonancia magnética nuclear de **C (RMN-*3C) de sélidos.

Los andlisis realizados confirman diferencias estructurales entre los AH
de ambas fracciones, ademas de las existentes entre los AH del suelo control y
los extraidos de los suelos enmendados. Los resultados (Capitulo 6, tablas 3y
4), reflejan fundamentalmente que los AH de la fraccion enlazada contienen
mayor proporcion de estructuras aromaticas, mayor contenido en carbono y
menor en nitrdgeno, que los AH de la fraccion libre. Asi mismo, se observa la
persistencia de componentes mas labiles o de menor estabilidad térmica en la
estructura de los AH de los suelos enmendados respecto a los del suelo
control, lo que refleja la incorporacion de MO humificada de las mezclas de
compost, de naturaleza menos recalcitrante que la de los AH naturales, a la
estructura de los AH del suelo. En los AH de los suelos enmendados también
se encuentra un aumento en la proporciéon de fracciones de elevado peso
molecular respecto al suelo control (Capitulo 6, figura 3).

El analisis por RMN-*C muestra con mas detalle las diferencias en la
estructura de los AH (Capitulo 6, figura 4, tablas 5y 6). Los espectros muestran
el predominio en la estructura de los AH de un esqueleto de carbono alquilico
formado por largas cadenas de polimetileno (-CH»-). En los espectros de la
fraccion libre se aprecia también la existencia de &atomos de carbono
cuaternario, lo que indica la presencia de cadenas de alquilo muy ramificadas.
Este esqueleto carbonado, caracteristico de la estructura de los AH, puede
haberse formado por la oxidacién y polimerizacion de lipidos de bajo peso
molecular y puede ser el precursor de formas de carbono estable y recalcitrante
en el suelo. Otra caracteristica de los espectros de RMN-*C de AH es la
presencia de atomos de carbono de grupos metoxilo (-OCHs-) de
hemicelulosas y lignina. La intensidad relativa a esta sefial aumenta en los
espectros de los AH de los suelos enmendados respecto a los del suelo control
como consecuencia de la incorporacion de wunidades de lignina
correspondientes a las mezclas de compost.

Uno de los resultados méas relevantes es la aparente estabilizacion
bioquimica, a través de procesos de humificacion, de formas de carbono labil
en la estructura de los AH de la fraccion libre. Los atomos de carbono de

alcoholes alifaticos y de grupos éter, propios de los polisacéaridos estructurales
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(celulosa y hemicelulosas), producen sefiales con desplazamientos quimicos
de 50-110 ppm. En los espectros de los AH, esta region esta dominada por una
sefal a 73 ppm cuya intensidad relativa es mayor en los espectros de los AH
libres de los suelos enmendados. La sefial se atribuye a atomos de carbono de
anillos de carbohidratos de hemicelulosas o de complejos lignina-hemicelulosas
afadidos al suelo con las mezclas de compost de alperujo. De todos los
tratamientos destacan nuevamente, en cuanto a la intensidad relativa de esta
sefal, los AH de los suelos enmendados con la mezcla TOS en su fase inicial
y termdfila, lo que refleja una mayor proporcion de grupos O-alquilo en la
estructura de estos AH, a diferencia de los del resto de tratamientos.

La incorporacion o proteccion de carbohidratos en la fraccion de carbono
hamico menos recalcitrante de estas muestras se confirma por una segunda
sefal a 63 ppm, presente de forma exclusiva en los espectros de los AH de los
suelos enmendados con las mezclas TOS inicial y termofila. Esta sefal
corresponde, en las hemicelulosas, a los atomos de carbono C-6 (en las
hexosas) y C-5 (en las pentosas).

Una evidencia mas es la sefial con desplazamiento quimico de 103 ppm
que se atribuye al atomo de carbono anomérico C-1 de los polisacéaridos. Esta
seflal no se observa en los espectros de los AH del suelo control y es mas
intensa en los espectros de los AH de los suelos enmendados con las mezclas
TOS inicial y termofila, debido a la rica composicion en lignocelulosa de estas
mezclas de compost preparadas con restos de poda (Capitulo 3). Estos
cambios estructurales persisten tras cinco meses de incubacion.

La regidbn de carbono aromatico, que comprende desplazamientos
quimicos de 110-160 ppm, es la segunda en importancia en los espectros de
RMN-'C de AH, después de la correspondiente al carbono alquilico. En esta
region, las sefiales a 130 y 150 ppm corresponden a atomos de carbono
aromaticos con sustituyentes y a atomos de carbono fendlicos de la lignina. En
general, los espectros de AH del suelo control y de la fraccion enlazada
contienen en su estructura mayor proporcion de carbono aromatico que los AH
libres, como ya mostraban los resultados de los andlisis térmico y de
espectroscopia FT-IR. Asi mismo, la relacién entre la proporcion relativa de
carbono de grupos O-alquilo y la de carbono aroméatico muestra un aumento en

la complejidad estructural de los AH libres durante la incubacion asi como el
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mayor grado de estabilidad de los AH enlazados. Los AH enlazados poseen
también en su estructura mayor proporcién de atomos de carbono de grupos
carboxilo, carbonilo, y amida que los AH libres.

Los resultados obtenidos, expuestos detalladamente en esta memoria,
cubren los objetivos que se marcaron al inicio del trabajo. A parte de las
conclusiones especificas de cada capitulo, se obtienen las siguientes

conclusiones globales:

1. En el compostaje de alperujo se demuestra que la biodegradacion de la
MO depende de las caracteristicas originales del residuo, de su
composicion lignocelulésica, y de la disponibilidad del nitrégeno
aportado. Del mismo modo, se encuentra que el alto grado de
humificacién en los compost finales se debe a la particular composicién

quimica del alperujo.

2. La composicion lignocelulosica del alperujo asi como la baja
disponibilidad de nitrégeno disminuyen las emisiones de CO,, CH; y
N,O durante el compostaje. Las emisiones de CH; estdn muy
influenciadas por la presencia de estiércol en la mezcla inicial y las de
N,O por la fuente de nitrégeno, que puede aumentar el impacto
ambiental del compostaje de alperujo como en el caso de la adicion de

urea en el proceso.

3. Laidoneidad del compost de alperujo para promover la estabilizacion de
carbono en el suelo a largo plazo se evidencia mediante la baja cantidad
de carbono mineralizado en los suelos enmendados junto con la
prevalencia de la fraccion de carbono dificil de degradar, incluso en las

mezclas iniciales poco transformadas.
4. La degradacion en el suelo del alperujo seco (procedente del

almacenamiento en balsa) tiene un comportamiento similar al de las

mezclas mas transformadas de alperujo fresco. Esto refleja que la
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fraccion lignocelulésica del alperujo gobierna su dinamica de

degradacion en el suelo, al igual que se observo durante el compostaje.

Los cambios observados en las diferentes fracciones de carbono
hamico en los suelos enmendados demuestran la incorporacion de
componentes de la fraccién lignoceluldsica del alperujo a las formas de
carbono méas inertes del suelo, quedando protegidas frente a la

mineralizacion.

La incorporacion de poda en el compostaje favorece la estabilizacién
bioquimica de compuestos de carbono labiles (holocelulosa, fracciones
de carbono hidrosoluble y soluble en alcali) en la fraccibn humica del

suelo.

El uso de compost de alperujo como enmendante organico resulta
eficaz en la estrategia de estabilizar carbono en el suelo a largo plazo.
Hay un beneficio neto al final del proceso dada la resistencia del
material a la degradacion durante su compostaje (no se degrada mas
del 50% de la MO inicial) y la baja mineralizacion de carbono tras su
aplicacion al suelo. A esto se suma el escaso impacto ambiental de su

compostaje evaluado mediante la emision de GEI.

El disefio experimental en el estudio de los procesos de humificacion se
hizo de acuerdo al modelo RothC de secuestro de carbono. Los
resultados pueden ser utilizados en el futuro en la optimizacion de
experiencias de campo dirigidas a secuestrar carbono en los suelos del

propio olivar.
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IV. MATERIALES Y METODOS







V.1. MATERIALES

1.1 Materiales organicos empleados.

Los materiales organicos empleados, tanto el alperujo como los
subproductos agricolas seleccionados para su compostaje, se obtuvieron de la
finca experimental Venta del Llano perteneciente al Instituto de Investigacion y
Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA) en Mengibar (Jaén), donde también se

elaboraron las pilas de compostaje en planta piloto (Apartado V.1.2).

El alperujo utilizado fue de dos tipos: alperujo fresco (TPOMW,
terminologia inglesa: two-phase olive mill waste) y alperujo seco (D-TPOMW,
terminologia inglesa: dry two-phase olive mill waste). El alperujo fresco fue el
producido en la almazara de la finca durante la primera campafia de
molturacion (primer afio experimental), entre los meses de noviembre y marzo,
mientras que el alperujo seco llevaba un afio almacenado en balsa de
desecacion. Este sistema de biodegradacion natural se usa tradicionalmente
como etapa previa al tratamiento del residuo mediante compostaje, a su
procesamiento por otros métodos como la cogeneracién (produccion de
energia) o la digestion anaerobia, o como etapa final antes de deshacerse del

residuo mediante incineracion.

Los materiales solidos agricolas seleccionados para compostar con el
alperujo fueron:

- Restos de poda de olivo, como agente estructurante.

- Estiércoles de caballo y de oveja, como fuente de nitrdgeno.

También se utilizd6 en algunos casos urea como fuente de nitrégeno
mineral.

Se muestrearon y caracterizaron los alperujos y los tres materiales

agricolas. Las técnicas de muestreo se presentan en el Apartado V.1.3.

