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PROLOGO

Hemos celebrado en Sevilla las V Jornadas de la Red Espafnola de Compostaje y el Comité
Organizador de las Jornadas no quiere dejar de mostrar su pesar por el fallecimiento de Carlos
Martinez Orgado, quien fuera presidente de honor de la Fundacién para la Economia Circular. Por
la trayectoria profesional de Carlos a favor de la sostenibilidad y el medio ambiente, cuando
comenzamos con la preparaciéon de estas jornadas, no tuvimos duda que seria el mejor ponente
posible para la conferencia inaugural, y él acept6 el ofrecimiento con la mayor disponibilidad e
interés. Aunque las desafortunadas circunstancias ocurridas han impedido que nos enriqueciera
con su experiencia, la Red Espafnola de Compostaje quiere expresar su agradecimiento.

La presente edicion de las Jornadas ha mostrado el dinamismo de la investigacion sobre
residuos organicos a nivel espafol. El mundo de los residuos, su generacion, diversidad y usos,
es cambiante, y los investigadores espafioles nos vamos adaptando constantemente a estos
cambios. Las 85 comunicaciones presentadas son muestra del esfuerzo e interés con que
afrontamos los nuevos retos que la sociedad nos plantea. Nuestras investigaciones en los
variados campos y disciplinas cientificas, abordados en estas jornadas, mantienen la ténica de las
anteriores ediciones de una maxima calidad y rigor cientifico. Si alguna caracteristica particular de
estas jornadas se pudiera resaltar frente a las anteriores, seria quizas la presencia de un mayor
numero de trabajos con amplio grado de aplicabilidad.

En este sentido cabe destacar las nuevas aplicaciones que se han puesto de manifiesto en
las comunicaciones de la linea tematica Ill dedicada a las innovaciones biotecnoldgicas: el
explotar el potencial de cada componente y/o uso de los residuos organicos, incluyendo las
aplicaciones energéticas, es sin duda el camino para conseguir ese objetivo que es la “economia
circular”. Ademas, en lo biotecnolégico nos queda camino en el conocimiento de “la biologia” de
los procesos y de los usos. La creciente practica de la agricultura integrada y ecoldgica requiere
cada dia mas atencion desde diversas disciplinas cientificas. Desde nuestros estudios hay
potencial para el desarrollo de productos y servicios que ofrezcan calidad contrastada para los
usuarios finales de productos, sean ciudadanos, industrias o agricultores.

Las comunicaciones de la linea tematica | sobre compostaje y otras tecnologias de
valorizacién, han puesto de manifiesto como el uso de nuevas técnicas de andlisis instrumental
marcan un nuevo escenario para el seguimiento de los procesos de tratamiento y del
comportamiento agronémico de las aplicaciones realizadas. Asimismo, el uso de nuevas vias de
valorizacién como la fermentacion en estado sélido o la obtencién de distintos tipos de
biofertilizantes, posibilitan un marco alternativo de nuevos usos dentro de la economia circular. Es
necesario insistir de nuevo aqui en que cualquiera que sea la alternativa de tratamiento elegida es
crucial la calidad y adecuada seleccién de los materiales de partida; especialmente en el caso de
los residuos urbanos y desde aqui instamos a nuestras administraciones a la necesaria instalacion
del quinto contenedor dedicado a la recogida selectiva de la fraccion organica de RSU. Ello
evitaria las dificultades para la comercializacion de compost bioestabilizado con que se
encuentran actualmente las plantas de tratamiento de RSU. Igualmente se hace necesaria una
legislacion clara y aplicable para los biosélidos.
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La linea tematica Il recogia los trabajos sobre usos de los residuos orgéanicos. La
agricultura y la horticultura, junto con la jardineria y los viveros, son el nicho natural de nuestros
productos. La materia organica es y serd la vida de nuestros suelos y el soporte de nuestra
alimentacion, a pesar de las continuas agresiones que nuestra sociedad impone continuamente al
compartimento suelo. Hemos adquirido en las ultimas décadas amplio conocimiento sobre como
mantener y mejorar la calidad del suelo y los investigadores que tratamos con el suelo debemos
seguir siendo referentes para aumentar la implantacién de “buenas practicas agricolas”. Sin
embargo, se pone de manifiesto la dificultad de transferencia del conocimiento al sector agricola, y
particularmente al de la agricultura ecoldgica. En este afio 2016, que de nuevo vuelve a ser el mas
calido de la historia, hay que recordar la relevante aportacion del correcto manejo de los residuos
y de los suelos como sumideros de Carbono, y como mitigadores de la emisién de gases de
efecto invernadero.

Estamos lejos de los objetivos de recuperacién y reciclaje que como sociedad nos hemos
marcado, y desde nuestra posicion de cientificos y tecnélogos en estas materias, manifestamos
desde la Red Espanola de Compostaje nuestra voluntad de ayudar y hacer nuestro papel. Pero
pedimos a nuestros gestores y politicos no sélo que nos dejen hacer, sino un apoyo creciente a la
investigacion en general y a este campo en particular, y una mayor valentia en la adopciéon de
politicas activas de defensa del medio ambiente. Consideramos que existen dificultades a nivel
normativo y legislativo, comprensibles si se tiene en cuenta la diversidad de procesos y productos
involucrados, pero que es necesario superar mediante normas claras y homogéneas para el
conjunto del Estado. Expresamos nuestra intencion de ser oidos y tenidos en cuenta y solicitamos
de la administraciéon que ejecute una necesaria labor de coordinacion entre los muchos agentes
sociales involucrados.

Agradecemos desde la organizacion de las Jornadas y desde la REC la colaboracién de
las empresas patrocinadoras sin las cuales hay que decir que éstas no hubieran sido posibles.
Pero también demandamos una participacién empresarial y una colaboraciéon de las
administraciones publicas mas activa que vaya mas alla de la contribucién econémica. Sélo asi se
podra conectar a las necesidades sociales y de mercado la investigacion cientifica que se realiza
desde la REC. Por ultimo, no podemos dejar de reconocer y agradecer a la Universidad de Sevilla
la cesion del Pabellén de México, sede de las Jornadas, y la sede del Rectorado en la que tuvo
lugar el coctel de bienvenida.

Los editores
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COMUNICACIONES ORALES
PLENARIAS:

COMPOSTAJE Y OTRAS TECNOLOGIAS DE VALORIZACION
DE LOS RESIDUOS ORGANICOS EN EL AMBITO DE LA
ECONOMIA CIRCULAR
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FUNCIONES DEL SUELO Y SERVICIOS ECOSISTEMICOS:
IMPORTANCIA DE LA MATERIA ORGANICA

Teodoro Maraién', Engracia Madejon'
" IRNAS, CSIC, Avenida Reina Mercedes 10, 41012 Sevilla, teodoro@irnase.csic.es

Resumen: Se presenta el concepto de servicio ecosistémico y su aplicacion en la valoracion y gestion del
capital natural. Se aplica el marco conceptual de los servicios ecosistémicos a la evaluacién de los suelos y
sus servicios de abastecimiento, regulaciéon y culturales. La valoracién econémica de los servicios de
regulacién del suelo puede superar al valor de la produccién de alimentos. Se destaca la importancia de la
materia organica en el suelo y la aplicacién de compost derivado de los residuos organicos, en un contexto
de economia circular. La aportacién de servicios ecosistémicos puede dar un valor afadido al compost y a
sus derivados.

Palabras clave: Compost, ecoservicios, secuestro de carbono.

1. Introduccion

Los servicios ecosistémicos son las contribuciones directas e indirectas de los ecosistemas al
bienestar humano. A partir de la Evaluacion de los Ecosistemas del Milenio (MEA, 2005),
auspiciada por las Naciones Unidas, se ha extendido el uso de este concepto como una
herramienta para concienciar a la sociedad sobre nuestra dependencia de los sistemas ecolégicos
y para gestionar de una forma optimizada el capital natural.

Se han sistematizado los servicios, agrupdndolos en abastecimiento, regulacién y culturales.
Los servicios de abastecimiento (alimentos, materias primas) se pueden valorar econémicamente,
sin embargo los servicios de regulacion (calidad del aire y del agua, mitigacion del cambio
climatico, proteccion y formacién de suelo) y los servicios culturales (recreativos, estéticos,
espirituales), que son igualmente importantes para el bienestar humano, no siempre son valorados
y considerados en la toma de decisiones.

En la primera auditoria del capital natural de la Tierra se identificaron los principales motores
directos que afectan el estado de los ecosistemas (cambio del uso del suelo, cambio climatico,
contaminacién, especies invasoras) y los generadores indirectos de estos cambios (econoémicos,
demograficos, sociopoliticos). El informe llamé la atencion sobre la presion ejercida por la
actividad humana sobre las funciones naturales del Planeta y advirti6 que si no se cambian las
tendencias no sera posible mantener la capacidad de sustentar a las generaciones futuras (MEA,
2005). Siguiendo la metodologia y los planteamientos de la auditoria global se han evaluado los
servicios ecosistémicos de Espara (EME, 2011) y de Andalucia (Montes y Garcia Mora, 2012).

La publicacion en 2005 de los Informes del Milenio (MEA, 2005) y su difusion por internet en
varios idiomas supuso el inicio de un crecimiento exponencial en las publicaciones académicas
sobre las técnicas para evaluar los servicios ecosistémicos, asi como en los estudios de casos en
sistemas muy diversos (una busqueda en Scopus, el 11 noviembre 2016, resultd6 en 15.669
publicaciones con las palabras claves “ecosystem services”; ver también Vihervaara y col., 2010).
Al mismo tiempo, el concepto de servicios ecosistémicos ha sido incorporado a la politica y la
gestion de los ecosistemas en Europa; la Estrategia Europea sobre Biodiversidad (en su objetivo
2, actuacion 5) incluye el mandato de cartografiar y evaluar el estado de los ecosistemas y sus
servicios por los Estados miembros, no mas tarde de 2020 (Maes y col., 2016).
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Un nuevo avance en esta aproximacion ha sido la “Economia de los Ecosistemas y la
Biodiversidad” auspiciada por las naciones Unidas y la Unién Europea (TEEB, 2010). La gestion
del ecosistema se basa en el valor percibido y el uso de los servicios ecosistémicos. Este énfasis
en la valoracién econdémica de los ecoservicios tiene antecedentes en los trabajos de Costanza y
col. (1997) que estimaron el valor econémico total del Planeta, incluyendo los servicios
ecosistémicos y el capital natural que los produce.

2. Evaluacion de servicios ecosistémicos relacionados con el suelo

Los suelos son importantes para el bienestar humano, como ilustraba el cartel publicado por la
FAO con motivo del Afo Internacional del Suelo en 2015 (Figura 1). Sin embargo en los estudios
globales de evaluacion de servicios ecosistémicos no han sido considerados con suficiente
atencion. Existen trabajos recientes que se centran en el suelo como capital natural y evaltan en
detalle sus servicios ecosistémicos (ver revision en Baveye y col., 2016).

Funcion eS| = .- i
e | i e i ’
del =, Figura 1. Cartel de la
Suelormmg‘ - m._FAO sobre las funciones
I o del suelo y los servicios
Los suelos ecosistémicos que
aportan servicios contribuyen al bienestar
ecosistemicos ",,am L - h
quepermiten .= - 7 Gl umano.

lavida en la Tierra

Dentro del contexto del proyecto
RECARE, que estudia la prevencién y
recuperacién de suelos degradados en
Europa, se ha propuesto un marco
conceptual para evaluar los servicios
ecosistémicos relacionados con el suelo
(Scwilch y col., 2016). Las propiedades del suelo, que pueden ser inherentes o manejables,
influyen sobre los procesos que representan la capacidad del sistema para proveer servicios. Los
beneficios producidos por estos servicios son valorados por los individuos y la sociedad de una
forma explicita o implicita. Estas valoraciones influyen en la toma de decisiones y la mejora de la
gestién del suelo. Este marco conceptual se esta aplicando en la evaluacién de dos medidas de
recuperacion de suelos: adiciéon de enmiendas (Xiong y col., 2015) y plantacion de arboles
(Marafon y col., 2015), en el Corredor Verde del Guadiamar (Sevilla, Espafa), uno de los 17 sitios
de estudio del proyecto.

El valor de los servicios de regulacién del suelo puede ser bastante superior al valor de
producciéon de alimento o materia prima (servicios de abastecimiento). En un estudio de una
granja de vacas lecheras en Nueva Zelanda se estimé que el servicio de abastecimiento
(produccién de leche) solo representaba la tercera parte del valor econdmico total de los servicios
aportados por el suelo. La mayor parte (58%) del valor econdmico correspondia a los servicios de
regulacion, en particular de filtrado de contaminantes y nutrientes (nitrégeno y fésforo) (Dominati y
col., 2014).

Organizacion de [as Naciones
Unidas para la Alimentacion

¥ la Agricultura

3. Importancia de la materia organica del suelo

Dentro del suelo, la materia organica juega un papel esencial en las propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas (Figura 2). Todas estas propiedades se encuentran interrelacionadas, por lo
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que la importancia de la fraccion organica del suelo, a pesar de suponer menos de un 5% de la
fase solida del suelo, es vital.

Uno de los problemas del suelo en los agroecosistemas mediterraneos es la pérdida de materia
organica y el riesgo de desertificacion, cuando se baja del umbral de 1,7%. Para superar este
déficit de materia orgénica se utilizan técnicas de laboreo de conservacion, que incorporan los
residuos del cultivo al suelo. Otra solucion es la aplicacion de materia organica exoégena,
procedente de residuos organicos, que ademas contribuye al desarrollo de la deseada economia
circular. Se trata de emplear como fuente de materia organica para los suelos, aquella contenida
en determinados residuos organicos, consiguiendo de este modo, por una parte, mejorar la
fertilidad de los suelos tratados, y por otra, eliminar racionalmente los residuos mediante su
reciclado. Asi los residuos se convierten en RECURSOS para mejorar la calidad de los suelos,
constituyendo un aumento del capital natural.

El Catalogo Europeo de Residuos (CER) clasifica los residuos en veinte grupos principales con
sus correspondientes subgrupos y codigos de identificacion. De forma simplificada, los podemos
clasificar por su origen en los siguientes tipos: agrarios y forestales, ganaderos, industriales y
urbanos, considerando dentro de estos Ultimos a los residuos sélidos urbanos (basuras urbanas) y
los lodos de depuradora. Sin embargo, la aplicaciéon de algunos residuos organicos a los suelos
agricolas puede tener limitaciones, originando servicios negativos o disservicios. Algunos factores
no deseados son la presencia de materiales inertes y de mal olor, la contaminacién por
compuestos organicos y metales pesados, y los microorganismos patogenos. Por ello, el
compostaje Optimo de estos residuos y la

FiSICAS QuimicAs ., .
| | e obtencién de un compost de calidad es la
de agua v Efecto tampon H P4 . f
,Aumin.ode‘adm_,ada,,a,m ,Mejf,,;‘,eﬁ;d,spomb”‘mdde mejor soluciéon para estas limitaciones y la
e putrientes ¥ micronutrientes eliminacién de los disservicios.