1.1.1. Alperujos
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Se realiz6 un estudio de las caracteristicas fisico-quimicas de los

alperujos (tabla V.1).

TABLA V.1 Caracterizacion de los alperujos y de los materiales agricolas seleccionados como
agentes estructurantes y fuentes de nitrégeno.

Aperio Moo Tpogae Eerl Esérol
Humedad (%) 59,5 35,9 36,7 48,8 41,0
MO (%) 86,4 65,5 91,0 41,6 51,8
Cor (%) 47,4 32,5 44,4 21,6 26,4
Nt (g kg™ 12,6 13,3 11,1 19,5 8,7
Cor/Nt 37,8 24,5 39,9 11,1 30,3
pH 5,84 8,23 5,94 8,16 7,43
CE (dSm™) 2,94 2,92 0,01 9,70 3,75
Lignina (%) 43,4 32,7 33,6 21,6 20,0
Hemicelulosa (%) 39,5 19,4 23,9 9,1 10,3
Celulosa (%) 18,8 20,4 28,5 9,5 24,4
Con (%) 8,6 3,4 9,9 2,0 1,2
Polifenoles (%) 1,1 0,6 1,3 0,2 0,1
Carbohidratos (%) 1,4 0,6 4.4 0,4 0,2
Cexr (%) 18,8 7.9 15,8 6,4 3,8
Can (%) 11,6 5,4 14,6 5,3 3.1
Car (%) 7,2 2,5 1,2 1,1 0,7
P (g kg™ 0,7 1,3 1,0 4,2 1,4
K (%) 0,9 1,5 0,3 2,6 1,1
Fe (mg kg™) 1.570 4.015 630 5.355 6.250
Cu (mg kg™) 22 28 42 49 21
Mn (mg kg™) 37 47 44 215 181
Zn (mg kg™ 24 37 13 71 45
B (mg kg™) 153 259 36 349 149
Pb (mg kg™) 7 13 8 17
Cd (mg kg™) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ni (mg kg™) 64 90 88 61 49
Cr (total) (mg kg™) 36 60 71 28 25

MO: materia organica; Cor: carbono organico total; Nt: nitrogeno total; CE: conductividad
eléctrica; Con: carbono organico hidrosoluble; Cexr: carbono extraible con alcali; Cay: carbono
de acidos huimicos; Car: carbono de acidos fllvicos.
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En el alperujo fresco, el contenido en materia organica (MO) y carbono
organico total (Cot) encontrado fue considerablemente alto (86,4% y 47,4%,
respectivamente), asi como los contenidos de lignina (43,4%), hemicelulosa
(39,5%) y celulosa (18,8%), principales constituyentes de esta materia
organica. Los valores de estos parametros fueron del orden de los contenidos
en los restos de poda, otro material lignocelulésico. El carbono extraible en
alcali (Cexr), que contiene el carbono de los acidos humicos (Can) y fllvicos
(Car), constituyo otra de las fracciones organicas mas importantes (18,8%) y la
relacion Co1/Nt resultd elevada debido al bajo contenido en nitrégeno total (Nt)
(12,6 g kg') en este material. Con respecto al contenido en micronutrientes,
destaca la abundancia de Fe y la ausencia de Cd. Se detectd la presencia de
otros metales pesados como Pb y Ni, siempre por debajo de los limites
superiores establecidos por la legislacion esparfiola para fertilizantes (Real
Decreto 824/2005, de 8 de julio).

Por comparacion con los valores obtenidos para el alperujo fresco se
comprobd la biodegradacion sufrida por el alperujo seco. Se pudo verificar que
se habia producido una pérdida de MO y una concentracion de los nutrientes
como consecuencia de la pérdida de peso (tabla V.1). En cuanto a los
componentes de la MO, la hemicelulosa fue el constituyente mas degradado
asi como las fracciones de carbono organico hidrosoluble (Con) Yy Cext cuyas
concentraciones se redujeron a mas de la mitad, respecto a las encontradas en

el alperujo fresco.

1.1.2. Agentes estructurantes y fuentes de nitrégeno.

Como se ha descrito en el Apartado 1.1, los materiales agricolas
seleccionados para proporcionar al alperujo una estructura fisica y composicion
quimica adecuadas para su correcto compostaje fueron restos de poda de olivo

y estiércoles de oveja y caballo.

Los restos de poda estuvieron formados por la fraccion mas fina de la
poda (no se utilizaron ramas de didmetros superiores a 8-10 cm, lo que se

conoce como lefia) y por las hojas. El analisis de este material (tabla V.1)
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mostro, ademas de un alto contenido en MO de naturaleza lignocelulésica, una
elevada concentracion de compuestos organicos hidrosolubles (Con: 9,9%;
carbohidratos: 4,4%; polifenoles: 1,3%). Los valores de Nt fueron bajos y la
relacion Cot/Nt alta, ambos muy proximos a los encontrados en el alperujo

fresco.

En los estiércoles de oveja y caballo, empleados como fuente de
nitrdgeno, la presencia de la paja procedente de la cama les proporciond un
valor estructurante adicional. La caracterizacion fisico-quimica de estos
estiércoles mostro valores de pH ligeramente alcalinos, tipicos de estos
residuos, y una conductividad eléctrica (CE) moderada en el estiércol de
caballo y alta en el estiércol de oveja, mas rico en sales y compuestos

organicos solubles (tabla V.1).

El contenido en metales pesados (Cu, Ni, Pb, Zn y Cr) detectados en los
tres materiales mezclados con el alperujo estuvo por debajo de los limites
superiores establecidos segun el Real Decreto 824/2005, de 8 de julio, sobre

productos fertilizantes.

1.2. Proceso de compostaje.

La elaboracion de las pilas se efectu6 tomando como referencia la
relacion Co1/Nt, cuyo valor idoneo para la proliferacion de los microorganismos
debe estar comprendido entre 25 y 35 en la mezcla inicial. Ademas se tuvieron
en cuenta las caracteristicas fisicas del alperujo que, por su elevada humedad
y escasa porosidad, hace que la estructura inicial de la pila constituya un punto
clave en la iniciaciéon del proceso de compostaje, ya que se necesita una
textura que permita la aireacion. La tabla V.2 muestra la composicion de cada

una de las mezclas asi como la terminologia empleada para su identificacion.

En la primera campafa (primer afio experimental), tras el analisis de los
materiales a compostar y con el objetivo de obtener variabilidad en la
composicién quimica de las mezclas iniciales, se elabor6 una primera pila (TS)

con una relacion 1:2 en peso seco de alperujo fresco y estiércol de oveja. Esta
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TABLA V.2 Composicién de las mezclas.

Terminologia de la mezcla ® Composicion ® Pila
TPOMW (T) + Sheep manure (S) Alperujo fresco (33%) + Estiércol de oveja (67%) TS
D-TPOMW (DT) + Sheep manure (S)  Alperujo seco (50%) + Estiércol de oveja (50%) DTS
TPOMW (T) + Horse manure (H) Alperujo fresco (33%) + Estiércol de caballo (67%) THU
+ Urea (V) + Urea (14 kg ton'l)

TPOMW (T) + Olive tree prunings (O) Alperujo fresco (20%) + Restos de poda (20%) + TOS

+ Sheep manure (S) Estiércol de oveja (60%)

TPOMW (T) + Olive tree prunings (O) Alperujo fresco (30%) + Restos de poda (70%) + TOU

+ Urea (V) Urea (9 kg ton™)

#Terminologia inglesa utilizada en los articulos cientificos. Las letras entre paréntesis forman el
acrénimo correspondiente a cada pila.
b Proporciones en peso sobre materia seca.

es una mezcla tipica empleada en las plantas de compostaje del sur de
Espafia. Se preparé una segunda pila (DTS) con alperujo seco y estiércol de
oveja en la que se variaron ligeramente las proporciones anteriores por la
menor humedad del alperujo seco y para ajustar la relacién Co1/Nt. La tercera
pila (THU) se elabor6 con alperujo fresco y utilizando una fuente de nitrégeno
diferente, el estiércol de caballo. Esta pila fue enriquecida con urea como
fuente de nitrégeno mineral debido al bajo contenido en N; (8,7 g kg™d)
encontrado en el estiércol. Por altimo, se prob6 el efecto de la adicién de un
agente estructurante adicional, restos de poda de olivo, en una cuarta pila
(TOS) en la que se sustituyd parte del alperujo fresco por este material. En la
segunda campafia (segundo afo experimental) se prepararon las mismas
mezclas arriba descritas, con las mismas proporciones iniciales, mas otra
nueva (TOU) utilizando restos de poda de olivo como agente estructurante y

urea como unica fuente de nitrégeno.
Las pilas se dispusieron en forma trapezoidal (5 m de largo, 2 m de

ancho en la base y 1 m de alto) conteniendo aproximadamente cinco toneladas

cada una. Los composts se prepararon por el sistema de aireacion de pila movil
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con volteos periddicos (figura V.1). Las pilas se voltearon cada dos semanas
durante seis meses, lo que corresponde a 24 semanas de fase bio-oxidativa, y
posteriormente se dejaron en reposo durante un periodo de maduracion de dos
meses. La humedad de las pilas se mantuvo en torno al 40-60% mediante
riegos realizados durante los volteos. El seguimiento del proceso se realizé in
situ mediante la toma diaria de la temperatura a 50 cm de profundidad, en
puntos diferentes de cada pila. Las nueve pilas mostraron una evolucién similar

y tipica del compostaje de alperujo.

AT N

Figura V.1 Detalle de los volteos realizados en la planta de compostaje.