Figura 2. Esquema con las
principales funciones de la materia

FUNCIONES DE LA
MATERIA ORGANICA
i organica sobre las propiedades
BIOLOGICAS

¥ Estimulacién de sustancias bioldgicas activas (vitaminas, fisicas, quimicas y bioldgicas del

hormonas, antibiéticos, aminoacidos)
v Aumento de la diversidad microbiana suelo.
v Aumento de la funcionalidad microbiana

Los suelos mejorados con compost de calidad aumentan la produccién de alimentos
(cosechas) y materias primas (madera), por tanto aportan servicios ecosistémicos de
abastecimiento que son valorados por la sociedad. En un experimento sobre el efecto de compost
de vinaza azucarera se comprobd que mejoraban la produccién de maiz el primer afio, triplicaban
la produccion de remolacha el segundo y proporcionaban un importante efecto residual en la
produccion de girasol en un tercero sin aplicacion de fertilizaciéon (Madejon y col., 2001). El uso
agricola de otros compost urbanos como los procedentes de biosélidos o residuos sélidos urbanos
ha sido también ampliamente discutido y valorado (Stephen, 2009). Otro servicio de regulacion
cada vez mas apreciado por la sociedad, es la contribucién a la mitigacion del cambio climatico,
mediante el secuestro de carbono en el suelo. Se ha comprobado que en los suelos de olivar
donde se aplic6 compost de alperujo durante 17 afios aumentd la estabilidad a largo plazo del
carbono (Aranda y col., 2015).

La evaluacion de los miltiples servicios ecosistémicos aportados por un suelo mejorado por
compost, no solo en la produccién de alimento, sino también en otros servicios intangibles
relacionados con la calidad del aire y el agua, el reciclado de los residuos, la mitigaciéon del cambio
climatico, o la mejora del paisaje, contribuyen a que la sociedad aprecie el valor del compost como
pieza clave de la economia circular y fuente de bienestar. También desde el punto de vista
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comercial, el concepto de servicio ecosistémico puede ser un valor anadido a la hora de publicitar
un producto o actividad relacionada con el compost; por ejemplo, la construccién de paredes
verdes usando productos derivados del compost por la empresa Filtrexx (2016).
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CONTROL DE ENFERMEDADES DE LOS CULTIVOS MEDIANTE
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Resumen: Una medida méas a considerar en el manejo integrado de enfermedades es el uso de compost
supresivos, bien formulados como sustratos o bien aplicados al suelo como enmienda organica. Los
mecanismos asociados a los fenédmenos de supresividad natural por el uso de compost pertenecen tanto a
la denominada supresividad general como a la especifica. La supresividad general esta explicada por la
capacidad de estos materiales de sostener en el tiempo una suficiente actividad microbiana, nutrida por la
lenta degradacién de los compuestos carbonados complejos que los constituye tras el compostaje. De tal
manera, esta comunidad microbiana funciona sustrayendo los nutrientes del medio estableciéndose la
microbiostasis sobre los propagulos de los hongos fitopatdgenos y/o una elevada competencia por la
colonizacién de la rizosfera. La supresividad especifica, de presencia menos frecuente y mucho mas
variable en los compost, depende de la adecuada instalacion tras el compostaje de microorganismos que
operen como agentes de control biolégico. Una mayor consistencia en la expresién de supresividad
especifica es posible si una vez detectada se mantienen las condiciones del compostaje o si se introducen
adecuados agentes de control biolégico. Ambos tipos de supresividad: general y especifica, pueden
coexistir. Otra expresién de supresividad, ain menos frecuente en compost, puede producirse via planta
mediante fenédmenos de induccion de resistencia.

El empleo de los distintos compost en la agricultura puede promoverse si se caracteriza su supresividad.
Ademas, el conocimiento de los mecanismos de accién en cada caso permitiria designar qué parametros
caracterizan este comportamiento.

Palabras clave: supresividad, sustratos horticolas, enmienda.

Los cultivos son objeto de frecuentes mermas por parte de los hongos fitopatégenos. Estos
causan graves enfermedades en el aparato radical y aéreo de las plantas. Una alternativa al uso
de fungicidas y fumigantes de suelo es el cultivo con sustratos supresivos formulados con
composts o bien la enmienda del suelo con estos composts. Desde un punto de vista practico los
composts con buenas caracteristicas fisicas suelen emplearse para formular sustratos y los de
propiedades fisicas menos adecuadas para la enmienda de suelos.

En lo que afecta al comportamiento supresivo de los composts la mayor diferencia entre su
aplicacion como sustrato o su aplicacién en enmienda es el factor de dilucién en el resto de la
matriz, como datos medios podemos estimar para sustratos: compost:componentes 1:2 (v/v), y
para enmiendas: compost:suelo 1:40 (v/v).

Los mecanismos asociados a los fendmenos de supresividad natural en los sustratos
formulados con compost pertenecen tanto a la denominada supresividad general como a la
especifica (Avilés et al., 2011; Hadar and Papadopoulou, 2012). La supresividad general esta
explicada por la capacidad de estos materiales de sostener en el tiempo una suficiente actividad
microbiana, nutrida por la lenta degradacién de los compuestos carbonados complejos que los
constituye tras el compostaje. De tal manera, que esta comunidad microbiana, como un todo,
funciona sustrayendo los nutrientes del medio lo que se traduce en el establecimiento de
microbiostasis sobre los propagulos de los hongos fitopatégenos y/o en una elevada competencia
por la colonizacién de la rizosfera, zonas abastecidas por los exudados y rizodepositos radicales.
La supresividad especifica, de presencia mucho mas variable en estos composts, depende de la
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adecuada instalacion tras la fase termdfila de microorganismos que operen como agentes de
control biolégico. Una mayor consistencia en la expresion de supresividad especifica es posible si
se introducen, durante el compostaje o durante el cultivo, adecuados agentes de control biolégico
(Hoitink y Boehm, 1999). Otra expresion de control biol6gico en estos sustratos puede producirse
via planta mediante la manifestacioén en ciertos casos de fenémenos de induccion de resistencia
en la planta (Ntougias et al., 2008).

En el desarrollo de varios proyectos hemos identificado composts, que formulados como
sustratos horticolas, presentan diversos niveles de supresividad frente a varias enfermedades
(Tabla 1). Las propiedades relacionadas con el comportamiento supresivo en estos composts
supresivos, empleados como componentes de sustratos frente a distintas enfermedades son
(Avilés et al., 2010):

- Caida de plantulas (Pythium aphanidermatum): actividad microbiana y la composicién de la
fraccion organica.

- Caida de plantulas (Rhizoctonia solani): grado de madurez de los composts.

- Verticilosis: actividad y diversidad microbiana, pH, CE.

- Fusariosis vasculares: pH, actividad microbiana, poblaciones de ciertos grupos eco-nutritivos
de microorganismos y perfiles metabdlicos del carbono de la comunidad microbiana.

- Podredumbre gris (Botrytis cinerea): actividad microbiana, conductividad eléctrica de los
composts, estado nutritivo de las plantas (Ca, Si, Mo), sin descartar una posible activacion de
los mecanismos de defensa de las plantas.

Tabla 1. Supresividad natural de los sustratos formulados con composts.

Caida de .
. Caida de -
plantulas ) U Fusariosis ~ Podredumbre
Compost ) plantulas Verticilosis .
Pytium , vasculares gris
R. solani
spp.
Compost de corcho 47 ++ + + 4t
Compost de orujo de vid +++ + +/++ +++ ++
Compost de alperujo ++ + -/ +++ e+ +
Compost del residuo del b
. i ++ + nd ++ +++
cultivo del champifion
Compost de RSU y restos de
++ ++ nd ++ ++

poda

®Supresividad: (+++) alta, (++) media, (+) baja, (-) nula respecto a turba y/o fibra de coco.
®nd: no determinada.

También las enmiendas organicas pueden contribuir a inducir supresividad general en el suelo
al aumentar su biomasa y actividad microbiana, dado que aportan fuentes carbonadas. Asi, la
enmienda con composts implica que se aporta un material ampliamente colonizado por
microorganismos impidiendo éstos, en gran parte, su disponibilidad para un posible fitopatégeno
presente en el suelo (Hoitink y Boehm, 1999). En el caso, de que la enmienda organica contenga
determinadas especies de microorganismos, de manera natural o introducida, puede proveer
supresividad especifica. La incorporacion de agentes de control biolégico con la enmienda puede
favorecer la instalacién de éste en el suelo respecto a la introduccién del microorganismo soélo
(Sant et al. 2010). Otra expresion de control biolégico en los composts y por consiguiente
potencialmente transmisible a sus enmiendas puede producirse via planta, mediante la induccion
de resistencia (Ntougias et al., 2008). En cualquiera de estas tres expresiones de la supresividad
(general, especifica e induccion de resistencia) es determinante la naturaleza y composicion de la
mezcla resultante de la enmienda del suelo, dado que es ésta la que va a seleccionar y mantener
la comunidad microbiana implicada (Hoitink y Boehm, 1999).
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De un total de 250 articulos analizados y con 2423 casos experimentales estudiados se ha
visto que los composts son los materiales que mas frecuentemente confieren supresividad (mas
del 50% de los casos mostraron un control efectivo de las enfermedades), mientras que los
residuos de los cultivos y los residuos organicos frescos muestran mayor variabilidad en sus
efectos (Bonanomi et al., 2010). Los factores clave que se proponen como dependientes de la
supresividad de la enmienda son:

El patosistema. Se ha comprobado que la mayoria de los composts aplicados al suelo o
sustrato presentan supresividad natural frente a enfermedades inducidas por Pythium spp. y
Phytophthora spp, en contraste, sélo el 20% de composts evaluados presentan supresividad
natural frente a R. solani (Hoitink y Boehm, 1999). La inconsistencia del control sobre R. solani se
puede soslayar aumentando el periodo de maduracién de los composts (Trillas et al., 2006),
enmendando el suelo varios meses antes de plantar. Dentro de cada patosistema hay que
subrayar la importancia de la densidad de in6culo en el suelo del fitopatégeno.

La proporcidon del aporte. Generalmente la cantidad aportada muestra una relacién positiva
con la reduccién de enfermedad, aunque parecen existir niveles de saturacion (Bonanomi et al.,
2010). No siempre el efecto es reduccion de la enfermedad, especialmente si la enmienda es rica
en nitrdgeno o amonio que suele incrementar las Fusariosis vasculares y las enmiendas muy
salinas que suelen incrementar las enfermedades inducidas por Pythium spp. y Phytophthora spp.
y V. dahliae. Los aportes realizados al suelo o arena en los ensayos de supresividad en
contenedor (microcosmos) mas frecuentes suelen variar entre el 10 % y el 20 % v/v (Noble y
Coventry, 2005).

La naturaleza del residuo. Son muchos los ejemplos donde a igualdad del resto de variables
unos residuos reducen la severidad mientras otros la reducen menos o no tienen efecto (Borrero
et al., 2004; Noble y Coventry, 2005).

El grado de madurez del compost. La madurez determina la extension de la colonizacion
microbiana del residuo organico, la comunidad microbiana albergada (poblaciones y sus
actividades respectivas) y la capacidad de sostenimiento de la misma (Hoitink y Boehm, 1999).
Asi, los residuos frescos o composts inmaduros estan poco colonizados y no sé6lo pueden servir
de base nutritiva para los agentes asociados al biocontrol sino también a los fitopatégenos de
suelo con cierta capacidad saprofitica, lo que puede traer consigo un incremento de la
enfermedad. Los composts maduros, completamente colonizados por microorganismos son muy
poco accesibles a los fitopatdogenos y pueden sostener posibles fendmenos de competicion,
antibiosis, parasitismo e induccion de resistencia sistémica (Hoitink y Boehm, 1999). Los aportes
muy humificados no soportan suficiente actividad microbiana y el biocontrol desaparece (Hoitink y
Boehm, 1999). El proceso de compostaje e incluso el lugar donde éste se lleva acabo tiene
repercusion en su comunidad microbiana residente y por consiguiente en su supresividad. Asi, los
compostajes a cielo abierto y cerca de bosques o campos (ambientes con alta diversidad
microbiana) producen composts con supresividad mas consistente que los producidos a partir del
mismo residuo en instalaciones semicerradas (Hoitink y Boehm, 1999).

A estos factores habria que afadir el tipo de suelo a enmendar, dada su elevada proporcién
en la mezcla resultante tras la enmienda, su repercusion en la supresividad resultante puede ser
notable. También se demuestra como las propiedades biolégicas resultantes de la enmienda
dependen del tipo de suelo y naturaleza de la enmienda, que tienen trascendencia en la
supresividad resultante. A la supresividad inducida por una enmienda pueden estar asociados no
s6lo las actividades de los microorganismos que ésta porta, sino también las actividades
estimuladas selectivamente de la microflora residente en el suelo. La concentracién vy
disponibilidad de nutrientes carbonados en el suelo, resultante de la enmienda, juega un papel
clave en la regulacion de estas actividades (Hoitink y Boehm, 1999).
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Como ejemplo de lo comentado en el apartado de enmiendas con composts hemos
identificado ciertos composts que presentan diversos niveles de supresividad frente a algunas
enfermedades (Tabla 2).

Tabla 2. Supresividad asociada a la enmienda del suelo con composts.

Pudricion de raizy  Pudricion raiz y

Compost tallo cuello Verticilosis
Pytium spp. Sclerotium rolfssi

Compo.st de lanas nd® - nd
celulésicas
Compost de cortezas de pino ++ nd nd
Compost de alperujo - nd [+++
Compost de lodos y restos i nd nd
de poda
Compost de RSU y restos de nd . nd
poda

aSupresividad: (+++) alta, (++) media, (+) baja, (-) nula respecto al suelo no enmendado.
®nd: no determinada.

No se debe olvidar que el grado de madurez, la naturaleza del residuo, la proporcién del aporte
y el tipo de suelo van a condicionar el estado nutritivo de la planta, que puede tener repercusion
en su susceptibilidad y predisposicion a la enfermedad.