La tabla V.3 recoge los puntos mas representativos del proceso de
compostaje en cada pila, seleccionados tras la observacion de las graficas de
temperatura. Estos puntos corresponden a las mezclas utilizadas en las
experiencias de mineralizacion (Parte Experimental: Apartado [11.2.1) y
humificacion (Parte Experimental: Apartado I11.2.4) de la MO en suelo.

TABLA V.3 Puntos criticos del proceso de compostaje de cada una de las pilas.

Puntos Fase Semanas de compostaje
12 campana 22 campaia

I Mezcla inicial 1 1

T1 Fase terméfila 8 6

T2 Fase terméfila 16 10

F Final de la fase bio-oxidativa 24 17

M (‘nmlnncf madiiro 2 26
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1.3. Muestreo y preparacion de las muestras.

Se realiza un muestreo del alperujo generado durante la época de
molturacion en la Finca Experimental Venta del Llano (Jaén), entre los meses
de noviembre y marzo, asi como del alperujo seco, tras un afio en balsa de
desecacion, y de los otros materiales agricolas utilizados: estiércol de oveja,

estiércol de caballo y restos de poda de olivo.

A lo largo del proceso se muestrean las pilas quincenalmente durante la
fase termdfila y al final del proceso. Tras los volteos se toman seis
submuestras, de 1 kg aproximadamente, distribuidas a lo largo de toda la pila,
se homogeneizan y se toman unos 4 kg de muestra representativa. Esta
muestra se divide en tres submuestras homogéneas. Una parte se utiliza para
la determinacion de la humedad. Otra parte (250-500 g) se congela para el
posterior analisis del nitrégeno en forma amonica. La otra submuestra (2-3 kg)
se seca al aire y se muele hasta un tamafo inferior a 0,5 mm para realizar el

resto de analisis quimicos.

1.4. Suelos.

Los suelos se muestrearon a una profundidad de 0-20 cm de tres zonas
agricolas diferentes. Dos de ellos son suelos de olivar y pertenecen, uno a la
finca experimental Venta del Llano en Mengibar, Jaén (37° 56’ 26,87” N y 3°
47 9,36” O), y otro a la Sociedad Agraria de Transformacién Casa Pareja,
situada en el término municipal de Jumilla, al noroeste de Murcia (38° 29’
16,78” Ny 1° 13’ 39,79” O). Las caracteristicas de los tres suelos se muestran
en la tabla V.4. Los dos primeros tienen una textura franco-arenosa (Jaén) y
arenosa (Jumilla), muy bajo contenido en MO (1,5 y 1,0%, respectivamente) y
pH alcalino (8,61 y 9,09). El otro suelo se recogi6 en la finca experimental Tres
Caminos perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC), en la provincia de Murcia (38° 6’ 7,47” Ny 1° 1' 57,62” O). Este es un
suelo en barbecho durante mas de diez afios de textura franco-arenosa, pobre
en MO (1,7%) y de pH alcalino (8,68).
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Se toma una muestra representativa de suelo, de cada zona estudiada,
a partir de diferentes submuestras recogidas aleatoriamente. Esta muestra se
homogeniza y se seca al aire. Una vez seca se rompen los agregados con un
rodillo y se pasa por un tamiz de 2 mm de luz de malla. De la fraccion fina se
obtiene la muestra media por el sistema de cuarteo y sobre esta se realizan los

analisis respectivos.

TABLA V.4 Principales caracteristicas de los suelos.

Propiedad Suelo

Jaén Jumilla Santomera
Arena gruesa (%) 2,5 32,6 0,5
Arena fina (%) 68,0 55,2 75,0
Limo (%) 15,8 5,7 10,1
Arcilla (%) 13,7 6,5 14,4
CaCOs; total (%) 33,9 20,9 48,8
MO (%) 15 1,0 1,7
N+ (%) 0,20 0,13 0,16
pH 8,61 9,09 8,68
CE (dS-m™) 0,186 0,272 0,164
P asimilable (mmol-kg™) 0,39 0,48 0,93
K asimilable (meq-kg'l) 9,2 3,7 59
Na soluble (meq-kg™) 3,9 1,9 1,9

MO: materia organica; Nt: nitrégeno total; CE: conductividad eléctrica.
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V.2. METODOS ANALITICOS

2.1. RESIDUOS ORGANICOS Y COMPOSTS

2.1.1. HUMEDAD (H)

Se determina como humedad el porcentaje de agua con respecto a la
muestra humeda, por diferencia de pesadas entre el material hUmedo y seco a
105°C durante 12 horas.

2.1.2. RESIDUO A CALCINACION (CENIZAS)

Se determina segun el método de Navarro et al. (1991) tomando como
cenizas el residuo obtenido de la calcinacion de la muestra a 430°C durante 24
horas. El contenido en cenizas se expresa en porcentaje respecto de muestra

Seca.

2.1.3. MEDIDA DEL pH Y CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (CE)

Se prepara un extracto acuoso 1:10 (p:v) y se agita mecanicamente
durante dos horas. La medida del pH se realiza con un electrodo de vidrio
CRISON modelo 2001.

En este mismo extracto, después de centrifugar a 4.000 rpm durante 20
minutos y filtrar con papel lavado a los &cidos, se determina la CE en un
conductimetro CRISON modelo GLP 31.

2.1.4. CAPACIDAD DE CAMBIO DE CATIONES (CCC)

Se obtiene mediante saturacién del complejo de cambio con bario y

determinaciéon del cation retenido por diferencia con un blanco (Lax et al.,
1986).

149



REACTIVOS:

- Agua exenta de CO..

Se hierve agua desionizada para eliminar el aire que esta disuelto
y, una vez fria, se satura de aire exento de CO, pasando una corriente
de aire sintético a través de una disolucion de NaOH al 10% y de un
tubo con cal sodada.

- Disolucion A de Mehlich (Mehlich, 1948).

Se disuelven 45 ml de trietanolamina en medio litro de agua exenta
de CO, y se afiade HCI 1:10 (v:v) hasta ajustar el pH a 8,1. Se enrasa el
volumen a 1 L con agua exenta de CO,. A continuacién se prepara una
disolucién de BaCl, disolviendo 50 g de BaCl,-2H,O en 1 L de agua
exenta de CO,. Las dos disoluciones, la de trietanolamina y la de BaCl,,
se mezclan.

- Disolucion B de Mehlich.

Se disuelven 25 g de BaCl,-2H,0 en 2 L de agua exenta de COa,.

- Sulfato amoénico 0,5 M.
- Acido clorhidrico 1:1 (v:v).

- Carbon activo.

PROCEDIMIENTO:

Se pesan, con precision de 0,0001 g, 1 g de muestra 'y 2 g de carbén
activo para retener las fracciones organicas de bajo peso molecular. Se
colocan en un tubo de percolacién con un filtro de membrana celulésica de 0,45
um de didmetro de poro y se mezclan. Si se prevé que la muestra puede
contener sulfatos se afiaden 25 ml de agua exenta de CO, y se deja reposar
durante dos horas, se filtra y se repite la operacién con otras tres fracciones
mas de agua para eliminar los sulfatos presentes en la muestra. Si la muestra

no contiene sulfatos no se realizan lavados, s6lo se humecta durante una hora.
Se afiaden 25 ml de disolucion A de Mehlich, y se deja percolar a una

velocidad de 10-12 gotas por minuto, recogiendo el percolado en un

Erlenmeyer para vacio, al que se ha agregado 5 ml de HCI (1:1) para evitar la
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carbonataciéon del bario de los reactivos. A continuacion se afiaden 25 ml de
reactivo B de Mehlich, se deja percolar a la misma velocidad y se recoge en el
mismo Erlenmeyer.

Se lava dos veces con 25 ml de agua exenta de CO, y una tercera con 75
ml, recogiéndose siempre los percolados en el mismo Erlenmeyer.
Paralelamente se prepara un blanco con 25 ml de reactivo A y 25 ml de reactivo

B en un Erlenmeyer para vacio al que se han agregado 5 ml de HCI (1:1).

Figura V.2 . Montaje disefiado para medir la CCC de los materiales organicos.

Todos los Erlenmeyer se calientan en una plancha hasta reducir el
volumen a la mitad y entonces se afiaden 15 ml de (NH4)>SO4 0,5 M, para
precipitar el BaSO,4. Una vez frios, se filtran los precipitados recogiendo el filtrado
en un matraz aforado de 250 ml y se lava el precipitado con agua acidificada con
HCI (1:1). El precipitado se incinera y calcina. De la diferencia de pesos de
BaSO, en el ensayo en blanco y en el problema, se calcula la CCC mediante la
expresion:

CCC meq/100 g = [(BaSO4 del blanco - BaSO, problema) x 856,9]
2.1.5. CARBONO ORGANICO TOTAL (Cor), NITROGENO TOTAL (N7)

Se determina por el método de Navarro et al. (1991) de analisis elemental

de carbono que se basa en la medida del anhidrido carbonico producido al
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quemar la muestra a 1.020°C en un analizador elemental, previa destruccion de
carbonatos. En el caso del nitrdgeno total, se utiliza una trampa que retiene el
CO..

REACTIVOS:

- Atropina
- Acido clorhidrico 1:20 (v:v).

PROCEDIMIENTO:

La muestra tamizada a 0,5 mm se muele en un molino de bolas de agata
hasta conseguir una completa homogeneizacion. Para Cor se pesan de 1 a 2
mg, con precisiéon de 0,001 mg, en una capsula de estafio. Se destruyen los
carbonatos que puedan existir e interferir en la medida mediante la adicion de
unas gotas de una disolucion de HCI 1:20 (v:v) y se deja secar en desecador.
Para Nt se pesan de 2 a 3 mg de la muestra, con precisiéon de 0,001 mg. Las
muestras se introducen en un analizador elemental, previamente calibrado con

atropina, y se utiliza una trampa de CO..