Las estrategias de investigacibn en compost supresivos para determinar las bases
microbiolégicas de la supresividad e identificar la contribucion de especificos grupos de
microorganismos son las siguientes: i) El primer paso es determinar si la supresividad es destruida
por pasteurizaciébn o biocidas selectivos, o si tratamientos mas severos son necesarios
(desinfeccién por vapor de agua, bromuro de metilo, autoclavado o radiacion gamma). Tanto la
supresividad general como la especifica suelen ser eliminadas por autoclavado o radiacién
gamma. En cambio, la supresividad general puede ser reducida pero no eliminada por fumigacién
o calor humedo a 70 °C. En muchos casos la supresividad especifica es eliminada por
pasteurizacion, aunque no siempre. ii) El segundo paso es comprobar la posible transferencia de
la supresividad a un medio conductivo mediante la adicion de entre el 0.1 al 10 % (p/p) del
compost supresivo (Weller et al., 2002). iii) Aislamiento de grupos microbianos y evaluar la
supresividad inducida por esos grupos en medios conductivos. iv) Caracterizacion fenotipica de
los grupos que confieren supresividad, mediante la determinacién de perfiles enzimaticos,
metabdlicos, etc. v) Comparar la diversidad genética y/o metabdlica de las comunidades de
microorganismos presentes en medios conductivos vs. supresivos, con el empleo de técnicas
como: DGGE, TGGE, metagendmicas (pirosecuenciacion, microarray, ion Torrent, etc.), Biolog y
metabolémicas (Blaya et al., 2016). vi) Elucidar los mecanismos de supresion empleando andlisis
de regresion de parametros fisicos, quimicos y biolégicos respecto a la supresividad en un
conjunto de medios con gradiente de supresividad y conductividad.

Como conclusiéon podemos decir que la clave para la difusion y utilizaciéon a escala comercial
de compost supresivos es el desarrollo de productos de escasa variabilidad entre lotes y de
espectro supresivo definido y consistente en el tiempo. Para lo cual el proceso de compostaje es
clave, éste debe manejarse y controlarse adecuadamente. La localizada disponibilidad de los
residuos no debe ser un inconveniente para los sustratos horticolas, si se consiguen sustratos de
calidad agronémica aceptable y supresividad consistente.
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LINEA TEMATICA I

COMPOSTAJE Y OTRAS TECNOLOGIAS DE VALORIZACION
DE LOS RESIDUOS ORGANICOS EN EL AMBITO DE LA
ECONOMIA CIRCULAR.
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COMPOSTADO PARA SU APLICACION COMO ENMIENDA ORGANICA.
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Resumen: Las zonas agricolas en la region Mediterranea estan en peligro debido a la degradacién del
suelo como consecuencia de los bajos niveles de materia organica, asi como la ausencia de cubiertas
vegetales, lo que favorece la erosion del suelo. Una buena opcién para restaurar la calidad del suelo son las
enmiendas organicas, como el alperujo compostado. Sin embargo, esta enmienda organica tiene,
especialmente en estados de baja madurez, valores muy altos de hidrofobicidad debido a la presencia de
compuestos poco evolucionados y de fuerte caracter alifatico, lo que podria alterar una vez aplicada al
suelo, el agua disponible para la planta, asi como las tasas de infiltracién. En el presente estudio se eliminé
la hidrofobicidad de diferentes compost de alperujo, mediante la aplicacion de tratamiento térmico.
Temperaturas cercanas a 275 °C demostraron ser las ideales para eliminar la repelencia al agua, mientras
que temperaturas por debajo de este incluso aumentaron la repelencia. La composiciéon de las muestras y
su evolucién se analizd6 mediante espectroscopia de infrarrojo medio con transformada de Fourier (FTIR).
Cuando se aplica tratamiento térmico, se produce una clara reduccién de compuestos alifaticos, principales
responsables del caracter hidr6fobo, y un aumento de la concentracion relativa de compuestos aromaticos,
dando lugar a enmiendas organicas mas evolucionadas y estables. Por lo tanto, someter a los compost de
alperujo a temperaturas alrededor de 275 °C podria ser una opcion valida para eliminar la hidrofobicidad de
este tipo de enmiendas organicas, mejorando asi ademas la calidad de la materia organica incorporada al
suelo.

Palabras clave: subproducto, materia organica, calidad del suelo.

1. Introduccion.

El olivar es un cultivo de elevada importancia para los paises de la cuenca del Mediterraneo,
cuyo cultivo intensivo provoca una elevada degradacion del suelo, problema que se acentia en el
sur de Espafa (Lozano-Garcia y Parras-Alcantara, 2013). Esto se debe a un manejo del suelo
inadecuado, con eliminacion de las cubiertas vegetales, lo que lleva a unas tasas de erosion
inasumibles por el medio edafico (Castro et al., 2008). La materia organica es uno de los
componentes mas importantes para la fertilidad del suelo, por lo que se hace esencial recuperar
niveles adecuados (Reeves, 1997). Una de las mejores opciones es el uso de enmiendas
organicas, y entre ellas, la reutilizacién del alperujo, el principal subproducto obtenido de la
extraccion del aceite de oliva en las almazaras, se presenta como una opcion viable. Sin embargo
este material presenta alta humedad, asi como compuestos con caracter fitotéxico y
antimicrobiano (Serramia et al., 2010), lo que obliga a un compostaje previo que reduzca estos
problemas y lo convierta en un material aplicable al suelo (Fernandez-Hernandez et al., 2014). La
aplicacion de este material tiene amplios beneficios sobre la calidad del suelo (Garcia-Ruiz et al.,
2012), sin embargo también tiene efectos negativos, siendo el mas importante que genera
cardcter hidrofobico (Aranda et al., 2016), debido a la acumulacién de compuestos muy alifaticos y
poco evolucionados, lo que provoca una disminucion de la infiltracién, aumentando ademas el
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riesgo de erosién. Diferentes investigaciones han demostrado que puede eliminarse la repelencia
al agua de materiales organicos aplicando temperaturas superiores a 200 °C (Mataix-Solera y
Doerr, 2004), aunque en ninguna de ellas se trabaj6é con compost de alperujo.

Por tanto, el objetivo de nuestro trabajo es probar si puede eliminarse la repelencia al agua de
diferentes muestras de compost de alperujo, mediante la aplicacion de un tratamiento térmico,
determinando que temperatura seria la ideal para conseguirlo, y estudiando la evolucién de las
muestras durante el proceso, utilizando espectroscopia de infrarrojo medio con transformada de
Fourier (FTIR).

2. Material y Métodos.
2.1. Descripcion de las muestras

Cinco muestras de compost de alperujo de diferente origen y composicion fueron estudiadas.
Cuatro de las muestras son alperujos procedentes de diferentes almazaras de la provincia de
Jaén, Villanueva de la Reina (COMP1 y COMP2), Noguerones (COMP3) y Alcaudete (COMP4) a
las que se anadio un 25% de hoja de limpia (hojin), para actuar como agente estructurante, y 25%
de gallinaza como fuente de nitrégeno para estimular el proceso de compostaje. Estas muestras
fueron preparadas mediante la elaboracion de pilas de 3x6 m, volteadas cada 15 dias, con un
periodo de maduracién de 7 meses. La otra muestra (COMP5) es alperujo producido y
compostado en el Instituto de Investigacion y Formacién Agraria y Pesquera de Mengibar (Jaén),
al que se le anade un 70% de hoja de limpia, y que se prepara utilizando el sistema de pila movil
con volteos cada quince dias durante los 4 primeros meses, dejandose posteriormente en reposo
sin volteos durante un periodo de 2 meses.

2.2. Tratamiento térmico

60 gramos de cada muestra, colocados en capsulas de porcelana, se calentaron a 65, 175, 225
y 275 °C durante cinco horas en un horno Binder GmbH EDF. Las muestras calentadas a 65 °C se
tomaron como iniciales, debido a que a esta temperatura tan solo eliminamos la humedad, sin
cambios en la materia organica de la muestra. Con este tratamiento térmico se pretende
comprobar si aplicando calor se consigue la desaparicion del caracter hidréfobo de las muestras.

2.3. Estimacion de la Repelencia al Agua

La persistencia de la repelencia al agua se midié utilizando el “water drop penetration time
(WDPT) test” (Wessel, 1988). Este test mide cuanto tiempo persiste la repelencia en una
determinada superficie, depositando sobre el material una gota de agua destilada, y midiendo el
tiempo transcurrido hasta que esta penetra completamente. En nuestro caso se utilizaron 50 pl de
agua destilada repartida en cinco gotas afadidas desde 5 mm de altura para evitar excesos de
energia cinética. Se midi6 el tiempo hasta que las cinco gotas fueron completamente absorbidas.

2.4. Espectroscopia Infrarroja

Los espectros en el infrarrojo medio se midieron entre las longitudes de onda de 500 y 4000
cm™ utilizando un espectrémetro Varian 660 FTIR con un accesorio de atenuacién de la reflexién
total (ATR) con cristal de diamante de 3 reflexiones y un aplicador de presién para la medida de
sélidos, resolucién de 4 cm™ y 128 acumulaciones. Las muestras, finamente molidas en un
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mortero de &gata, se colocan sobre la Optica, y se les aplica presion para asegurar el maximo
contacto. El espectro del aire se utiliz6 como fondo (background). Se calculé el indice de
hidrofobicidad, como la relacién entre fraccion hidréfoba/ fraccion hidréfila (Matéjkova and Simon,
2012) utilizando las areas de los picos a 3000-2800 cm™ para la fraccion hidréfoba, y las 1740-
1600 cm™ para la fraccién hidréfila. Ademéas también se calculd el ratio 1606/1740 cm™, como
indicador de la concentracién relativa de compuestos aromaticos. Las areas y valores de
absorbancia se calcularon usando el software OPUS 7.0 spectroscopy software (Bruker Optics).

3. Resultados y Discusion

Una representacién de los espectros FTIR mas representativos del analisis se muestran en la
Figura 1. En ella podemos ver, entre los espectros de las muestras iniciales (65 °C) dos espectros
muy diferentes; el del COMP3 (similar a las muestras COMP1, COMP2 y COMP4) con bandas de
materiales inorganicos muy marcadas, como carbonatos (1795 cm™, 1410 cm™ y 870 cm™) y
fosfatos (1020 cm™), debido a la adicién de gallinaza durante su compostaje, ya que este tipo de
estiércol es rico en estos compuestos inorganicos. Estas bandas inorganicos evitan una mejor
interpretacion de estas zonas del espectro, debido a la mayor sefal analitica de los compuestos
inorganicos. Por otro lado, la muestra COMP5 presenta una elevada riqueza de grupos
funcionales, en la que podemos destacar especialmente la banda a 3300 cm™ asociada a grupos
OH de polisacaridos y
fenoles, y la banda de
2920-2850 cm™, mucho
mayor en esta muestra, y
que esta asociada a los
grupos CH de compuestos
con fuerte caracter

- ——comps-esc
—— COMP3 - 175°C

COMP3 - 225°C
1 ——comps-275c

——comps - es°C

Absorbancia (au)

MR alifatico, responsables en

4 ——comps - 275°C

A gran medida del caracter
hidréfobo de las muestras
organicas.

T T T T T T T
3500 3000 1750 1500 1250 1000 750
Numero de onda (cm-1)

Figura 1. Representacion de los espectros de las muestras a las diferentes temperaturas aplicadas. Se
muestran solo las dos muestras mas representativas.

En estas muestras iniciales, podemos apreciar una repelencia al agua bastante importante, con
una media de 408 segundos (tabla 1), pero que en el caso del COMPS5, superaba los 900
segundos, lo que demuestra la elevada repelencia al agua de estos materiales.

Tabla 1. Valores medios de los diferentes parametros medidos para las muestras.
indice 1606/1740

Temperatura . otobicidad ~ Ratio W Or 1 (S)
65 2C 0,182 119 408
175 °C 0,162 117 2421
225 2C 0,059 122 1563
275°C 0,026 132 <1
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Para eliminar la repelencia al agua, se aplicaron los diferentes tratamientos térmicos.
Observando los espectros (figura 1), podemos apreciar un suavizado progresivo con el aumento
de temperatura. Los cambios espectrales mas destacables para la muestra COMP5 son: el
descenso en las bandas de 3300 cm™ y 1030 cm™ como consecuencia de la destruccion térmica
de compuestos organicos labiles, sobre todo polisacaridos de origen vegetal; los cambios
producidos en la regién de 1750-1200 cm™, que parece presentar un aumento en la concentracién
relativa de ciertos compuestos carboxilicos y lignina con el aumento de la temperatura.

En el caso de la muestra COMP3, las fuertes bandas de la fraccion mineral complican la
observacién de la evolucion del espectro. Dichas bandas ademas se intensifican debido a su
acumulacioén al destruir algunos compuestos organicos con el tratamiento térmico.

Sin embargo, la principal diferencia, que se puede observar en ambos casos, es la disminucion
de los dos picos en 2920 y 2850 cm™ con el aumento de la temperatura, indicando la destruccién
de los compuestos alifaticos con el tratamiento térmico. Esto a su vez se observa claramente en el
indice de hidrofobicidad (tabla 1), que disminuye con la temperatura, alcanzando su valor minimo
con el tratamiento de 275 °C. Por otro lado, Observando el ratio 1606/1740 cm™, que mide la
proporcién de compuestos aromaticos, observamos un ligero aumento, especialmente notable con
la mayor temperatura. Estos resultados parecen estar indicando que el tratamiento térmico
consigue la eliminacién de los compuestos alifaticos, con una concentracion relativa de
compuestos aromaticos, dando lugar a un material organico de mayor calidad.

El tratamiento térmico demuestra generar una mejora en la calidad de la materia organica, pero
es importante traducir estos resultados respecto a la repelencia al agua. En la tabla 1 podemos
ver un aumento muy importante de la repelencia al agua con el tratamiento de 175 °C, que puede
ser debido a la disminucién de los grupos OH de la celulosa (3300 cm™) y acidos carboxilicos
(1710 cm™), que actian como compuestos hidréfilos, aunque también a una movilizacién de los
compuestos alifaticos a la parte superficial de la muestra, debido a una volatilizacién vy
solidificacion posterior en superficie, efecto descrito por (Zavala et al., 2010). Este proceso daria
un aumento del cardcter hidréfobo incluso cuando la fraccién alifatica se ha reducido. El
tratamiento a 225°C reduce la repelencia al agua en comparacién al tratamiento anterior, aunque
sin llegar a los niveles iniciales, indicando en esta temperatura la destruccién de compuestos
hidréfobos es mayor, pero insuficiente, produciéndose procesos similares a los descritos para el
tratamiento a 175 °C, produciendo finalmente un aumento de la repelencia al agua. Finalmente el
tratamiento a 275 °C tratamiento reduce la repelencia al agua a practicamente 0, destruyendo casi
en su totalidad los compuestos alifaticos, tal y como se observa en el espectro con picos ausentes
en 2920 y 2850 cm™, lo que da lugar a la desaparicion del caracter hidréfobo en las muestras.