2.1.6. CARBONO ORGANICO HIDROSOLUBLE (Co)

Se determina el carbono organico extraido con agua desionizada en un

analizador de carbono TOC.

REACTIVOS:

- Biftalato de potasio 10 g/L de carbono.

PROCEDIMIENTO:

Se extrae la muestra con agua desionizada en proporcion 1:20 (p:v)
durante dos horas. Se centrifuga a 4.000 rpm durante 20 minutos. El
sobrenadante se filtra por una malla de fibra sintética.
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Se prepara una recta patron de 0 a 2 g/L de carbono con biftalato de
potasio. Tras realizar la dilucion adecuada de la muestra se introduce en el
analizador de carbono TOC previamente calibrado con disoluciones patron de

biftalato de potasio.

2.1.7. CARBOHIDRATOS SOLUBLES

Se determina por el método de la antrona, descrito por Brink et al. (1959).

REACTIVOS:

- D(+) glucosa
- Disolucién de antrona al 0,2% en H»,SO, concentrado. Debe estar

recién preparada.

PROCEDIMIENTO:

Se realiza una extraccion de la muestra con agua desionizada en la
proporcion 1:20 (p:v). Se agita mecanicamente durante dos horas, se centrifuga

a 4.000 rpm y se filtra con malla.

Se prepara una recta patron a partir de una disolucion de 25 mg/L de
glucosa. Se toman 0, 1, 2, 3, 4 y 5 ml de esta disolucion y se completan con

agua destilada hasta obtener un volumen final de 5 ml.

Se toman 5 ml de extracto acuoso problema o de la disolucién patron y se
le afladen 10 ml de disolucion de antrona, se agita unos 15 segundos y se deja
en reposo durante 15 minutos para que desarrolle el color. Después de este
tiempo se mide la absorbancia de las disoluciones coloreadas a una longitud de
onda de 625 nm y se determina la concentracion de carbohidratos respecto a la

recta patron.
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2.1.8. POLIFENOLES

Se determinan mediante una modificacion del método Folin (Maestro-
Duran et al., 1991).

REACTIVOS:

- Carbonato sodico 20%.
- Reactivo Folin-Ciocalteu.

- Acido caféico.

PROCEDIMIENTO:

Se realiza una extraccion de la muestra con agua desionizada en la
proporcién 1:20 (p:v). Se agita mecanicamente durante dos horas, se centrifuga

a 4.000 rpm y se filtra con malla.

Se prepara una recta patron a partir de una disolucién de 60 ppm de acido
caféico. En matraces aforados de 50 ml se afiaden 0, 1, 2, 3, 4y 5 ml de la
disolucién anterior, posteriormente se adicionan 2,5 ml de reactivo Folin-
Ciocalteu, se agita y tras tres minutos se afiaden 5 ml de una disolucion de
Na,CO; 20% y se lleva a enrase con agua desionizada. Estas disoluciones
contienen 0, 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 y 6,0 ppm de acido caféico.

A 0,5 ml del extracto acuoso problema, en matraces aforados de 50 ml, se
adicionan 2,5 ml de reactivo Folin-Ciocalteu y 5 ml de carbonato sédico 20%
como en la recta patron y se lleva a enrase. Estas disoluciones y las de la recta
patron se dejan en reposo una hora y se mide la absorbancia en un
espectrofotometro a 725 nm, calculandose la concentracion de polifenoles

respecto a la recta patron.

2.1.9. CARBONO EXTRAIBLE (Cexr)
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Se determina el carbono extraido con una disolucion de hidroxido de

sodio (Cexr) en un analizador de carbono TOC.

REACTIVOS:

- Hidréxido de sodio 0,1 M.

- Biftalato de potasio.

PROCEDIMIENTO:

Se realiza una extraccion con hidroxido de sodio 0,1 M en la proporcion
1:20 (p:v). Se agita mecanicamente durante cuatro horas, se centrifuga a 4.000
rpm durante 20 minutos y se filtra por malla sintética. Se procede del mismo
modo que para la determinacion del carbono organico hidrosoluble en el

apartado I1.1.6.

2.1.10. FRACCIONAMIENTO DEL CARBONO DE ACIDOS HUMICOS (Cpy) Y
FULVICOS (Car)

Precipitacion de los acidos humicos a pH < 2 en el extracto de hidréxido
de sodio correspondiente al carbono extraible (Cexr) (Sanchez-Monedero et al.,
1996).

REACTIVOS:

- Acido sulfrico concentrado.

PROCEDIMIENTO:

Una vez obtenido el extracto de materia organica con hidroxido de sodio,
se adiciona acido sulfurico concentrado hasta un pH < 2. Se deja en reposo a
4°C durante 24 horas para conseguir una completa precipitacion de los acidos
hamicos. Estos se separan del sobrenadante (acidos fulvicos) por centrifugacion

a 4.000 rpm durante 20 minutos y posterior decantacion. En los &cidos falvicos,
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se determina el carbono (Car) como se hace para el carbono extraible (Apartado
2.1.6). El carbono de los acidos humicos (Can), se calcula por diferencia entre el
carbono total extraible y el carbono de acidos fulvicos. El resultado se expresa
en porcentaje:

%Cext = %Can + %Car

2.1.11. NITROGENO EN FORMA AMONICA (N-NH,")

Se determina espectrofotométricamente la intensidad de coloracion verde
del complejo producido al reaccionar el ibn amonio con salicilato de sodio en
presencia de dicloroisocianurato de sodio como fuente de cloro, nitroprusiato de
sodio como catalizador (Sommer et al., 1992) y citrato de sodio como
complejante de calcio y magnesio para evitar su precipitacion como hidroxidos a

valores de pH mayores de 12 (Kempers y Zweers, 1986).

REACTIVOS:

- Reactivo A (preparar diariamente):
Se disuelven 7,813 g de salicilato de sodio y 25 mg de nitroprusiato
de sodio, y se enrasan juntos a 100 ml con agua desionizada.

- Reactivo B:
Se disuelven 4,0 g de hidroxido de sodio y 0,5 g de
dicloroisocianurato de sodio, y se enrasan a 100 ml con agua
desionizada (pH 13).

- Reactivo C:
Se disuelven 9,33 g de citrato de sodio, y se enrasan a 100 ml con
agua desionizada.

- Cloruro de potasio 2 M.

- Sulfato de amonio 400 mg/L de nitrgeno amaonico.

PROCEDIMIENTO:

Se realiza una extraccion con cloruro de potasio 2 M sobre la muestra

fresca en la proporcion 1:20 (p:v). Se agita mecanicamente durante dos horas,
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se centrifuga a 4.000 rpm durante 15 minutos y se filtra con papel lavado a los

acidos.

A partir de una de disolucion de sulfato de amonio de 25 mg/L de
nitrégeno en forma amodnica, se obtiene una recta patron de 5 a 25 mg/L de
nitrégeno. Se toman 0,4 ml de muestra obtenida en la extraccion con cloruro de
potasio 2 M, o de las disoluciones patrén, y se afiaden 1,6 ml de reactivo A, 6,4
ml de agua desionizada, 0,8 ml de reactivo B y 0,8 ml de reactivo C. Se mezcla
bien y se deja en reposo en la oscuridad durante 45 minutos para un adecuado
desarrollo del color. Pasado este tiempo, se mide en el espectrofotometro a la
longitud de onda de 660 nm y se determina la concentracidon de amonio respecto

a la recta patron.

2.1.12. NITROGENO COMO NITRATOS (N-NO3)

Medida del nitrogeno en forma de nitratos en un cromatografo idnico
HPLC.

PROCEDIMIENTO:

Se realiza una extraccion de la muestra seca con agua desionizada en la
proporcién 1:20 (p:v) agitando mec&nicamente durante dos horas. Se centrifuga

a 4.000 rpm y se filtra con filtros de jeringa.

La muestra diluida en la proporcién adecuada con agua desionizada,
calidad HPLC, se inyecta en el cromatdgrafo idnico previamente calibrado con
una disolucion de NaNOj3 recientemente preparada que contiene 6 ppm de NOgz

y se obtiene lectura directa de la concentracion en el extracto.
2.1.13. NITROGENO ORGANICO (Norg)
Se obtiene por diferencia entre el nitrogeno total del apartado 2.1.5 y las

formas inorganicas (amonio y nitrato) de los apartados 2.1.11 y 2.1.12

respectivamente:

157



%Nore = %NT - (Y%0NNH4 + %NNo3)

2.1.14. LIGNINA KLASON

Se considera como lignina Klason el residuo insoluble que queda después
de un ataque &cido de la muestra y se determina segun la norma ANSI/ASTM.

American National Standard Institute (1977a).

REACTIVOS:

- Acido sulfarico 72%.

PROCEDIMIENTO:

Se pesa 1 g de muestra (P;), con precision de 0,0001 g, en un vaso de
precipitados de 100 ml. Se mezcla bien con 15 ml de H,SO, 72% y se deja
reposar 12 horas. Se trasvasa el contenido del vaso a un matraz de 1.000 ml y

se afladen 560 ml de agua desionizada para pasar de H,SO,4 75% a H,SO4 3%.