4. Conclusiones.

El tratamiento térmico aplicado a las muestras de compost de alperujo ha demostrado mejorar
la calidad de este tipo de material, disminuyendo la cantidad de compuestos alifaticos e
incrementando los aromaticos. Sin embargo, solo el tratamiento de 275 °C ha demostrado ser
eficaz para eliminar la repelencia al agua, mientras temperaturas inferiores a esta incluso
agravaban el problema. La espectroscopia FTIR ha demostrado ser una técnica valida para
comprender los cambios composicionales producidos en las muestras de compost de alperujo con
la aplicacion de los diferentes tratamientos térmicos.
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Resumen

En un estudio de 21 procesos de co-compostaje a escala comercial se han correlacionado parametros
ligados a la exotermia del proceso (ligada a la actividad microbiana y la biodegradabilidad de los insumos
residuales) con la refractancia del material compostante, haciendo uso de técnicas gravimétricas, con el fin
de poder predecir el potencial comportamiento de mezclas complejas a través de su termolabilidad inicial,
una vez conocidos indices de interés termodinamico.

Palabras claves: co-compostaje, temperatura, indice EXI2, refractancia, TG, DTG, DTA

1. Introduccion

La evoluciéon de la materia organica durante los procesos de compostaje incluye multitud de
reacciones quimicas y bioquimicas de degradacion, mineralizacion, neoformacion, polimerizacion
y policondensacion. Todos estos procesos estan mediados por la actividad microbiana y su
resultado condiciona el comportamiento final de los compost. Adicionalmente, los propios
ingredientes en el proceso y las condiciones térmicas que sufren dichos materiales influyen en
dicha evolucion que finalmente determinan la estabilidad estructural del compost final. En este
punto conceptos como refractancia nos indican de forma indirecta la complejidad estructural de los
componentes y estructuras organicas que permanecen en la pila en compostaje y en el producto
final. La termolabilidad es un concepto que incluye la facilidad con la que un material 0 una mezcla
de materiales en compostaje son degradados mediante combustién en condiciones controladas y
por tanto es opuesto a la refractancia. Esta contribucion pretende correlacionar la exotermia del
proceso de compostaje y la refractancia del material compostante, haciendo uso de técnicas
gravimétricas. En este trabajo se determinan diferentes indices de estabilidad-termolabilidad
mediante técnicas TG (Termogravimetry), DTG (Differential Thermal Gravimetry) y DTA
(Differential Thermal Analysis), con el objetivo de mejorar el conocimiento del proceso de co-
compostaje, correlacionarlo con los insumos residuales utilizados y poder predecir el potencial
comportamiento de mezclas complejas en procesos de co-compostaje comercial.

2. Material y métodos
En este estudio se han caracterizado 21 procesos distintos de compostaje industrial (10-30 m?),
asi como los componentes iniciales de las mezclas que incluyen lodos de estaciones depuradoras
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urbanas y agroindustriales, asi como mas de 8 residuos vegetales (tabla 1). Todos los procesos
de co-compostaje se desarrollaron mediante volteo periédico haciendo uso del protocolo de
manejo de la planta COMPOLAB de la Universidad Miguel Herndndez de Elche. Para estudiar el
comportamiento térmico de cada pila, se controld la temperatura ambiente y en la pila mediante
sondas K y dataloggers estableciéndose la temperatura promedio diaria por pila. En cada pila se
realizaron 4-5 muestreos (MO0, start-up o mezcla inicial; MIFB, inicio fase bio-oxidativa; MFB, fase
bio-oxidativa; MFFB, final fase bio-oxidativa; MM, madurez, establecida en a los 45 dias después
de MFFB). Se obtuvo el indice EXI2 (sumatorio cuadratico de la diferencia diaria entre la
temperatura promedio de la pila y la temperatura ambiente) de forma asociada a cada muestreo
para poder correlacionar el perfil térmico y la refractancia de la muestra. Para el estudio de la
refractancia se determinaron los indices R1 procedentes del TG y el indice R2 procedente de DTA
a partir del analisis termogravimétrico de las muestras por triplicado. El indice R1 es el cociente
entre la pérdida de peso de la muestra entre 420 y 550°C y la pérdida entre 200 y 420°C. El indice
R2 nos indica el cociente energético entre esos mismos tramos. Estos indicadores ponen en
correlacién el enriquecimiento en compuestos alifaticos (mas refractarios) frente a los hidratos de
carbono, labiles a temperaturas mas bajas (Torres-Climent y col., 2015).

Tabla 1. Caracteristicas principales de los procesos de compostaje

Clave Denominacion Ingrediente % ingrediente mezcla (s.m.f.) C/N Dias Dias
1 2 3 1 2 3 MFFB >40°C
CIG-02 EDAR-T M - 29,6 70,4 -- 22,1 159 54
CIG-03 EDAR-A TP - 26,3 73,7 - 21,1 127 68
CiG-04 EDAR-O HP - 46,6 53,4 -- 23,1 139 49
CIG-05 EDAR-O HP M 29,5 36,8 33,7 19,8 173 118
CIG-06 EDAR-T AD - 31,4 68,6 -- 18,6 135 54
CIG-07 EDAR-O HP - 42,2 57,8 -- 11,6 152 71
CIG-08 EDAR-C HP - 36,2 63,8 -- 15,1 116 80
CIG-10 EDAR-A AD - 29,5 70,5 -- 31,6 77 37
CIG-11 EDAR-A ALG - 38 62 - 14,9 80 56
CIG-12 EDAR-A RPJ - 53,9 46,1 - 13,1 80 44
CIG-13  EDARI 1 TP - 27,5 72,5 -- 20,3 84 56
CIG-14 EDARI 1 AD - 19,6 80,4 - 21,7 77 39
CIG-15 EDARI 1 RPJ - 40,9 59,1 -- 13,0 100 44
CIG-16  EDAR-A AD - 60,8 39,2 -- 12,7 80 12
CIG-17  EDAR-A T - 411 58,9 -- 11,0 121 111
CIG-18  EDAR-A M - 54,9 45,1 -- 17,7 118 99
CIG-19  EDAR-T TP - 29,8 70,2 -- 16,5 90 78
CIG-20 EDAR-T TP - 21,9 78,1 - 17,4 78 73
CIG-21 EDAR-T TP - 17,5 82,5 - 15,4 92 83
ClG-22  EDAR-T AD - 38,7 61,3 - 11,4 84 70
CIG-23  EDAR-T AD 32,2 67,8 12,3 72 63

* EDAR-T: lodo Torrevieja; M: morera; EDAR-A: lodo Algorés; EDAR-C: lodo Carrizales: EDAR-O: lodo Orihuela; TP:
tronco palmera; HP: hoja palmera; AD: Arundo donax (cafa rio); ALG: algodén; RPJ: residuos poda jardineria; EDARI 1:
lodo EDAR industria agroalimentaria (pimiento); T: Tipuana; M: Poda morera.

3. Resultados y discusion

En la tabla 2, se muestran los valores del indice R1 para los materiales iniciales utilizados en
los procesos de compostaje. Podemos observar que los agentes estructurantes poseen unos
valores de R1 bajos en general, salvo la poda mixta y el tronco de palmera, que al ser mas
lignificados denotan presencia de mayor porcentaje de fracciones poco termolabiles. Las especies
de crecimiento rapido como morera, tipuana y Arundo donax obtienen los R1 mas bajos. Por el
contrario, todos los fangos de estaciones depuradoras de aguas urbanas, independientemente de
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su tecnologia de tratamiento obtienen valores superiores a 0,7, en correlacion con menores
contenidos de MOT. Los fangos de industria agroalimentaria se situaron en valores intermedios.

Tabla 2. Materiales residuales usados: MOT, COT/NT y termolabilidad (R1 de TG).

Materiales iniciales Clave Rol compostaje MOT C/N R1

Hoja Palmera Phoenix dactilifera HP Agente estructurante  91.9 18,0 0,286
Tronco palmera Phoenix dactilifera TP Agente estructurante 74,8 20,8 0,319
Poda de morera (Morus alba) M Agente estructurante 92,9 59,7 0,076
Poda de Tipuana (Tipuana tipu) T Agente estructurante 88,9 27,7 0,121
Resto de poda mixta jardineria urbana RP Agente estructurante 69,3 13,1 0,462
Cana Rio Segura (Arundo donax) AD Agente estructurante 78,1 38,4 0,180
Resto del desmotado de algodén ALG Agente estructurante 71,4 17,2 0,349
Lodo EDAR Elche-Carrizales EDAR-C  Fuente de nutrientes 66,8 7,9 0,720
Lodo EDAR Elche-Algorés EDAR-A  Fuente de nutrientes 54,6 6,9 0,819
Lodo EDAR-Orihuela EDAR-O Fuente de nutrientes 66,8 6,3 0,880
Lodo EDAR-Torrevieja EDAR-T  Fuente de nutrientes 63,5 5,8 0,820
Lodo EDARI 1 EDARI1 Fuente de nutrientes 81,4 75 0,378

La variacién entre el indice R1 al inicio del proceso de compostaje y al final de la fase bio-
oxidativa nos indica como ha evolucionado el proceso. Estas variaciones se han mostrado
porcentualmente respecto al valor final de R1, obteniéndose incrementos negativos (que implica
una simplificacion de la materia organica y por tanto un balance neto positivo hacia la
mineralizacién de las muestras) o un incremento positivo que indica un aumento de las fracciones
recalcitrantes y/o disminucién de fracciones labiles (figura 1a). Esta evolucién esta condicionada
por la fracciéon inorganica de las muestras (variable dependiendo de los materiales iniciales). Al
representar este incremento de R1 en porcentaje frente al indice EXI2 (normalizado en cada
proceso de compostaje por el nimero de dias en fase bio-oxidativa) obtenemos que los datos se
pueden ajustar a un modelo (figura 1b).
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Figura 1. Correlacion entre termolabilidad (indice R1, eje x) y exotermia (indice EXI, eje y)

Dado el caracter no lineal de estas relaciones, el hecho de utilizar una regresion lineal no nos
valdria para modelizar estas relaciones, pues obtendriamos una linea recta muy alejada del
comportamiento real. Para una correcta modelizacién vamos a recurrir a los modelos aditivos
generalizados con cubic-splines (Wood, 2006). El modelo que se obtiene mediante estos modelos
aditivos tiene la ventaja que se adapta a los datos cuando no existe linealidad, el inconveniente es
que no se puede mostrar la ecuacion a la que se esta acostumbrado con los modelos lineales, es
el propio modelo el que realiza la prediccion al introducirle un dato nuevo. Una vez visto que
nuestros indicadores estan ciertamente relacionados, veamos ahora si se pueden agrupar los
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compost realizados por valores similares de estos indices. Para ello utilizaremos un analisis
cluster jerarquico utilizando la distancia de Ward modificada (Murtagh y Legendre, 2014) que nos
clasifica los procesos de compostaje comercial en 3 grupos (figura 2):

Figura 2. Agrupamiento de los compost
comerciales en un modelo cluster
jerarquico

El cluster 1 incluye a los compost
10-14-16-18-22-23, que se agrupan en
funcion de la presencia de Arundo
donax como estructurante en su &
formulacién; el cluster 2 agrupan a los -
compost 2-4-5-6-7-17 formulados con = — - (o <« | B L
hoja de palmera HP vy tipuana y 3 gzl ° © 2 °
EDAR-O, y el cluster 3 incluye a los
compost 3-11-12-13-15-19 y 20 elaborados con poda mixta, tronco palmera y algodon (los
materiales estructurantes con mayores indices R1). Podemos observar la dependencia en el
comportamiento exotérmico y la termolabilidad de la pila del material estructurante no solo por su
rol en la configuracién en las propiedades fisicas de la pila sino por su capacidad de favorecer una
mayor actividad bidtica que se trasluce a través de la mayor o menor refractancia-termolabilidad
de estos materiales. Los residuos EDAR y EDARI no parecen condicionar estos agrupamientos,
probablemente debido a su similitud en cuanto a termolabilidad.
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—
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4. Conclusiones

La consideracion conjunta de los aspectos termodinamicos del proceso de compostaje a través de
indices que incluyan una cuantificacién de la emision de calor de las pilas junto al conocimiento de
la refractancia-termolabilidad de los materiales residuales y la evolucién de dicha refractancia-
termolabilidad durante el proceso permite obtener un modelo matematico que nos correlaciona
ambos aspectos y que nos ha permitido agrupar 21 procesos comerciales de compostaje,
obteniendo que la clave del proceso depende de la naturaleza del agente estructurante usado. Es
necesario ampliar este tipo de estudios a un mayor nimero de procesos, materiales residuales y
mezclas para poder obtener conclusiones mas precisas.
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Resumen

La Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia, a través del Il Plan
Andaluz de Agricultura y Ecolégica 2007-2013, dio apoyo financiero a almazaras andaluzas para la
construccién y puesta en funcionamiento de plantas de compostaje, la mayor parte de las cuales ha
utilizado el método de pilas dinamicas. A raiz de este impulso surgié la necesidad de crear una herramienta
que permitiese realizar aproximaciones para futuros proyectos de este tipo, planteandose su elaboracién en
el Il Plan Andaluz de la Produccién Ecolégica Horizonte 2020. La Calculadora de Plantas de Compostaje
en Pilas Dinamicas se ha desarrollado como hoja de calculo Excel, aprovechando tanto la potencia que
ofrecen el conjunto de férmulas de las que dispone como el entorno de programacién Visual Basic asociado
a esta. La herramienta permite el disefio de una mezcla adecuada de ingredientes para el compostaje,
apoyandose, por un lado, en un método de célculo adaptado a partir del establecido por la Universidad de
Cornell (Richard, 1996) y, por otro, en valores predeterminados de carbono, nitrégeno, humedad y densidad
de distintos ingredientes, procedentes de varios autores. Con el resultado obtenido, la aplicacién permite
dimensionar la superficie de una era de compostaje y un dep6ésito para la recogida de lixiviados, utilizando,
para este Ultimo, informacién sobre las méaximas lluvias diarias del Ministerio de Fomento. Como proceso
final de depuracion y validacién, la calculadora fue testada en la ETSIA de Sevilla.

Palabras clave: Andalucia, software, dimensionamiento.

1. Introduccion

El abastecimiento de materia organica en agricultura ecoldgica, tanto en calidad como en
cantidad, es uno de los principales limitantes de este sector productivo. Las explotaciones
ganaderas ecoldgicas, de caracter extensivo o semiextensivo, suelen cerrar sus ciclos, por lo que
no cuentan con disponibilidad de estiércoles para suministrar a las fincas agricolas. La
agroindustria, por su parte, genera residuos organicos derivados de su actividad. Estos, aunque
dificiles de gestionar, son susceptibles de ser utilizados, tras una transformacion, como
fertilizantes para la produccion ecolégica.