Se ajusta un tubo refrigerante o condensador al matraz y se mantiene a
ebullicion durante cuatro horas en una manta calefactora, al cabo de las cuales
se deja sedimentar el sélido y se filtra en una placa filtrante, secada en estufa a
105°C y pesada (P.). El sélido filtrado se lava con agua destilada caliente hasta
que el pH del agua de lavado no sea acido, se seca en estufa a 105°C durante

12 horas y se pesa (P3).
Se toman unos 100 mg del sdlido seco y se calcinan en mufla a 430°C
durante 24 horas, obteniéndose asi su porcentaje en materia organica (MO,). El

contenido en lignina se calcula con la siguiente expresion:

(P3 - P,) x (%MO,) x 100

% Lignina =
P1 x (100 - %H)
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donde %H es el porcentaje de agua respecto a muestra seca al aire y molida.

2.1.15. HOLOCELULOSA

Al producto obtenido después de la deslignificacion de la muestra se le
llama holocelulosa y se determina segun la técnica descrita por Browning,
(1967).

REACTIVOS:

- Acido acético glacial.
- Clorito sédico.

PROCEDIMIENTO:

Se pesan 2 g de muestra (P;), con precision de 0,0001 g, en un
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad y se afiaden 63 ml de agua destilada. A la
suspension se le afiaden 0,2 ml de &cido acético glacial y 0,6 g de clorito sddico.
Se cubre con un vidrio de reloj y se introduce al bafio maria (70-80°C), agitando
de vez en cuando. Este proceso se repite dos veces mas. Al finalizar la tercera
hora, se coloca el Erlenmeyer en un bafio de agua-hielo hasta que la
temperatura baje a 10°C. Se filtra en placa filtrante, previamente pesada (P,) y
se lava con agua destilada hasta eliminacion de la coloracion amarilla.
Posteriormente se lava con agua desionizada caliente, se deja secar a 60°C y se

pesa (P3).

Al solido obtenido se le determinan los porcentajes de humedad (%Hy) vy
de materia organica (%MOy) del mismo modo que en los apartados 2.1.1y 2.1.2,
respectivamente. El contenido de holocelulosa se calcula de acuerdo con la
expresion:
(P3 - P2) x (100 - %Hy) x (%6MOy)

%Holocelulosa =
P1x (100 - %H)
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donde %H es el porcentaje de agua con respecto a muestra seca al aire y

molida.

2.1.16. CELULOSA

Se determina segun la norma ANSI/ASTM D, American National
Standards Institute, (1977b).

REACTIVOS:

- Hidréxido sodico 17,5%.
- Hidréxido sodico 8,3%.

- Acido acético 10%.

PROCEDIMIENTO:

Se pesa 1 g de holocelulosa (P;), secada al aire, con precision de 0,0001
g, en un Erlenmeyer de 100 ml. Se afiaden 5 ml de NaOH 17,5% mezclando con
una varilla de vidrio. Cada cinco minutos se afnaden 2,5 ml de NaOH, hasta
consumir un total de 12,5 ml y se mantiene 30 minutos a temperatura ambiente.
Se afiaden 16,5 ml de agua destilada a 20°C para pasar de NaOH 17,5% a

8,3%, se mezcla bien y se mantiene durante una hora a temperatura ambiente.

Se filtra en placa filtrante de peso conocido (P2) y se lava con 50 ml de
NaOH 8,3% y posteriormente con agua desionizada. Se repite el lavado con
NaOH y agua desionizada dos veces. Se corta la succién y se afiaden 7,5 ml de
acido acético 10% y se deja en contacto tres minutos. Se vuelve a conectar el
vacio y se lava con agua desionizada hasta neutralidad del filtrado. Se seca a

105°C en estufa durante 12 horas y se pesa (P3).
Se calcula el contenido en materia organica (%MOc¢) del sélido obtenido,

de acuerdo con el apartado 2.1.2 y el contenido en celulosa se calcula de

acuerdo con la expresion:
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(P3 - P2) X (%MOc¢) x (%Holocelulosa) x 100

% Celulosa =
P1 X (%MOy) x (100-%H})

2.1.17. HEMICELULOSA

La holocelulosa se considera la suma de la hemicelulosa y la celulosa, por
lo tanto el contenido en hemicelulosa es calculado por diferencia entre la

holocelulosa y la celulosa.

2.1.18. INDICE DE GERMINACION (IG)

Se determina de acuerdo con la técnica propuesta por Zucconi et al.,
(1981).

REACTIVOS:

- Etanol 50%.

PROCEDIMIENTO:

Se humedece el material hasta alcanzar el 60% de humedad y se deja
equilibrar en reposo durante 30 minutos. Se afiaden 13,5 ml de agua
desionizada por gramo de muestra seca para diluir este extracto hasta el 10% y

se filtra con membrana celuldsica de 0,45 um de diametro de poro.

En placas Petri de 10 cm de diametro, cubiertas con papel de filtro, se
ponen ocho semillas de Lepidium Sativum y se afiade 1 ml del extracto acuoso,
se realizan diez duplicados. Las semillas se incuban a 27°C durante 48 horas en
la oscuridad. Transcurrido este tiempo, se afiade 1 ml de una mezcla de etanol y
agua 1:1 (v:v), para detener el crecimiento de las plantas. Se cuenta el nUmero

de semillas germinadas y la longitud de las raices por placa.
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Los resultados se expresan como indice de germinacion, el cual se
obtiene al multiplicar el porcentaje de germinacion (%G) y el porcentaje de

crecimiento de las raices (%L) respecto al control y dividir por cien.
%IG = %G x %L / 100
2.1.19. MINERALIZACION DE LA MUESTRA.

Digestion nitrico-perclérica de las muestras segun el método

recomendado por Abrisqueta y Romero (1969).
REACTIVOS:

- Acido nitrico concentrado (d = 1,33 g/cm?®).
- Acido perclérico 60%.
- Acido clorhidrico 0,5 M.

PROCEDIMIENTO:

En un tubo de digestion con enrase hasta 50 ml se pesan
aproximadamente 0,25 g de muestra con una precision de 0,0001 g. Se afiaden
3 ml de mezcla nitrico-perclérica (2:1) y se deja macerar durante tres o cuatro
horas. Se calienta a 150°C durante una hora y a 210°C durante dos horas en
blogue digestor. Las paredes y fondo se lavan con acido clorhidrico 0,5 M hasta

llevar el volumen a 25 ml y a continuacion se filtra con papel lavado a los acidos.

2.1.20. SODIO, POTASIO, CALCIO, MAGNESIO, HIERRO, MANGANESO,
COBRE, CINC, PLOMO, CADMIO, CROMO Y NIQUEL.

Sodio y potasio se determinan mediante emision atdmica, en diluciones
adecuadas del extracto de mineralizacion. Se afiade LaCl;z (0,1% La) como
supresor de ionizaciobn. El resto de los elementos se obtienen por
espectrofotometria de absorcion atémica, en diluciones adecuadas del extracto
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de mineralizacion de las muestras. Calcio y magnesio se miden en presencia de
cloruro de lantano (0,1% La), para evitar la interferencia de los fosfatos. En el
caso del cromo se utiliza NH4Cl al 2% como modificador de matriz.

2.2. CUANTIFICACION DE LA EMISION DE GASES DE EFECTO
INVERNADERO EN PILAS DE COMPOSTAJE

Las concentraciones de CO,, CH4 y No,O se miden mediante un sistema
de camara cerrada situado en la cima de las pilas (Sommer et al., 2004) donde
los gases generados se acumulan durante un periodo de 30 minutos. Las
muestras de gases se toman semanalmente durante la fase bio-oxidativa y

quincenalmente durante la etapa de maduracion.

Las camaras de aluminio (volumen: 0,010 m?® &rea: 0,038 m? se
distribuyen en cinco puntos distintos sobre la superficie de la pila y se
introducen 5 cm hacia el interior de la misma para evitar el escape de los gases
acumulados (figura V.3). La colocacion inicial de las camaras (tiempo 0) se
realiza con una diferencia de un minuto entre ellas, de forma que entre la

primera camara y la ultima hayan transcurrido cinco minutos.

Figura V.3 Colocacion y distribucion de las camaras cerradas sobre la superficie de las pilas de
compostaje.

La toma de muestra se realiza en el espacio de cabeza (figura V.4). A

tiempo 0, 15 y 30 minutos, se extrae una muestra de gas (8 ml) mediante una
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jeringuilla desechable y se almacena en un tubo a vacio de 5 ml (vacutainer®)

para su posterior analisis por cromatografia de gases.

Figura V.4 Toma de muestra. Se muestran los tubos (vacutainer®) donde se almacenan las
muestras de gas.

El cromatografo de gases utilizado es un equipo Varian CP 4.900, con
columna PoraPlot Q (10 m de longitud, 0,15 mm de diametro interno) y detector
de conductividad térmica (TCD). Las condiciones de trabajo fueron:
temperatura de la columna de 50°C, temperatura del detector de 100°C, gas
portador He a una presion de 25 Psi. El flujo de gases se calcula mediante el
ajuste de los datos experimentales a un polinomio de segundo grado
(concentracion de gas vs tiempo) (Hao et al., 2001) y se expresa en gramos de

C 6 N por unidad de superficie (m?) y por tiempo (dia).

2.3. ENSAYOS DE MINERALIZACION DE LA MATERIA ORGANICA EN
SUELO

La medida de la cantidad de carbono mineralizado en suelos
enmendados se realiza mediante andlisis del C-CO, desprendido de los suelos
enmendados durante experiencias de incubacion. Los ensayos constaron de

las siguientes etapas:

2.3.1. PRE-ACONDICIONAMIENTO DEL SUELO
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Incubacién previa del suelo durante un periodo de siete dias, a 25°C y
40% de su capacidad de retencion hidrica, con la finalidad de reactivar la flora
microbiana del suelo seco y estabilizarla antes de proceder con la incubacion.