El Il Plan Andaluz de Agricultura Ecol6gica 2007-2013 (Il PAAE), incluia la accion 3.1 destinada
a facilitar el abastecimiento de materia organica para la fertilizacion de los sistemas ecoldgicos. A
través de esta accién se publicd la Orden de 10 de julio de 2007 (BOJA n? 143 de 20/07/07) que
estableci6é una linea de incentivos para la construccion de plantas de compostaje de residuos de
la agricultura, teniendo como prioridad el compostaje de los residuos de la molturacion de la
aceituna. La Junta de Andalucia concedié en ese periodo ayudas a 23 proyectos por un importe
total de 4.256.465,69 €. La mayor parte de ellos fueron plantas de compostaje de alpeorujos en
pilas dinamicas.

El Il Plan Andaluz de la Produccién Ecoldgica Horizonte 2020, aprobado el 27 de julio de 2016,
da continuidad a las actuaciones desarrolladas en el || PAAE. La accién A.3.7 establece el apoyo
a la mejora del compostaje en la explotacion y la agroindustria. Para el desarrollo de esta accién
actualmente estan en marcha dos lineas de trabajo:
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12 El apoyo mediante subvenciones a la creacion de plantas de compostaje agroindustriales,
que se ha articulado a través de la Orden de 14 de junio de 2016 (BOJA n® 115 de 17/06/16).

2° El desarrollo de una calculadora para el disefio de plantas de compostaje en pilas dinamicas
en hoja de calculo Excel que facilite las primeras aproximaciones al dimensionamiento de este tipo
de instalaciones.

El objetivo de la comunicacion es la presentacion de esta herramienta de calculo.

2. Material y métodos
La calculadora se ha desarrollado utilizando como soporte la aplicacién de hojas de calculo Excel,
aprovechando tanto la potencia que ofrecen el conjunto de férmulas de las que dispone como el
entorno de programacion Visual Basic que tiene asociado, lo que mejora considerablemente las
posibilidades de organizacién de los sucesivos célculos.

El disefio algebraico para el célculo de la humedad del producto y su relacion C/N se basa en

las propuestas de Traumann y Richard, (1996):
M = AL (D2 0 A 20+ (D3 AL 3)
N o1+ o2 + O3

Feg

donde: H es la humedad total del montdon de compost (% en peso); Q, es el peso del
ingrediente (tm) y M, es la humedad del ingrediente (% en peso).

P Ol (100 - A1)+ 02 2 (100 A 2)+D3% 3= [100- AL3)

Ol W= [100— 1)+ 02 % N2> [100— M 2)+ 03 N3x([100— A 3)

donde: R es la relacién C/N resultante del monton de compost; Q, es el peso del ingrediente
(tm); M, es la humedad del ingrediente (% en peso); C,, es el contenido de carbono (% en peso);
N,, es el contenido de nitrégeno (% en peso).

Para la realizacién de los calculos, la aplicacién utiliza principalmente valores predeterminados
para distintos ingredientes, obtenidos de distintas fuentes (Tabla 1), aunque admite la introduccion
de valores alternativos.

Tabla 1. Valores predeterminados de algunos ingredientes en la calculadora

. Humedad  Carbono  Nitrégeno Densidad
Ingredientes aparente Fuente
% % % 3
tm/m
Alpeorujo 65,00 57,20 1,30 0,89 Martinez et al. 2004
Hojin 40,00 50,50 1,40 0,30 Martinez et al. 2004
Paja 12,00 56,00 0,70 0,10 Navarro, 1995
Estiércol de ovino 38,50 22,60 1,70 0,40 Cegarra, 2005
Estiércol de vacuno 45,00 28,10 2,30 0,70 Martinez et al. 2004
Gallinaza 20,10 40,00 3,20 0,40 Cegarra, 2005
Restos horticolas 87,00 51,30 2,70 0,70 Rynk, 1992

Con la herramienta muy avanzada en su fase de disefo, se testd con la participacién de los
estudiantes de cuarto (y ultimo) curso de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronémica
de la Universidad de Sevilla matriculados en la asignatura de Agricultura Ecolégica. El trabajo
formd parte de las actividades evaluables de la asignatura y consistié en la elaboracion de 3
supuestos practicos.

3. Resultados
La herramienta se divide en dos bloques. El primero esta destinado a la realizacion de algunos
célculos basicos:

e Ajuste del peso de dos ingredientes a un porcentaje de humedad deseado.
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e Ajuste del peso de dos ingredientes a una relacién C/N deseada.

e Humedad de un ingrediente.

e Densidad aparente de un ingrediente.

El segundo bloque, que es el nicleo central de la calculadora, permite dimensionar una serie
de procesos e instalaciones: una mezcla de materiales para compostar, una era de compostaje y
un deposito de lixiviados asociado a la era.

La herramienta permite guardar hasta 10 proyectos distintos. Cada proyecto puede generarse
desde el inicio o crear un duplicado a partir de uno previo, sobre el que realizar modificaciones.
Esto ayuda a realizar comparaciones sobre la base de una misma idea de disefio.

Tras activar un proyecto concreto, se han de definir los parametros iniciales que enmarcaran la
realizacion de calculos: porcentaje de humedad y relacion C/N deseadas, densidad aparente
maxima y la reduccion del volumen de la mezcla. Se define también la tolerancia a la variacién de
estos parametros, lo que permitird realizar las recomendaciones para ajustar el peso de los
distintos ingredientes.

Para el disefio de las mezclas mas adecuadas a los parametros definidos se pueden elegir
hasta 9 ingredientes, 6 ya existentes en la herramienta y 3 que pueden ser introducidos por el
usuario. Para cada uno de ellos se especifican los porcentajes de humedad, carbono, nitrégeno y
la densidad aparente. Acabada la introduccién de datos se reflejan las desviaciones de la mezcla
respecto a la humedad, relacion C/N y densidad aparente, realizando la aplicacion una serie de
observaciones y recomendaciones para aproximar los valores obtenidos a los disefiados como
Optimos.

Estos calculos permiten hacer un ajuste en las cantidades de ingredientes a incluir en la
mezcla, que puede ser para todos ellos, de forma proporcional, a un peso global o al peso de un
ingrediente concreto (Figura 1). Estas modificaciones no suponen ni la variacién de la humedad ni
de la relacion C/N.

CALCULADORA DE COMPOSTAJE EN PILAS DINAMICAS

Panel principal Do Generar Inbrm e Gan to Ayuda

Nombre del proyecto  [1. Compestaje e residuos de Ia zona 1 - Comarca 2 ]

1.3. Ajuste de ingredientes (las operaciones ejecutadas se reflejarén en el apt. 1.2. de ingredientes)
Ajustar el peso de los ingredientes proporcionalmente Ll A urmert
Ajustar el peso de los ingredientes al siguiente peso total trmn

[Rjustar el peso de los i a [ 675,00[tm delingrediente [aipeorujo B

Peso
para
alcanzar
relacidn

Peso
para |Relacion CN
Ingredientes alcanzar fque se
humedad | alcanzaria
deseada

Humedad
que se
alcanzaria

Alpearujo 2.898,5 346

predefinidos ricos [Hojin
en carbono

Poda de olivar friturada

Estiércol de ovino

predefinidos ricos |Estiércol de vacuno
en nitrogeno

Gallinaza

Ingredientes no | Ba9320 de naranja
predefinidos — |poiortes de arbustos
Humectante Agua

Figura 1. Ventana de ajuste de ingredientes
Existe otra modalidad de ajuste, mas potente, consistente en la realizacion de
recomendaciones de modificacién del peso de ingredientes concretos. Con ella se permite mejorar
el contenido de humedad y la relacién C/N para alcanzar los objetivos globales preestablecidos.
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En una nueva seccion se procede al dimensionamiento de la era de compostaje, en el que se
introduce el nimero de elaboraciones anuales y las dimensiones y separacion de los montones.
Esta informacién se modifica manualmente hasta conseguir una era con capacidad de compostar
todo el volumen previamente calculado.

Como calculo final, se realiza el dimensionamiento del deposito que recogera los lixiviados de
la era de compostaje. Previo a ello, se han de calcular las maximas lluvias diarias en el municipio
donde se prevé la construccion de la planta de compostaje. Aunque la aplicacién realiza el
calculo, los datos necesarios para el mismo se obtienen del documento: Maximas lluvias diarias
en la Espafa Peninsular (Ministerio de Fomento, 1999), disponible en Internet en formato pdf.

La aplicacién cuenta con varios menus de ayuda para facilitar la realizacion todo el proceso de
dimensionamiento.

Una vez finalizados los célculos se puede abrir un informe de resultados que se ofrece en un
formato valido para la posterior impresion.

La participacion de los estudiantes de la ETSIA ha servido para mejorar la herramienta y
someterla al andlisis critico de técnicos a quienes va dirigida. Como actividad docente fue
valorada con una puntuacion de 9 (sobre 10) por quienes siguieron la actividad de forma
voluntaria.

4. Conclusiones

La herramienta, desarrollada por la Agencia de Gestién Agraria y Pesquera de Andalucia, es
de acceso libre y se encuentra disponible en la seccion de produccion ecoldgica de la pagina web
de la Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia
(http://juntadeandalucia.es/organismos/agriculturapescaydesarrollorural.html).

Dicha herramienta esta destinada a todos los agentes implicados en la gestion de residuos y
subproductos organicos de las actividades agricolas y agroindustriales (agricultores, ganaderos,
agroindustrias, administraciones, ingenierias,etc.), tanto ecolégicos como no ecoldgicos, que
tengan intencion de realizar compostaje en pilas dinamicas.

La utilizacion de la aplicaciéon permite realizar una primera aproximacion en la elaboracién
de proyectos de plantas de compostaje en pilas dinamicas. Aunque cuenta con parametros
preestablecidos para distintos ingredientes, es recomendable obtener mediante andlisis los
valores reales de los materiales que se prevea utilizar en cada proyecto.
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Resumen

La determinacién de los balances de masa en las plantas de compostaje puede resultar una herramienta
muy Util tanto para el seguimiento del proceso como para la evaluaciéon general del funcionamiento de la
planta. La determinacién de la densidad aparente (himeda y seca) es una metodologia sencilla que puede
ser realizada en planta de manera rutinaria y el seguimiento de su variacion puede aportar informacién
sobre el funcionamiento del proceso.

El estudio realizado contempla un balance de una planta de compostaje de FORM donde se sigue la
evolucién de la masa desde las materias primas incorporadas en la mezcla, la reduccién durante cada una
de las fases y la obtencién de producto. Paralelamente, se cuantifican también los rechazos de medio
proceso y de afino.

Para ello, se ha contado con los datos aportados por la propia instalacién para un periodo de tiempo
determinado y se ha utilizado la densidad aparente realizada en planta, de acuerdo con Huerta-Pujol y col.
(2010), como herramienta para poder aproximar la evolucion de la masa y cuantificar los rechazos
generados. Los resultados experimentales se han comparados con los datos globales de seguimiento de la
planta.

Los resultados indican que la determinacion de la densidad aparente es una herramienta util, sencilla y
que puede ser llevada a cabo por los operarios de la instalacién. Medidas auxiliares como identificacion de
puntos de medida para la altura de las pilas facilitan el calculo del volumen. Todo ello permite estimar las
reducciones de masa y volumen de manera méas apropiada y por tanto prever la ocupacién de espacio y
mejorar la gestion.

Los resultados del balance de masas permiten ajustar los flujos de materia en especial en relacion a la
generacion de rechazos y rendimiento en obtencién de producto.

1. Introduccidén

Un proceso de compostaje bien llevado conduce a la estabilizacion del material, asociada a la reduccion
de masa y de volumen. En conjunto, se produce un aumento de la densidad aparente debido a la
disminucién del tamarfio de particula, y la consiguiente reduccién de volumen por empaquetamiento, y a la
mineralizacion de parte de la materia organica, que enriquece el material en proceso en materia mineral,
cuya densidad aparente es superior a la de la materia organica.

Tener claro el sistema que se lleva en una instalacién ayuda a conocer los flujos de materiales y a
relacionar el rendimiento de proceso con la generacién de rechazo (Gallardo y col., 2014), condicionando
ambos aspectos la eficacia de la planta. No obstante hay que recordar que en el proceso de compostaje el
concepto de rendimiento es inverso a lo que cabe esperar en una produccién normal, ya que, debido a la
reduccién de masa y volumen, que implica estabilizacién del material, la masa obtenida ha de ser inferior a
la masa entrada.

Por otro lado, en el caso de compostaje de Fraccion Organica de Residuo Municipal (FORM), el
contenido en impropios del material inicial menguard la eficiencia del rendimiento e incrementar el flujo de
rechazo, con la consiguiente pérdida econémica al tener que gestionarlo, ademas del espacio de la planta
ocupado por este rechazo.

Por lo tanto, una planta que presente una buena eficacia deberia tener un bajo rendimiento de compost
(o de producto) debido a la degradacién biolégica y no a la retirada de materiales impropios y otros
rechazos que ocasionan una pérdida fisica de masa.
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El estudio de balances de plantas de compostaje puede ser complejo y a veces es necesario hacer
ciertas simplificaciones para facilitar la aproximacion (Fernandez y col., 2016). Quizas es por ello que no
existe un gran volumen de estudios al respecto y muchos se basan en aspectos de modelizacion. Otros
también incluyen aspectos econémicos (Zhang y Matsuto, 2011) y de nutrientes (Pognani y col., 2012).

En este trabajo se pretende utilizar la densidad aparente segun el método descrito en Huerta y col.
(2010) como herramienta para aproximar el balance de masa en una instalacion de compostaje de fraccion
organica de residuo municipal.

2. Caracteristicas de la planta de compostaje y del proceso

El estudio se centr6 en la planta de Compostaje de FORM de Manresa, que presenta una capacidad de
20.000 t/afo, con un porcentaje de impropios del 12 %. El proceso se realiza mezclando la FORM con resto
vegetal triturado (RVT) y recirculado vegetal (RCV) en una proporcién 3FORM:1RVT:1RCV. La fase de
descomposicién se lleva a cabo en 4 trincheras de impulsiéon de 45 m de largo, 12 m ancho y 3m altura de
llenado inicial durante 64 dias, mientras que la maduracion se realiza en 2 mesetas de 45 m de largo, 17 m
ancho, 3 m de altura de llenado inicial, y dura 60 dias. La tabla 1 muestra las caracteristicas iniciales y
finales de los elementos de la instalacién, considerando las pérdidas de altura identificadas por los
responsables de planta.