Se realiza en un recipiente hermético que contiene un pequefio vial con
agua desionizada, para minimizar las pérdidas de humedad del suelo, y otro
vial con disolucién de NaOH 0,1 M para capturar el CO, generado (figura V.6).
Durante este periodo es necesario airear de forma periddica el recipiente para

asegurar las condiciones aerdbicas en su interior.

-~y
——

Figura V.6 Pre-acondicionamiento de los suelos antes de su uso en las experiencias de

incubacion.

2.3.2. INCUBACION DE LOS SUELOS ENMENDADOS

Las enmiendas organicas utilizadas en estas experiencias son las
correspondientes a los cinco puntos criticos (I, Ty, Tp, F y M) representativos

del proceso de compostaje de cada una de las mezclas TS, DTS, THU y TOS,

preparadas el 1° afio experimental (Apartado V.1).

Las enmiendas se afiaden al suelo pre-acondicionado en una proporcion
del 2%, equivalente a 48 t ha™ (0,5 g de enmienda orgénica en 25 g de suelo,
en peso seco). Los suelos enmendados, junto a un suelo control sin enmendar,
se incuban a 25°C durante dos meses en frascos de vidrio (frascos ISO) de 100
ml de capacidad, tal y como se muestra en la figura V.7.
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Figura V.7 Incubacion de los suelos enmendados y control.

2.3.3. ANALISIS DE LOS GASES

La medida del CO, desprendido de los suelos durante las incubaciones
se realiza mediante un sistema semiautomatico de toma de muestra y analisis
en continuo disefiado para la medida de CO, de forma regular a un maximo de
16 muestras (Mondini et al., 2010). El sistema opera como un sistema de
“camara abierta” en el que los recipientes de cristal que contienen las muestras
son aireados continuamente con un flujo de aire constante (0,13 ml/s) para
garantizar las condiciones aerbbicas del suelo. A intervalos de tiempo
regulares, un unico recipiente se transforma en un sistema de “camara cerrada”
durante 15 minutos mediante un sistema de dos valvulas “Microelectric
Multiposition Valve Actuators” de Valco Instruments Co. Inc., modelo
SC16MWE.

Durante el tiempo en el que el recipiente se mantiene como sistema
cerrado, el aire de su interior se recircula con un flujo constante de 0,13 mi/s
por medio de una bomba peristéltica. Esto permite la homogenizacion de los
gases formados que se acumulan durante ese tiempo. La concentracion de
CO; en el interior de la camara cerrada se mide automaticamente al comienzo

y al final del periodo mediante un cromatografo de gases Varian, CP 4.900.
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La velocidad de emision de CO, para cada una de las muestras se
calcula por diferencia entre la concentracion final e inicial de CO; en el intervalo
de tiempo de trabajo, y se expresa en pug de C-CO, por gramo de suelo y por
hora. Una vez finalizados los 15 minutos de medida, el sistema automatico de
valvulas selecciona la siguiente muestra que se transforma entonces en un
sistema cerrado en el que se realizan nuevas medidas de CO, como en el caso
descrito. El equipo realiza una medida de cada una de las 16 muestras cada
240 minutos (16 x 15 minutos), que es el tiempo necesario para completar un
ciclo de medidas. La figura V.8 esquematiza el funcionamiento del sistema en

Su conjunto.

2 & & & &
= e & e
2 & &2 2 2
- e & &
2 & & & &
e e e
Posicion
seleccionada v v
Salida
En;ir?eda —— —> aire
sintético L | 'li.' sintético

Medidaen W ;
recipiente |
seleccionado

Bomba peristéltica

Micro GC

Figura V.8 Descripcion del sistema de toma de muestra y analisis.

La emision de CO, se mide de forma regular durante los dos meses de
incubacion. La medida se realiza de forma continua durante los primeros cuatro
0 cinco dias de incubacion. Durante las tres semanas siguientes se realizan
periodos de medida continua de 48 horas aproximadamente, dos veces por

semana, y durante el segundo mes de incubacion se mide de forma continua
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durante periodos de 24 — 48 horas una vez por semana. En total se obtienen
una media de 100 determinaciones de la emision de CO, para cada una de las

muestras durante los dos meses de incubacion.

2.3.4. ESTUDIO CINETICO Y ANALISIS ESTADISTICO

Los datos relativos a las cantidades acumuladas del CO, desprendido
durante el periodo de incubacion (expresado en porcentaje de C-CO;
mineralizado respecto al carbono afiadido con la enmienda) se ajustaron a dos
ecuaciones cinéticas por el método de minimos-cuadrados no lineal mediante
el programa informatico SigmaPlot para Windows, version 10.0. Las

ecuaciones cinéticas usadas fueron las siguientes:

Modelo de primer orden: Cp, = Cp (1-exp(-kt))
Modelo de primer orden combinado: C, = Cr (1-exp(-kgrt)) + Cs (1-exp(-kst))

En estas ecuaciones C, representa el porcentaje de carbono
mineralizado a tiempo t (dias), Co es el porcentaje de carbono potencialmente
mineralizable y k es la constante de velocidad (dias™®). Ck y Cs son los
porcentajes de carbono mineralizable de las etapas rapidas y lenta,
respectivamente, y kr y ks las constantes de velocidad de dichas etapas en el

modelo combinado.

La validez del ajuste a los modelos cinéticos se realizdé por comparacion
de la suma de los cuadrados de los residuales (SCR) y evaluando el valor de la
F. En los casos en los que la SCR fuese menor en el modelo de primer orden,
se aceptaria el ajuste del primer modelo. Por el contrario, en los casos en que
la SCR del modelo de primer orden fuese mayor, la seleccion del mejor ajuste
se realiza mediante el test de la F para el incremento de SCR (Motulsky, 2004).
En este test, se tienen en cuenta la SCR y los grados de libertad (GL) de cada
uno de los ajustes, que vienen determinados por la diferencia entre el nUmero
de medidas realizadas y el nUmero de parametros usados en el ajuste (dos en
el caso del modelo de primer orden y cuatro en el modelo combinado). La

ecuacion que se aplico para calcular la F, es la siguiente:
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(SCR, - SCR,)
SCR,

(GL, - GL,)
GL,

donde, SCR; y SCR; son la suma de los cuadrados de los residuales del

modelo de primer orden y el modelo combinado, respectivamente, y GL;1 y GL,
son los grados de libertad de dichos modelos. A partir del valor de F, y
teniendo en cuenta los GL de los modelos, se calcula el nivel de probabilidad P
de que la disminucion de la SCR del modelo combinado frente al sencillo haya
sido causada por azar (hipétesis nula). Si P < 0,05, la disminucién de la SCR
del modelo combinado es significativa, frente al modelo sencillo, y por tanto el

modelo combinado es el que genera un mejor ajuste.

El nivel de significacion de los parametros cinéticos se realiz6 mediante
la prueba T de Student comparando por parejas los parametros obtenidos para
cada pila a los distintos grados de madurez (I, T;, T2, F, M). La ecuacién

utilizada en esta prueba, es la siguiente:

donde, C1 y C,, son las estimaciones de los parametros cinéticos comparados;
S1 Y Sp, SUS respectivas desviaciones estandar; y n, el total de datos usados

para el ajuste a las ecuaciones cinéticas.

Al tratarse de comparaciones multiples y para evitar falsos positivos, se
utilizé el ajuste de Bonferroni para ajustar el nivel de significacion en relacion al
namero de comparaciones realizadas simultaneamente. En el caso de cinco
pardmetros, el nimero de combinaciones posibles seria 10 (obtenido mediante

la ecuacion k(k-1)/2, donde k es el numero de parametros). El nivel de
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significacion corregido se calcula dividiendo el nivel de probabilidad deseado

(en nuestro caso P < 0,05) por el nUumero de combinaciones posibles.

2.4. ENSAYOS DE HUMIFICACION DE LA MATERIA ORGANICA EN
SUELO

El estudio de los procesos de humificacion de la materia organica en

suelos enmendados consta de las siguientes etapas:

2.4.1. PRE-ACONDICIONAMIENTO DEL SUELO

Incubacion previa del suelo durante un periodo de siete dias, a 25°C y
40% de su capacidad de retencién hidrica, del modo descrito en el Apartado
2.3.1.

2.4.2. INCUBACION DE LOS SUELOS ENMENDADOS

Las enmiendas organicas utilizadas en esta experiencia son las
correspondientes a tres de los cinco puntos criticos (I, T, y M) representativos

del proceso de compostaje de las mezclas TS, THU y TOS, preparadas el 1°
afo experimental (Apartado V.1).

Se pesan 180 g (peso seco) de suelo pre-acondicionado y se adiciona la
enmienda organica en una proporcién del 2%, equivalente a 48 t hat. Se
preparan tres réplicas con cada enmienda. El suelo enmendado, junto a un
suelo control sin enmendar (también por triplicado), se incuba a 25°C durante
cinco meses (150 dias) en recipientes herméticos de plastico de 800 ml de
capacidad conteniendo un vial de 10 ml con agua desionizada para minimizar

las pérdidas de humedad del suelo.

Se toman 60 g de muestra (peso seco) de cada recipiente transcurridos
90 dias de incubacion y al final de la misma (150 dias). Se secan al aire y se
conservan en bolsas de cierre hermético para la posterior extraccion de las

sustancias humicas.
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2.4.3. EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE LAS SUSTANCIAS
HUMICAS (SH)

En la Parte Experimental de esta memoria (Apartado 111.2.4, figura 1), se
muestra un esquema del procedimiento de trabajo, basado en la extraccion
secuencial de las SH y en su fraccionamiento mediante la variacion del pH y el

uso de una resina de Polivinilpirrolidona (PVP).

PROCEDIMIENTO:

Se pesan 45 g de muestra de suelo seco y se realiza una extraccion
(2:20 p/v) con NaOH 0,5 M durante una hora en atmosfera de nitrégeno. El
extracto se centrifuga durante 15 minutos a 4.000 rpm y se filtra a vacio con
filtros de celulosa de 0,4 um. En este extracto se encuentran los &acidos
hamicos (AH) y falvicos (AF) no enlazados a la fraccion mineral del suelo
(fraccion de SH “libres”). Se conservan, a parte, 60 ml de este extracto para la
posterior separacion de las fracciones humica y no humica (Apartado 2.4.4) y la

determinacion del Cor de cada una de ellas (Apartado 2.4.5).

A continuacion, se realiza una segunda extraccion (1:10 p/v) con una
disolucién de Na4sP,0; 0,1 M y NaOH 0,1 M sobre el residuo solido de la
primera extraccion. Se mantiene en agitacion durante una hora en atmoésfera
de nitrégeno. El extracto se centrifuga durante 15 minutos a 4.000 rpm y se
filtra a vacio con filtros de celulosa de 0,4 um. En este segundo extracto se
encuentran los AH y AF quimicamente enlazados a la fraccion mineral del
suelo (fraccion de SH “enlazadas”). Se conservan, a parte, 60 ml de este
extracto para la posterior separacion de las fracciones himica y no humica
(Apartado 2.4.4) y la determinacion del Cor de cada una de ellas (Apartado
2.4.5).

Los AH se precipitan a pH < 2 en cada uno de los extractos mediante

adicién de H,SO,4 concentrado. Se deja en reposo a 4°C durante 24 horas para
conseguir una completa precipitacion de los AH. Estos se separan del
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sobrenadante (AF) por centrifugacion a 4.000 rpm durante 20 minutos y posterior
decantacion. Los AH se redisuelven en NaOH 0,5 M y se tratan con Amberlita
IR-H" hasta alcanzar pH neutro. Después se liofilizan para su posterior

caracterizacion (Apartado 2.4.6).

Los AF de cada extracto se fraccionan a su vez para separar la MO no
humificada (NH) de los verdaderos AF. Se realiza mediante cromatografia de
adsorcion (extraccion en fase solida, SPE) sobre PVP (Leita y De Nobili, 1991)
(Apartado 2.4.4). Una vez obtenidos los AF, se tratan con Amberlita IR-H" hasta

alcanzar pH neutro antes de su liofilizacion.

2.4.4. SEPARACION DE LAS FRACCIONES HUMICA Y NO HUMICA.
FRACCIONAMIENTO DE LOS AF.

Como se indica en el Apartado 2.4.3, se han conservado, a parte, 60 ml
de cada uno de los extractos para proceder a la separacion de las fracciones
hamica y no hdmica de cada uno de ellos, mediante SPE con PVP

empaquetada en columna (De Nobili, 1991).

REACTIVOS:

- Hy,SO4, 0,1 N

- NaOH, 0,5N

- Polivinilpirrolidona
- Lana de vidrio

- Papel de filtro

- Jeringas de 10 ml

PROCEDIMIENTO:

Acondicionamiento de la resina de PVP:
Se realiza un primer lavado de la resina con agua desionizada seguido
de dos lavados con H,SO4, 0,1 N. Se enjuaga de nuevo con agua desionizada

y se lava a continuaciéon con NaOH, 0,5 N. Se enjuaga con agua y se realizan
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dos ultimos lavados con H,SO4, 0,1 N. La resina queda asi acondicionada en

su forma —H".

Preparacion de la columna:
La jeringa utilizada como columna es de 10 ml. Se coloca un trozo de
papel de filtro del didmetro de la jeringa y un poco de lana de vidrio en su

interior y posteriormente se rellena con la resina entre 6-8 ml.

Separacion de las fracciones:

Se toma una alicuota de 25 ml de cada extracto y se separan los AH por
precipitacion a pH 1,5 mediante adicion de H,SO, concentrado. El extracto se
centrifuga durante 15 minutos a 4.000 rpm y se filtra a vacio con filtros de

celulosa de 0,4 um.

La fraccion de AF en disolucion se pasa por la columna de PVP
previamente acondicionada en forma —H". En la resina quedan retenidos los AF
debido a sus caracteristicas fendlicas mientras que la componente no
humificada (NH) atraviesa la columna. La resina de PVP forma puentes de
hidrogeno principalmente con grupos fendlicos, hidroxilo y carboxilo (figura
V.10).

H h.ll‘f—o OH [Tf—ﬁ

1 CH——CH; —CH CHa CH CHa CH— CH; 4+

ECE _
X
Ef—
o

Figura V.10 Estructura de la resina de PVP. Interaccién mediante enlace por puente de

hidrégeno con grupos fendlicos.
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Se hace pasar por la columna la disoluciéon de H,SO4 0,1 N y el
eluyente (componente NH) se recoge en un matraz de 50 ml, etiquetado como
fraccidon A, y se enrasa con la disolucion de H,SO4 0,1 N.

A continuacion, se eluyen los AF retenidos en la resina haciendo pasar
la disolucién de NaOH 0,5 N por la columna. Esta fraccion se recoge en un
matraz de 25 ml etiquetado como fraccion B. Antes del enrase con NaOH 0,5
N, los AH previamente separados se redisuelven, con unas gotas de esta
disolucién y se adicionan al mismo matraz (fraccion B) formando asi la fraccion
hamica (AH + AF).

2.4.5. Cor DE LAS FRACCIONES HUMICA Y NO-HUMICA

El Cor de las fracciones NH (fraccion A) y humica (fraccion B), obtenidas
de acuerdo con el Apartado 1.4.4, se determina mediante el método de
oxidacion humeda con K,Cr,0O7 (Walkley y Black, 1934) modificado.

2.4.6. CARACTERIZACION DE LOS ACIDOS HUMICOS (AH)

4.6.1. ANALISIS ELEMENTAL

La composicion elemental (C, H, y N) de los AH liofilizados (Apartado
2.4.3) se determina por duplicado en un analizador elemental (Apartado 2.1.5).
El contenido en oxigeno se calcula por diferencia y, por tanto, puede contener

trazas de azufre y/o fésforo.
4.6.2. ANALISIS TERMICO

Los analisis termogravimétricos de los AH liofilizados (Apartado 2.4.3) se
realizan en un equipo SDT-2960 simultaneo DSC-TGA, de TA Instruments. Las
condiciones experimentales para la obtenciéon de los termogramas fueron:
atmosfera estatica de aire, temperatura de equilibrio de 30°C seguido de
calentamiento desde 30 hasta 105°C a una velocidad lineal de 5°C min™ para

calcular la humedad de los acidos himicos. Pasados 10 minutos se eleva la
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temperatura desde 105 hasta 680°C (5°C min™). El contenido de cenizas de los

acidos humicos se calcula a partir del residuo inorganico restante. Las

principales pérdidas de peso tienen lugar en los rangos de temperatura 110-

350°C (W31) y 350-550°C (W,). Con la informaciéon generada en los

termogramas se determina el indice de labilidad térmica de los AH (Ry):
R1=Wy/W;

4.6.3. CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL (HPLC-SEC)

REACTIVOS:

- Tris-hidroximetilaminometano (Tris), 0,75 mM, pH 7,3.
- Acido fosférico

-KCI, 0,1 M

- NaOH, 0,1 N

PROCEDIMIENTO:

La distribucion de pesos moleculares de los AH se obtiene mediante
cromatografia de exclusién (HPLC-SEC) sobre una columna Biorad BioSil 250
calibrada con fracciones de sustancias humicas de baja polidispersion y
disoluciones estandar de sulfonato de poliestireno con los siguientes pesos
moleculares: 77, 17, 8, 6,8 y 5 kDa. El eluyente utilizado es la disolucién de Tris
ajustada a pH 7,3 con acido fosforico.

Las muestras liofilizadas de AH (Apartado 2.4.3) se disuelven en la
minima cantidad de NaOH 0,1 N y se diluyen con Tris 0,75 mM hasta una
concentracion de 0,1 mg/ml. Se ajusta de nuevo el valor de pH a 7,3.

El detector UV-Vis se ajusta a una longitud de onda de 320 nm en el caso

de los AH libres y a 400 nm en el caso de los AH enlazados a la fraccién
mineral del suelo (Apartado 2.4.3).
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4.6.4. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FT-IR).

Los espectros de infrarrojo se realizan en un espectrofotometro Perkin-
Elmer 16F PC FT-IR sobre pastillas de KBr. Las pastillas se obtienen al
mezclar 1 mg de muestra de AH liofilizado con 300 mg de KBr para

espectroscopia, previamente seco.

4.6.5. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE **C DE SOLIDOS (CPMAS-TOSS
RMN-C).

Los experimentos en estado sélido de CPMAS-TOSS utilizan la técnica de
la polarizacion cruzada y rotaciéon en el angulo mégico (Cross Polarization-
Magic Angle Spinning: CPMAS) y eliminan las bandas de rotacion del espectro
(Total Suppression of Side-bands: TOSS) que a veces pueden complicar su

analisis.