Tabla 1. Calculo de los volumenes de ocupacion de la instalacion

Tipo Ne Area Altura Vol-umfen Volumen
. . planta unitario total
unidad unidades 2 m 3 3
m m m
ID Trinchera 4 12x45 3 1620 6480
FD Trinchera 4 12x45 2,5 1350 5400
IM Meseta 2 17x45 3 2295 4590
FM Meseta 2 17x45 2,7 2066 4131

ID: Inicio descomposicién; FD: Final descomposicion; IM: Inicio maduracién; FM: Final Maduracién

Al final de la descomposicion el material pasa por un tromel de 80 mm (TRM 80), donde se genera un
rechazo y el afino se realiza mediante un tromel de 10 mm (TRM 10), que retira principalmente el RVT no
degradado y lo convierte en RCV que se reintroduce en el proceso, y una mesa densimétrica, que genera el
rechazo conjunto de gravas y gruesos y separa en otra linea el compost y el polvo de aspiracion.

3. Balance de masa y parametros determinados

La determinacién del balance de masas de una planta es un factor importante implicado en el
rendimiento y funcionamiento de la instalacién. Tener registros de la cantidad de material que entra a la
instalacién, dado que pasa control por bascula, puede resultar sencillo, asi como el producto expedido y
cualquier otro flujo que se registre por bascula. Sin embargo, la complicaciéon aparece en el momento en
que se quieren valorar las variaciones de masa entre fases, donde no hay paso por bascula. Estas
variaciones de masa reflejan las pérdidas de materia, tanto de humedad como de materia seca, en forma de
gases y vapor de agua. En cambio, la determinacién de la densidad aparente del material y su relacién con
el volumen de pila si que puede ayudar a aproximar la masa de la pila. De acuerdo con Huerta y col. (2010),
se determiné la densidad aparente en planta en los diferentes puntos donde se aplicé el balance (mezcla
inicial, final descomposicién, inicio maduracién, final maduracién, compost y rechazo), utilizando recipientes
de volumen conocido, tal y como se muestra en la Ecuacion 1.

DA: densidad aparente (kg/L)
Pp — Pc Pp: peso cubo lleno (kg)
Ve Pc: Peso cubo vacio (kg)
Vc: volumen cubo (L)

(Ecuacion 1) DA(kg/L) =

La determinacién se realiz6 por quintuplicado utilizando cubos troncocénicos de 14 L en diferentes
puntos de cada uno de los materiales a muestrear para garantizar la homogeneidad de la determinacién. A
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medida que se media la densidad, los cubos se vaciaban hasta configurar el material de muestreo, que se
cuarted hasta obtener la muestra final que se analizé en el laboratorio para determinar humedad y materia
organica total. A partir de la determinacion de la humedad se puede calcular la densidad aparente seca
(Ecuacién 2).

kg MH %MS kg MS MH: materia himeda
md 100 | m? MS: materia seca

(Ecuacion 2) Densidad aparente seca =

El contenido en materia orgénica (y en materia mineral) se determiné por calcinacién y sirvié para
calcular la cantidad de materia organica en masa presente en cada una de las fases (figura 1).

Figura 1. Esquema de proceso para determinacion de la masa a través de la densidad aparente

Densidad Masa MOT
aparente

Masa total [ % MS | S [ Masa MS ] S [ % MOT
e - . m

de llenado

4. Resultados

4.1 Parametros fisicos y quimicos

La densidad aparente se ve afectada por la distribucion del tamano de particulas, el contenido en materia
organica y su grado de descomposicién y la humedad de la muestra. Es de esperar que en un proceso bien
llevado, la densidad aparente tenga tendencia a aumentar a medida que avanza el proceso. No obstante, es
un parametro que se ve fuertemente afectado por el contenido en humedad, donde a iguales caracteristicas,
un material mas seco presentara un menor densidad aparente que uno mas humedo.

La tabla 2 presenta los valores medios para los parametros de densidad aparente, humedad y materia
organica de los principales materiales. La densidad aparente humeda tiende a disminuir a lo largo del
proceso, debido principalmente a la progresiva disminucién de la humedad, siendo por tanto poco
representativa del proceso. Al expresarla sobre muestra seca, se observa mantenimiento en
descomposicion, aumento en maduracién y posterior disminucién en el compost. La densidad seca entre el
final de descomposicion y el final de maduracién incrementa como consecuencia de una mayor
descomposicion y una reduccién del tamafio de particulas, asi como, probablemente, a la eliminacién de
parte de rechazo en el cribado de 80 mm al final de la descomposicién. La disminucién entre final
maduracién y compost se debe a la retirada de materiales mas densos en el afino: rechazo de mesa
densimétrica (gruesos y gravas; DAseca de 485 kg/m®) y RCV (DA seca de 375 kg/m®).

Tabla 2. Caracterizacion de los diferentes materiales del proceso de compostaje (Misma letra en una misma
fila indica que no hay diferencias significativas para a<0,05 (Prueba HSD de Tukey) para distintas repeticiones
de los materiales de proceso).

MUESTRA Mezcla FD M FM RCV comP
Densidad humeda 454 a| 402 bc| 423 ab| 419 abc| 455 a| 383 ¢
kg/m

Densidad seca 243 c| 238 c | 298 b | 347 a | 375 a| 294 b
kg/m

%H 4690 a| 4020 b | 2836 < |1923 e |1951 e| 2331 d
%MOT sms 7336 a | 67,96 ab | 66,97 ab | 6353 b | 67556 b| 6302 b
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El contenido en humedad de algunas de las muestras, como seria la FORM, puede explicar el valor mas
elevado de densidad aparente que se observa en la mezcla inicial, aunque mantiene valores bajos a lo largo
de todo el proceso que compromete el buen desarrollo del proceso. Dado que los procesos de compostaje
industriales presentan una cierta tendencia a estar secos con objeto de ahorrar agua y a la vez facilitar las
labores de cribado final, puede ser conveniente realizar la determinacién de la densidad aparente pero con
la muestra seca (Fernandez y col., 2016). La materia organica total también tiene tendencia a disminuir a lo
largo del proceso, de forma significativa entre la mezcla y el final de maduraciéon que presenta un contenido
similar al del compost. El valor observado para el compost se puede considerar elevado para un producto
final de buena calidad.

4.2. Balance de masas

La evaluacion del proceso basicamente se realiza entre la mezcla y el final de maduracion, ya que hay
que considerar que existen pérdidas fisicas debido a la retirada de las fracciones de rechazo. Tal y como se
ha explicado, a partir de los volimenes iniciales y finales de las trincheras y mesetas, la determinacién de la
densidad aparente de cada uno de esos materiales permite estimar la masa contenida. Aplicando los
contenidos en materia seca y materia organica, se puede determinar la masa de materia seca, organica y
mineral que existe en los estadios importantes del proceso. La evolucién del proceso viene reflejada no por
la evolucién de la masa total, que también es indicativa, sino especialmente por la materia seca y en
concreto por la materia organica, la cual disminuye a medida que es transformada por los microorganismos
con la consiguiente liberacion de vapor de agua, diéxido de carbono y otros gases. Por su parte, la materia
mineral permanece constante de acuerdo al principio de conservacion de las cenizas (Haug, 1993), ya que
no es degradada por los microorganismos. La tabla 3 presenta la evolucién de estos tres parametros
durante el proceso; la diminucién de masa de materia organica se observa principalmente durante la fase de
descomposicion, donde se pierden alrededor de 300 kg de materia seca, que estan de acuerdo con los
perdidos en materia organica total; por su parte, la materia mineral permanece practicamente constante a lo
largo del proceso.

Tabla 3. Balance de materia de la planta de compostaje de Manresa

tot;Ies tMS | tMOT | tMM %impr. | t impr.
Inicio descomposicién 2942 1562 1141 416 8,9 261
Final descomposicién 2171 1298 882 416 141 306
Inicio maduracion 1942 1391 932 459 13,8 267
Final maduracién 1731 1398 888 510 9.16 157

Durante la seleccién de medio proceso con tromel de 80 mm, un 9,1 % del material de final de
descomposicion se retira como rechazo, y supone 199 t, de las cuales, 145.5 t son impropios, mientras que
53.5 t corresponden a material orgénico. En el caso del afino, se observo que el compost constituia el 16 %
(276 1), mientras que el resto eran rechazos, de los cuales el RCV que se recircula representaba el 63 %
(1091 t) y el 21 % restante (364 t) verdaderos rechazos con destino vertedero. En total se retira como
rechazo 199 t en medio proceso y 364 t en afino (563 t) de las 2942 t que entran a descomposicién,
practicamente un 19 %.

5. Conclusiones

+ La determinacion de la densidad aparente se considera un parametro de utilidad para poder aproximar la
evolucion de la masa a lo largo del proceso y la ocupacién de espacio, pero requiere de un namero
elevado de muestras representativas del material para compensar su heterogeneidad asi como disponer
de unidades de trabajo (pilas, trincheras,...) que sean faciles de controlar.

+ Debido a las diferentes caracteristicas que pueden tener los materiales de entrada entre plantas, las
diferentes proporciones de material de mezcla y la forma en que se realiza la mezcla (especialmente
respecto la tecnologia utilizada), es conveniente que cada instalacion realice su propio seguimiento y
metodologia.
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» En el compostaje de residuo municipal, el contenido en impropios puede jugar un papel importante en la
determinacion de la densidad aparente; los sistemas de seleccion mecanica sélo permiten retirar una
parte mientras el resto permanece entre la masa. En consecuencia, conlleva la necesidad de gestién de
un rechazo voluminoso. Seria conveniente incidir en medidas de sensibilizacién asi como otros tipos de
actuaciones que permitan limitar la presencia de impropios en las plantas de compostaje de residuo
municipal.

* En el caso de la instalacion estudiada, se observa un bajo contenido en humedad en las muestras
tomadas, incluso en durante la fase inicial, cuya consecuencia es la poca degradacién de materia
organica que se produce durante el proceso.
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Resumen

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (IRTF) junto con la espectroscopia
UV-VIS son técnicas que permiten la identificacion de grupos funcionales y el seguimiento de la
mineralizacion de la materia organica en procesos de compostaje [Chefetz et al., 1996]. En el
presente trabajo se compara el proceso de compostaje de sarmientos de la vid con gallinaza en
un biodigestor cerrado discontinuo frente a una pila abierta y llevado a cabo en diferentes
estaciones del afio (primavera, verano e invierno). Se estudia la reactividad y el proceso de
mineralizacion entre la lignina y los polimeros de la celulosa con la materia organica. Mediante
espectroscopia UV-VIS se analiza el carbono organico soluble y el grado de humificaciéon (E4/E6),
y por IRTF-RTA el grado de policondensaciéon y aromaticidad de los acidos himicos y falvicos
presentes en las muestras soélidas de compost. Se observan dos fases bien diferenciadas: (i) una
primera fase de compostaje (aprox. 60 dias) o de incremento del grado de humificacién y (ii) una
segunda fase o de mineralizacién hasta 250 dias con un descenso del ratio (E4/E6) a medida que
se incrementa el peso molecular y disminuye la proporcion de acidos carboxilicos. Al final de la
maduracién (250 dias), el mayor grado de mineralizacién (valores bajos de la relacion (E4/E6)) se
presenta en primavera, tanto en pila abierta como en biodigestor, seguido de las estaciones de
invierno y verano. Por Ultimo, utilizando el compost mineralizado de primavera como sustrato y en
combinacién con turba se obtienen los mejores resultados del indice de calidad (Qi) del
crecimiento de lechuga (Lactuca sativa L. var. Teresa) para una proporcion de compost/turba
(3:1).

Palabras claves: pila abierta, biodigestor cerrado discontinuo, policondensacion, aromaticidad.
1. Introduccion

La transformacion de la materia organica en el proceso de compostaje y su adecuada
estabilidad y mineralizaciéon depende principalmente de un agent bulking, en nuestro caso
sarmientos de la poda de la vid (Bustamante et al., 2012). La reutilizacién de este residuo como
abono o como sustituyente de turba, cuando se asocia con varios estiércoles (por ej. gallinaza)
permite la transformacién de residuos organicos en compuestos humicos, y productos altamente
mineralizados y de elevado valor afadido. La espectrometria UV-VIS e IR permite el seguimiento
y evolucion de los principales grupos funcionales presentes (acidos carboxilicos, fendlicos,
aminas, hidrocarburos) y de los productos o especies condensadas o aromaticas a través del
proceso de compostaje y/o mineralizacion (Chefetz et al., 1996).
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El objetivo de este trabajo es presentar el seguimiento del proceso de compostaje y
mineralizacion de mezcla de sarmientos de la vid con gallinaza (mediante UV-VIS y IRTF-RTA),
tanto en pila abierta como en biodigestor cerrado discontinuo y en diferentes estaciones del afio
(primavera, verano e invierno).

2. Materiales y métodos

2.1 Elaboracion del compost (mezcla sarmientos/gallinaza)

En el proceso de elaboracion de compost mediante dos técnicas de compostaje: (i) pila abierta
(aprox. 1200kg) y (ii) biodigestor cerrado discontinuo (aprox. 600kg), de mezcla de sarmientos de
la poda de la vid y gallinaza en una proporcién de 1:2 (w/w) y en capas alternas y un valor de
humedad de aprox. 50% y volteo (después de 28 dias en pila) y un dispositivo de control
automatico en el biodigestor (Matei et al., 2014). Las muestras de compost (1kg) se recogieron de
diferentes puntos de la parte superior, media e inferior de los reactores (y se homogenizaron)
después de 1, 20, 40 y 60 dias (final del proceso de compostaje) y tras la fase de maduracién
después de 250 dias. Las muestras se almacenaron inmediatamente a (-18°C) hasta su analisis.
Ambos experimentos se han llevado a cabo en el Centro de Capacitacion Agraria "Vinalta" en
Palencia (Espafia), y en tres periodos estacionales diferentes: (i) primavera (03/05 al 19/07, 2013);
(i) verano (26/07 al 12/10, 2013) e (iii) invierno (12/11 al 02/02, 2013) (Droussia et al., 2009).

2.2 Caracterizacion de las muestras de compost, mediante UV-VIS y IRTF-RTA.

Para el seguimiento del proceso de mineralizacion mediante UV-VIS y IRTF-RTA
determinamos las variaciones del contenido de carbono organico soluble en agua y el grado de
policondensacion y aromaticidad de los grupos funcionales presentes. Se preparan diferentes
muestras de compost a 100°C durante 48 horas en estufa (Thermo Scientific Heraeus Series
6000) y molidas en un molino ultracentrifugo (Retsch ZM-100) a un tamafno de particula <0.08
mm.

2.2.1 Espectrofotometria ultravioleta visible (UV-VIS)

Para la determinacién del carbono organico soluble en agua (Chen e Inbar, 1993; Hsu and Lo,
1999) se parte de 2 g de una muestra homogénea de compost en 20 ml de agua desionizada y se
agita durante 30 minutos (Thermo Scientific HP130915QAM 2) y se centrifuga durante 15 min a
3500 rpm (Hettich, EBA200) y se filtra (papel Whatman, n°3) y se almacena 24 horas a 4°C. La
lectura del carbono orgéanico soluble en agua se lleva a cabo en un espectrofotometro Shimazdu
UV-2450 a 465 nm y 665 nm y seguidamente de calcula la relacion de absorbancias (E4/EB).

2.2.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier-Reflectancia total atenuada
(IRTF-RTA)

El andlisis espectroscopico de muestras solidas molidas se llevo a cabo por RTA en Thermo
Scientific Nicolet™ iST™M50 spectrometer, en un rango espectral de 400-4000 cm-1 y 32 barridos.

2.3 Ensayo de crecimiento de Lactuca sativa L. (var. Teresa) (indice de calidad Qi) en
sustrato de compost mineralizado con turba.

Se elaboraron nueve medios de cultivo formados por compost maduro (250 dias) y turba rubia
(Pindstrup), en diferentes proporciones (25%, 50%, 75% y 100% v/v) siendo el control 100 %
turba. Como cultivo se ha utilizado Lactuca sativa L. (var. Teresa). Cuando las plantas tuvieron un
tamafio adecuado para su trasplantacion se recogieron 20 plantulas al azar de cada bandeja,
evitando aquellas proximas a los extremos. Antes de lavar y secar para determinar el peso seco (a
65°C en una estufa de aire forzado durante 72 h), se determind el peso fresco. Para el estudio de
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las variables morfolégicas se tomaron medidas de: altura, diametro del cuello de la raiz y pesos
secos, tanto aéreos, como radiculares y se determind el indice de calidad (Qi) (Dickson et al.,

1960), a mayor valor de indice resultara una mejor calidad de planta y se calculé con la formula

(1)

. peso seco total (g)

Ql = altura tallo(cm) peso seco tallo(g) (1 )
diametro tallo (mm) = peso seco raiz (g)

3. Resultados y discusion

3.1 Caracterizacion por espectroscopia UV-VIS

A la vista de los resultados de la Figura 1, se observa los cambios de absorcion a 465 y 665
nm, (E4/E6), de los extractos acuosos de las mezclas de sarmientos y gallinaza a lo largo del
proceso de compostaje y en diferentes estaciones (primavera, verano e invierno).

A medida que avanza el proceso de compostaje, se distinguen dos etapas: (i) una primera fase
de compostaje con incremento del grado de humificacion (E4/E6) hasta 60 dias, y (ii) una segunda
fase de maduracion (250 dias) con un descenso del ratio (E4/E6) a medida que se incrementa el
peso molecular y disminuye la proporcion de acidos carboxilicos (Chen et al., 1977).

Figura 1. Variacion estacional de la relacién de absorbancias (E4/E6) correspondientes a 465 y 665 nm
frente a dias del proceso de compostaje, de mezclas de sarmientos de la vid con gallinaza, en (A) pila
abierta y (B) en biodigestor cerrado discontinuo.

Se observa que al final de la maduracion (250 dias) los mayores valores (E4/E6) corresponden a
la mezcla sarmientos/gallinaza en la pila abierta y estacién de verano, seguidos de invierno y
primavera, mientras que en un biodigestor, los ratios (E4/E6) son algo inferiores a los de la pila.
Por consiguiente y al final del proceso de maduracién se consigue una mayor mineralizacion en la
estacién de primavera y en los dos reactores. No obstante, la anterior afirmacién precisa de un

mayor nimero de experiencias y de mas analisis quimicos para su verificacion.

3.2 Caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo IRTF-RTA.

A la vista de los resultados, se observa el incremento de la absorbancia con la longitud de
onda para muestras sélidas de mezclas de sarmientos con gallinaza a lo largo del proceso
de compostaje tanto en la pila como en el biodigestor y para las tres estaciones
estudiadas (primavera, verano € invierno). En la Figura 2 se muestra las variaciones de
absorbancia en el inicio del proceso de compostaje (A); al cabo de 60 dias (B) y en la fase
de maduraciéon a 250 dias (C).
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Figura 2. Espectros IRTF-RTA de absorbancia (A.U.) del proceso de compostaje de sarmientos/gallinaza
en pila abierta y en la estacién de primavera a (A) 1 dia, (B) 60 dias y (C) 250 dias.
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Claramente se observa un incremento de la intensidad de las bandas de absorcion (1595 y
1511 cm-1) a medida que se incrementa el tiempo de compostaje (60 dias) debido al mayor
enriguecimiento en grupos aromaticos (Figura 2 (B)) (Kononova, 1961). Finalmente, si se deja
madurar la pila durante 250 dias se observa una disminucién en la intensidad de las bandas de
absorcion debido a los procesos de condensacion y al incremento de las cadenas moleculares o
peso molecular del polimero (Figura 2 (C)) (Amir et al., 2003, Izquierdo et al 2004 y Matei et al.,
2016).

3.3 Valores del indice de calidad (Qi) Lactuca sativa L. en sustrato de compost mineralizado
con turba

El valor promedio mas alto (Qi 1,8) del indice de calidad de Dickson et al. (1960) tanto para la
pila abierta como para el biodigestor cerrado, se presentd en plantas de Lactuca sativa L. que se
desarrollaron en mezcla formada por 75% compost de primavera mineralizado + 25% turbas y el
valor mas bajo (Qi 0,8) en plantas desarrolladas en sustrato con solo turba (100%). El valor de
este indice expresa la potencialidad de la planta tanto para sobrevivir y representa las fracciones
aérea y radical equilibradas (Oliet, 2000), y de este modo se evita que la transpiracién exceda la
absorcion (May, 1984).

4. Resumen de resultados

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y la espectroscopia UV-VIS
son técnicas que permiten el seguimiento de la mineralizacién de la materia organica en procesos
de compostaje de sarmientos de la vid con gallinaza en un biodigestor cerrado discontinuo frente
a una pila abierta y en diferentes estaciones. Se concluye que existe una primera fase de
compostaje (aprox. 60 dias) o de incremento del grado de humificacién y una segunda fase o de
mineralizacién hasta 250 dias con un descenso del ratio (E4/E6). El mayor grado de
mineralizacion al cabo de 250 dias se presenta en la estacion de primavera en pila abierta y en
biodigestor, seguido de las estaciones de invierno y verano en pila abierta. El valor del indice de
calidad (Qi) de las plantas de Lactuca sativa L. (var.Teresa) incrementa el doble en un sustrato
con la mezcla de compost de primavera mineralizado/turba de (3/1) en comparaciéon con solo
turba.
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Resumen: El objetivo de este trabajo es evaluar la viabilidad de utilizar FORM como substrato de Bacillus
thuringiensis (Bt), productor de una endotoxina utilizada comercialmente como biopesticida. Se ha evaluado
el crecimiento de Bt en FORM por fermentacion liquida y sélida, en condiciones de residuo estéril y no
estéril, escalando el proceso de fermentacion en estado soélido (FES) de un reactor de 0.5 L a reactor de 10
L y a compostador doméstico de 400 L. Los resultados obtenidos muestran la viabilidad de utilizar FORM
como sustrato para el crecimiento de Bt en FES sin esterilizacion previa de este residuo. Sin embargo, se
observan limitaciones relacionadas con la temperatura de proceso y la elevada carga microbiana de la
FORM. Con el objetivo de mejorar el crecimiento de Bt, se han utilizado diferentes estrategias de proceso.
Finalmente, la produccion del biopesticida se ha realizado a través de compostaje doméstico, obteniendo un
compost de calidad, higienizado, conteniendo Bt y sin efectos toxicos para el suelo.

Palabras clave: Biopesticida, compost enriquecido, endotoxina, valorizacion FORM,
1. Introduccién

El enfoque del residuo como recurso, considerandose materia prima para conseguir nuevos
productos, gana importancia en el camino hacia la economia circular. La fracciéon organica de
residuos municipales (FORM) es un residuo de alta generacién, rico en nutrientes y valorizado
basicamente para la produccién de compost y biogas. En este sentido, la fermentacién en estado
solido (FES) se presenta como una tecnologia prometedora para la obtenciéon de productos de
interés industrial como enzimas hidroliticas, biosurfactantes, biopesticidas, etc., utilizando residuos
como materia prima (Sanchez y col., 2015).

Por otra parte, es conocido que algunas especies del género Bacillus son productoras de una
gran variedad de metabolitos, entre ellos algunos insecticidas. En concreto, Bacillus thuringiensis
(Bt) produce una proteina paraesporal en forma de cristal romboidal conocida como 8-endotoxina.
Esta toxina es efectiva para diferentes dipteros, coledpteros y lepidopteros, insectos responsables
de la destruccion de numerosas cosechas, mientras que es inocua para plantas, animales y
humanos. La produccién de Bt se realiza a partir de fermentacion sumergida y su uso como
biopesticida esta aceptado legalmente. Su produccion por procesos de FES, aunque estudiado de
forma preliminar, no se aplica a nivel industrial. Ademas, la mayoria de trabajos que utilizan
residuos organicos (unos pocos so6lo con FORM), se han realizado a escala de laboratorio,
utilizando pocos gramos de muestra, y en la mayoria de casos con los residuos pretratados, es
decir, esterilizados o sometidos a algun tratamiento térmico que elimine su carga bacteriana nativa
y reduzca la competencia a la hora de inocular un microorganismo especifico.

El objetivo de este trabajo es evaluar la viabilidad de utilizar FORM como substrato de
crecimiento de Bt. Pensando en una aplicacién industrial, se utilizara el residuo en las mismas
condiciones que se obtiene, sin esterilizar, y se realizaran las FES en voliUmenes que van desde
100 gramos hasta 20 kg de FORM. Se estudiaran las mejores condiciones de operacién a partir
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de diferentes estrategias con el objetivo final de producir un compost de calidad con efecto
biopesticida, que pueda ser aplicado al suelo de forma segura.

2. Material y Métodos

2.1 Materiales

La FORM utilizada, procedente de recogida selectiva, se obtuvo ya estructurada con restos de
poda y palé (1:1 v/v) de la planta de Compostaje de Manresa (Barcelona). Se empleé la cepa de
Bacillus thuringiensis, variedad kurstaki, CECT 4497 de la Coleccion Esparola de Cultivos tipo
CECT. La preparacion del inoculo se realizé a partir de una crioperla de Bt incubada a 30°C y a
130 rpm en 100 mL de medio comercial OXOID® durante 20h.

2.2. Reactores y parametros de seguimiento

La fermentacion sumergida se realizd en reactores de 1800 mL de capacidad con agitacion
continua, y temperatura (30°C) y caudal de aire (2 NI/h) constantes. Se utilizé una cantidad de
FORM calculada en base a la materia seca del medio comercial, y se inoculé con un 10% (v:v) de
Bt crecido en medio comercial. La FES se realiz6 en diferentes tipos de reactores. Se trabaj6 a
temperatura (30°C) y caudal constante (30 mL/min) en reactores de 500 mL En los reactores de
10 L, aislados térmicamente, se trabaj6 con un perfil dinamico de temperatura y un caudal variable
utilizando una estrategia de optimizacion de la OUR (Puyuelo y col., 2010). Por ultimo, se utilizé
un compostador casero de 400 L (modelo Thermo star) que se aliment6 en 4 ocasiones con
cantidades equivalentes a las generadas por una familia de 4 miembros. En funcién de la
fermentacion, se realizd el seguimiento del perfil de temperatura, concentracion de oxigeno,
velocidad especifica de consumo de oxigeno (sOUR), y el porcentaje de humedad, materia
orgénica y pH segun procedimientos estandar (U.S. Composting Council, 2001). El seguimiento de
Bt se realiz6 mediante el contaje de células viables y esporas (Zhuang y col., 2011) y la
identificacion de Bt y el cristal paraesporal mediante tincion de Gram (células) y verde Malaquita
(espora) e imagenes SEM.

2.3 Calidad del compost final

La estabilidad y madurez del compost se determinaron mediante un ensayo de respirometria
dinamica y un test de germinacién (Barrena y col., 2009). El ensayo ecotoxicolégico, utilizando el
colémbolo F. candida, y el analisis de patégenos se realizaron mediante analitica externa. El resto
de parametros se determiné mediante procedimientos estandar (U.S. Composting Council, 2001).

3. Resultados y Discusion

Como pruebas previas a las de FES, se realizaron una serie de experimentos en fermentacién
sumergida utilizando FORM como fuente de nutrientes, esterilizando previamente el medio y sin
esterilizar, trabajando siempre en condiciones de temperatura constante (30°C). El objetivo de los
test en condiciones estériles era establecer la idoneidad de la FORM como medio de cultivo para
Bt, comparando con un medio comercial. Como se puede observar en la Figura 1, el crecimiento
en FORM estéril en estas condiciones fue posible (la poblacion inicial se multiplica por 16 a las 24
h y por 20 a las 48 h), aunque a menor velocidad que la registrada en medio comercial. En la
Figura 1 se presentan también los resultados obtenidos en condiciones de no esterilidad. En este
caso, el crecimiento registrado fue menor, la poblacion de Bt se multiplicé por 6.5 después de 48
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h. La comparacién entre la poblacion méaxima obtenida en las distintas pruebas se hace dificil
pues conseguir las mismas condiciones de in6culo inicial resulté complicado. Otros autores,
siempre trabajando en condiciones de esterilidad, comprobaron el crecimiento de Bt en
fermentacion sumergida utilizando distintos residuos como medio de cultivo: es el caso de Yezza y
col. (2006) quienes trabajando con lodo secundario registraron valores de poblacién de Bt a las 48
h de 7-108 UFC/mL (con concentraciones de sélidos en suspensién de 25 g/l y partiendo de 1-10°
UFC/mL) o el de Zou y col. (2016) quienes trabajando con residuos de cocina consiguieron
alcanzar una poblacién de Bt del orden de 107 UFC/mL partiendo de un valor inicial de 10* (a
concentracion de solidos totales de 10 g/L).

El crecimiento en FES de Bt se investigd primero en reactores de 500 mL de capacidad,
trabajando a 30°C y aireacion constante y en condiciones estériles, constatando la viabilidad del
proceso ya referida por otros autores como Zhang y col. (2013), trabajando con residuos de
cocina, o Zhuang y col. (2011), utilizando lodos de depuracién de aguas urbanas como sustrato.

El paso a condiciones de no esterilidad y mayores volumenes de proceso (reactores de 10L)
requirié el estudio de diferentes estrategias de operacion para conseguir el crecimiento de Bt. Los
obstaculos a superar fueron el incremento de temperatura que se registraba en los reactores casi
adiabaticos utilizados (que se alejaba de los valores dptimos de este parametro descritos para Bt)
y la presencia de la poblacion microbiana propia de la FORM (con la que Bt estableceria
competencia por el sustrato).