Los espectros se registraron con un espectrometro Varian 300 MHz
operando a una frecuencia de resonancia para el *C de 75,42 MHz. Los
experimentos de CPMAS se llevaron a cabo con una anchura espectral de 50
kHz, 90° de pulso de 6,7 ms, tiempo de contacto de 1,5 ms, velocidad de
rotacion de 4 kHz, retraso de pulso de 4 s y tiempo de adquisicion de 35 ms.
Los espectros se obtuvieron tras la adquisicion de 20.000 scans y se dividieron
en 6 regiones correspondientes a los siguientes intervalos de desplazamiento
quimico (ppm): 0-45 (alquilo); 45-65 (N-alquilo y metoxilo); 65-95 (O-alquilo);
95-108 (acetal); 108-160 (fenilo); 160-210 (carboxilo, amida, éster y carbonilo).
Las areas se estimaron mediante el software del equipo Briker Topspin 20.
Para estimar el &rea en la region del C-carboxilico y evitar la interferencia de la
medida del carbono debido a carbonatos se realizd la deconvolucion de los

espectros para aislar las sefales y medir cada una de forma independiente.
2.5. SUELOS

2.5.1. HUMEDAD (H)
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Siguiendo el mismo procedimiento descrito para los residuos organicos y
muestras de compost (Apartado 2.1.1).

2.5.2. CARBONO ORGANICO TOTAL (Cor), NITROGENO TOTAL (N)

Se realiza quemando la muestra a 1.020°C en un analizador elemental
NA 1500. Siguiendo el mismo procedimiento descrito para los residuos organicos

y muestras de compost (Apartado 2.1.5).

2.5.3. MATERIA ORGANICA (MO)

Se obtiene multiplicando el valor de Cor obtenido en el Apartado 2.5.2 por
el factor 1,72 (Navarro et al., 1991).

2.5.4. MEDIDA DEL pH Y LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (CE)

Los valores de pH en agua se midieron sobre pasta saturada, utilizando

pH-metro con electrodo de vidrio CRISON modelo 2001.

Para la medida de la CE se obtiene un extracto salino 1:5 (p:v) previa
agitacion mecanica durante una hora. Se utiliza un conductimetro CRISON
modelo GLP 31.

2.5.5. ANALISIS GRANULOMETRICO

Separacion de las fracciones gruesas por tamizado y de las finas por
sedimentacion, utilizando un dispersante apropiado y después de eliminar los
carbonatos (Guitian y Carballas, 1976).

REACTIVOS:

-Perdxido de hidrégeno de 110 volimenes

-Acido acético
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-Disolucion dispersante: Hexametafosfato sodico al 5%

PROCEDIMIENTO:

Segun su contenido en materia organica y sales solubles, se pesa con
precision de 0,01 g una cantidad tal de suelo fino y seco al aire que, una vez
eliminada la materia organica con peroxido de hidrogeno y las sales solubles,
gueden aproximadamente 10 g.

Se destruyen los carbonatos para obtener mejor dispersion, afiadiendo
300 ml de agua y 9 ml de acido acético a cada muestra. Se agita suavemente
hasta que la reaccidon sea completa (que se aprecia por la desaparicion del
burbujeo). Se centrifuga y se decanta el liquido sobrenadante. Para eliminar la
materia organica, se afiaden 200 ml de agua desionizada y 30 ml de perdxido de
hidrégeno de 110 volumenes. Se agita y se calienta para facilitar su destruccion.
Se evapora el exceso de agua, se seca y se pesa. A continuacion se afiaden 60
ml de disolucién dispersante y agua hasta un volumen de 200 ml. Se agita en

una botella de un litro durante ocho horas.

Se coloca, sobre una probeta de un litro, un embudo de boca ancha y
sobre él un tamiz de 50 um de luz. Se pasa la muestra por el tamiz lavando con
agua varias veces. En el tamiz queda retenida la arena gruesa y fina, que se
pasa a una capsula tarada, la cual se seca y pesa. La diferencia entre la primera
determinacion (arena gruesa + arena fina) y la segunda (arena gruesa) da el

valor de la arena fina.

Se afiade agua destilada a la probeta hasta completar 1 L y se agita. Tras
haber tomado la temperatura, se saca la varilla del agitador lentamente y se
toma nota del tiempo. Se determina el tiempo necesario para la sedimentacion
segun la ecuacién de Stokes (Black, 1965). Transcurrido este tiempo, ocho horas
aproximadamente dependiendo de la temperatura, se introduce la pipeta de
Robinson 10 cm en la probeta y se toman 20 ml que se pasan a una capsula
tarada. A continuacion, la capsula se seca y se pesa. El valor asi obtenido

corresponde a la fraccion menor de 20 um que es una mezcla de limo y arcilla.
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La suspension restante se agita nuevamente y se deja reposar ocho
horas si la temperatura es de 20°C segun la ley de Stokes. Transcurrido este
tiempo, se toman 20 ml con la pipeta Robinson, introduciéndose 10 cm en la
probeta, y se pasan a una capsula tarada. A continuacion, la capsula se secay

se pesa. Esta fraccion representa la arcilla, fracciéon menor de 2 um.

En estos pesos obtenidos para limo + arcilla y para arcilla hay que tener
presente el peso del dispersante afadido. Para ello se toman 10 ml de
dispersante, se seca y se pesa. Con este valor se corrigen los valores antes
obtenidos. La diferencia entre la primera determinacion (limo + arcilla) y la

segunda (arcilla) da el valor del limo.

2.5.6. TEXTURA

A partir de los porcentajes calculados en el analisis granulométrico, para
arenas, limos, y arcillas, y mediante el diagrama de texturas propuesto por el
United States Salinity Laboratory Staff (USDA, 1999) se clasifica el suelo en el

tipo textural correspondiente.

2.5.7. CARBONATOS TOTALES

Medida del volumen de anhidrido carbdnico por accion del &acido
clorhidrico sobre los carbonatos de la muestra (U.S. Salinity Laboratory Staff,
1954).

REACTIVOS:

-Acido clorhidrico 1:1

-Carbonato calcico

PROCEDIMIENTO:
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Calibracion del calcimetro Bernard con carbonato calcico puro, y
deduccion, de este ensayo, del peso de muestra a tomar para que las lecturas
obtenidas representen directamente porcentajes de carbonato calcico. Se calibra

con 0,3 g de CaCOgs seco.

2.5.8. FOSFORO ASIMILABLE

Extraccion del fosforo que se encuentra en el suelo en forma asimilable
para las plantas (Watanabe y Olsen, 1965). Determinacion colorimétrica
mediante la reduccion del complejo molibdofosfato amdnico con acido ascorbico
(Murphy y Riley, 1962).

REACTIVOS:

-Bicarbonato sodico 0,5 M (pH 8,5)

-Carbon activo

-Acido sulftrico 2,5 M

-Fosfato monopotasico

-Reactivo A:
Se disuelven 12 g de molibdato amoénico en 250 ml de agua. Se
disuelven 0,2908 g de tartrato de amonio y potasio en 100 ml de
agua. Llevar a 2 L con &cido sulfurico 2,5 M.

-Reactivo B (Preparar diariamente):

Se disuelven 1,056 g de acido ascorbico en 200 ml de reactivo A.

PROCEDIMIENTO:

Se pesan 10 g de muestra, se afiade 1 g de carbon activo y 100 ml de
NaHCOs. Se agita mecanicamente durante 30 minutos y se filtra con papel

lavado a los acidos.
A partir de una disolucion de fosfato monopotasico de 5 mg/L de P se

prepara una recta patron entre 0,5y 4 ppm de P. Se toman 2 ml de muestra o de

patron y se afiaden 4 ml de agua, 2 ml de H,SO,4 2,5 M y 2 ml de reactivo B
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recientemente preparado. Se agita y se deja en reposo durante 30 minutos. Se

mide la absorbancia a 696 nm.
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ABREVIATURAS

AF: acidos fulvicos.

AH: acidos humicos.

AN: alperujo fresco (nuevo).

AV: alperujo seco (viejo).

DTS: pila de compostaje compuesta por alperujo seco y estiércol de oveja
(1:1). El acronimo se forma de la terminologia inglesa: dry two-phase
olive mill waste (DT), sheep manure (S).

EC: estiércol de caballo.

EO: estiércol de oveja.

FT-IR: “Fourier Transform Infrared Spectroscopy” Espectroscopia de
Infrarrojos por Transformada de Fourier.

GEI: gases de efecto invernadero.

HPLC: “High Performance Liquid Chromatografy” Cromatografia liquida de
alta resolucion.

HPLC-SEC: “Size Exclusion HPLC” Cromatografia de Exclusion Molecular
HPLC.

IPCC: “Intergovernmental Panel on Climate Change” Panel
Intergubernamental sobre Cambio Climético.

MO: material organica.
P: restos de poda de olivo.
PVP: polivinilpirrolidona.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.
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RothC: Rothamsted carbon model.
RSU: residuos soélidos urbanos.
SH: sustancias humicas.

SPE: “Solid Phase Extraction” Cromatografia de filtracion en gel (extraccion
en fase solida).

THU: pila de compostaje compuesta por alperujo fresco, estiércol de caballo
(1:2) y urea. El acronimo se forma de la terminologia inglesa: two-phase
olive mill waste (T), horse manure (H), urea (U).

TOS: pila de compostaje compuesta por alperujo fresco, restos de poda de
olivo y estiércol de oveja (1:1:3). El acrénimo se forma de la terminologia
inglesa: two-phase olive mill waste (T), olive tree prunings (O), sheep
manure (S).

TOU: pila de compostaje compuesta por alperujo fresco, restos de poda de
olivo (1:2) y urea. El acronimo se forma de la terminologia inglesa: two-
phase olive mill waste (T), olive tree prunings (O), urea (U).

TS: pila de compostaje compuesta por alperujo fresco y estiércol de oveja

(1:2). El acronimo se forma de la terminologia inglesa: two-phase olive
mill waste (T), sheep manure (S).

U: urea.

186