1e+10
— le+9
E
O 1le+8
e
2
O ——— 0 ———
B te+7 e N
o] - \
8 - N\
> AN
g 1e+6 \
=] AN
S ieus —e— FORM estéril o
e+ —-0— FORM no estéril
—%— Medio comercial
le+4 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (h)

Figura 1. Crecimiento de Bt en FORM liquida (condiciones estériles y no estériles) y en medio comercial
(OXOID). Concentracion de sélidos totales en el medio, 25 g/L.

Las estrategias de operacién seguidas en reactores de 10 L fueron:

- Estrategia 1: Inoculacién de Bt en FORM desde el inicio del proceso. Se observo un claro
descenso de la poblacién de Bt respecto a la inicial, tanto en células viables, como en
esporas, coincidiendo con la etapa termofila del proceso. Las condiciones termdfilas se
mantuvieron durante 6 dias, alcanzando temperaturas por encima de los 60°C.
Posteriormente, ya a temperaturas por debajo de 40°C se registrd un ligero crecimiento de
la poblacién de Bt (células viables y esporas) lejos de los valores iniciales.

- Estrategia 2: Inoculacion de Bt en FORM después de la etapa termdfila del proceso. Se
pretendia higienizar la FORM durante la etapa terméfila y conseguir condiciones favorables
de temperatura y competencia microbiana para el crecimiento de Bt. La inoculacién se
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realiz6 a temperatura de 33°C, después de 15 dias de proceso. La poblacién de Bt se
dobl6 a los 13 dias respecto a la inicial.

- Estrategia 3: Se estudié la posibilidad de realizar el proceso de FES con crecimiento de Bt
en semicontinuo mediante inoculacion de Bt en FORM después de la etapa termdfila,
crecimiento y propagacién del reactor con una relaciéon 1:1 entre FORM con Bt y FORM
higienizada procedente de otro reactor sin inocular: la mezcla resultaba en dos reactores
idénticos conteniendo FORM con Bt. La estrategia se demostr6 viable, obteniendo los
mejores resultados de crecimiento de Bt realizando homogeneizaciones periédicas del
contenido del reactor. En la Figura 2 se muestra el perfil de temperatura, tasa de consumo
de O, y evolucion de la poblacién de Bt para una de las réplicas.

Por ultimo, se estudié la posibilidad de incorporacion de Bt a un compostador doméstico al que
se alimentaron residuos de FORM verde (restos de fruta y verdura procedentes de mercados y
tiendas) estructurados con restos de poda. El objetivo final era la obtencién de un compost con
efecto biopesticida que se pudiera aplicar al jardin o huerto propio o comunitario. Se puso en
marcha también otro compostador idéntico, sin inocular Bt, que actué como control del proceso.

El compost obtenido en ambos casos cumplia con los estdndares de calidad establecidos en
el R.D. 506/2013 sobre productos fertilizantes, presentando humedad entre el 33-38%, contenido
de materia organica del 60% y relacion C/N de 13 (3% en peso de nitrégeno en base seca). El
material era estable (IRD max, 0.9-0.5 g O, kg'MO h™), libre de patégenos (ausencia de E. coli, S.
aureus, Salmonella sp. y Listeria sp.), con un indice de germinacién superior a 200% (255-214%)
indicando efectos no fitotoxicos y beneficiosos para su aplicaciéon al suelo. El ensayo
ecotoxicologico con el colémbolo F. candida indicd que su aplicacion al suelo no tendria efectos
perjudiciales en las dosis y condiciones de ensayo.

El material final procedente del compostador inoculado con Bt, presentaba una poblacion de
células viables de este microorganismo del orden de 10° UFC/g MS. Se observé la presencia del
cristal paraesporal téxico mediante microscopia electronica de barrido, aunque no se pudo
cuantificar ni realizar ensayos para comprobar su efecto biopesticida.
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Figura 2. Evolucién de temperatura, SOUR y poblacién de Bt durante el proceso de FES segln Estrategia 3:
Higienizacién de la FORM, incorporacion de Bt, mezcla y separacion en dos reactores (se representa la
evolucién de uno de ellos)
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4. Conclusiones

Los resultados obtenidos a diferentes escalas, principalmente en reactores de 10 L, confirman
la posibilidad de valorizar la FORM por medio FES a través de un producto que puede ser
aplicado como enmienda orgéanica para el suelo conteniendo Bacillus thuringiensis (bacteria con
poder biopesticida).
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Resumen: El proyecto LIFE+ Integral Carbon tiene como objetivo la mitigacion de las emisiones de Gases
de Efecto Invernadero (GEI) de los procesos agroindustriales. Su desarrollo ha supuesto la construccion de
un fotobiorreactor en que se cultivan microalgas edéficas, logrando el aprovechamiento de nutrientes
residuales y la fijacién del CO, emitido por la agroindustria, en biomasa algal, que sera posteriormente
aplicada como biomejorador del suelo. El fotobiorreactor tiene 30 m® de capacidad, se alimenta con
digestato clarificado por electrofloculaciéon y se introduce en una relacién 1:10 (v/v) y con los gases de
combustion del biogas. La energia necesaria proviene de cuatro placas fotovoltaicas con una potencia de
580 W que alimentan ademas el sistema de medida de gases en continuo y el registro de los parametros
operacionales: pH, CE, temperatura interior y exterior y radiacion PAR. El sistema ha estado funcionando
durante cinco meses en una bodega de la D.O. Vinos de Uclés (Cuenca), con una producciéon de 120 m® de
biomejorador que han sido aplicados en los vifiedos con dosis de 0, 5 y 10 m%ha, comparandose su eficacia
con la de un fertilizante liquido comercial. La substitucion de la fertilizacién mineral en el vifiedo y la fijacion
de GEI en biomasa algal son herramientas que pueden mejorar la huella de C del sector vitivinicola.

Palabras clave: gases de efecto invernadero, digestato, vifiedo, biomejorador, Proyecto LIFE+ Integral
Carbon

1. Introduccion.

En su desarrollo global, la utilizacién de la tecnologia de microalgas en bioprocesos industriales
ha tenido muy diferentes propésitos. Uno de los primeros bioprocesos de aplicacion ha sido la
obtenciéon de biodiesel debido a su alto contenido lipidico, la no utilizacién de terrenos agricolas y
la eficaz fijacién del CO, atmosférico (Zhao y col. 2013). Sin embargo, un analisis de su ciclo de
vida (ACV) frente a otros potenciales cultivos bioenergéticos muestra que los cultivos de
microalgas tienen mayor impacto que cultivos tradicionales como el maiz, la colza o las gramineas
en términos de emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), consumo de agua y uso de
energia, siendo sus necesidades de nutrientes y CO; los principales factores limitantes para su
aprovechamiento energético (Clarens y col., 2010). Sin embargo, la elevada composiciéon en
acidos grasos insaturados, pigmentos y otros biocompuestos que presentan las algas, estan
permitiendo su aplicacibn como suplemento nutricional en preparados destinados a la
alimentacién humana o animal (Brennan y Owende, 2010).

Una alternativa al uso de fertilizantes quimicos en la producciéon de microalgas es el uso de
efluentes residuales, ya sea de origen urbano o industrial. El agua residual satisface de forma
simultanea las necesidades de agua y nutrientes del cultivo de microalgas (Min y col., 2011). El
empleo de estanques aireados permite que parte del oxigeno generado por la actividad
fotosintética de las algas sea utilizado por la flora bacteriana heterétrofa, y que el CO, producido
en el proceso de depuracion del agua residual sea fijado en biomasa algal (Garcia y col., 2006).
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El proyecto LIFE+ Integral Carbon plantea utilizar la tecnologia de microalgas en conjuncién
con la digestion anaerobia para el tratamiento de los residuos organicos generados por
actividades agroindustriales del sector vitivinicola y lacteo. En su primera fase de desarrollo, un
prototipo industrial con dos moédulos: uno de digestion anaerobia en dos etapas y un
fotobiorreactor, se instalaron en Bodegas Fontana, perteneciente a la D.O. Vinos de Uclés
(Cuenca). El digestato producido en el primero de los médulos ha alimentado el proceso de
producciéon de biomasa algal, que también ha aprovechado el CO, generado en el proceso de
combustién del biogas. La biomasa algal se aplicé posteriormente en parcelas de vifiedo como
fertilizante organico con capacidad de suplir a la fertilizacion tradicional que en ellos se realiza.

2. Material y Métodos.
2.1 Diseno del fotobiorreactor.

Para realizar el disefio del fotobiorreactor se parti6 de dos prerrequisitos importantes: el
sistema debiera ser movil, o que permitiria su desplazamiento e instalacion en diferentes
tipologias de agroindustrias y en distintas localizaciones, y que debiera ser autbnomo desde el
punto de vista energético. En la Fig. 1 aparece el disefio inicial del médulo realizado en Autodesk
Inventor.

Cupula semitransparente

Placas fotovoltaicas

Bomba de aspiracionfimpulsion gases.

Depésito 30 m3

Cuadro de sectores de aireacion

Figura 1. Infografia del médulo de produccion de algas con su elemento de control.
Los elementos que componen dicho médulo son:

- Balsa flexible de 30 m® de capacidad, fabricada en elastémero por la empresa PRONAL.
Lleva una estructura de soporte y una cubierta con ventanas de plastico transparente, que
actda también como elemento de retencion de gases.

- Remolque de transporte con un peso inferior a 750 kg lo que permite su movilidad sin
necesidad de matriculacion ni permiso de circulacion.

- Placas fotovoltaicas. Seis unidades de 145 W nominales cada una, con una potencia total
de 870 W, instaladas en el techo del remolque y orientables.
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- Baterias de plomo &cido. Cuatro unidades de 6 Vdc, conectadas en serie, que alimentan el
sistema de control y monitorizacion. A través de un inversor se suministra corriente alterna
al sistema de aireacion, estando conectadas a un regulador de carga que suministra
diferentes ciclos de carga y mantenimiento para optimizar la capacidad de las baterias.

- Sistema de aireacion. Se consigue con 10 brazos dispuestos de forma radial en el fondo de
la balsa; tienen trenzado 15 m de tubo poroso (& 7 mm) conectados en red mallada. La
aireacion la proporcionan 3 bombas de aspiracién-impulsion de una potencia total de 74 W,
que suministran un caudal medio de 11 L min™ y 2,2 bar a un borboteador al que se
conectan los diferentes tubos porosos lo que proporciona un caudal homogéneo en toda la
base de la balsa. El sistema de aireacién sélo esta en funcionamiento en periodo diurno.

2.2 Conexion con el médulo de digestion anaerobia.

La conexién entre ambos médulos se realiza con el objetivo de aportar el digestato clarificado
como fuente de nutrientes y de los gases de combustion para enriquecer la aireaciéon en CO..

- Sistema de alimentacion. El digestato es bombeado desde el depésito de almacenaje a la
salida del médulo de digestion, hacia el dispositivo de electro-floculacion donde se aplica
una intensidad de carga de 190 A-m®, con un tiempo de retencién aproximado de 30 s,
para posteriormente, separar a contracorriente las dos fases floculadas mediante un panel
de celulosa hidrofoba, para obtener una fase liquida clarificada. Este digestato clarificado se
inyecta en la base de la balsa mediante dos bombas centrifugas de 58 W, con una toma
Venturi para introducir el gas contenido en la clpula y homogeneizar el medio de cultivo. La
carga media de digestato introducida fue de 50 L-dia™.

- Inyeccion de gases de combustion, que se realiza desde la caldera de biogés, lo que
permite su introduccién en el medio de cultivo a través de la linea de aireacién, a razon de
5,4 Nm3-dia” de media.

2.3 Elementos de control y monitorizacion.

El sistema se complementa con una unidad de control instalada en el elemento de transporte y
que consta de los siguientes elementos:

- Sistema de control energético. Al alimentarse el sistema con placas fotovoltaicas y baterias,
se han definido dos umbrales de habilitacion de potencia:

» Umbral de consumo prioritario, es el de menor valor de carga de las baterias, desactiva
todos los componentes de consumo energético salvo los de monitorizacion de variables.

* Umbral de consumo de potencia, es el que activa los elementos de mayor consumo del
médulo: entrada progresiva de las 3 bombas de aireacién y la bomba de inyeccion de
digestato clarificado.

- Monitorizacion de gases. Se realiza mediante toma de muestra del contenido gaseoso de la
cupula cada 10 min y su introduccién en un sistema de medida de gases SENSOCOMP, el
cual tras la eliminacion de particulas y humedad realiza la medida simultanea de CO,, O,
NH3; y CH4, que son almacenados en una unidad de control de datos PCE-KD9: MultiCon.

- Monitorizacion del funcionamiento de la balsa. La realizan los siguientes elementos con
trasmision de datos en continuo a la unidad de control:

* Dos sensores de radiacion PAR, situados en el exterior y en el interior de la balsa,
controlan los elementos de aireacion y alimentacion para su funcionamiento diurno.
* Temperatura y humedad relativa en el exterior.
e Temperatura en la cUpula y en el medio de cultivo de la balsa.
* Sensores de pH y Conductividad Eléctrica del medio de cultivo
* Presion del sistema de aireacion
En la Figura 2 se muestra el prototipo industrial con sus dos moédulos operando en las

instalaciones de Bodegas Fontana de la D.O. Vinos de Uclés (Cuenca).
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2.4 Toma de muestras y determinaciones analiticas.

Semanalmente se tomaron muestras en 5 puntos de la balsa para los diferentes ciclos
productivos y se analizaron en laboratorio los siguientes parametros segun normativa APHA
(1992): pH y conductividad eléctrica (CE), solidos totales (ST), sélidos volatiles totales (STV),
nitrégeno Kjeldahl, carbono organico disuelto (COT) mediante analizador de combustién, biomasa
algal a partir de la medida de clorofila en extracto de metanol y nutrientes (nitrato, amonio y
fosfato) mediante analizador de flujo segmentado SKALAR.

Los resultados de funcionamiento del fotobiorreactor (Fig. 3) muestran una respuesta efectiva
en la produccién de biomasa algal con respecto a la adiciéon de un digestato agroalimentario que
tenia un contenido de KTN 1,76+0,32 g/L, un valor de pH 7,51y una elevada conductividad
eléctrica (16,74+2,94 dS/m). Tras una fase inicial de produccion lenta, fruto de la adecuacién del
indculo de algas (Chlorella sorokiniana), se alcanza el maximo crecimiento a los 42 dias (22 dias
tras la fase inicial de adaptacion); a partir de ahi sufre un proceso de inhibiciéon por acumulacién
de digestato, que se manifiesta en una acumulacion de sélidos totales, que dificultan la
transmision de luz en el seno del fotobiorreactor, y un incremento excesivo de sales. Los valores
de produccién de biomasa algal alcanzados son bajos (0,06£0,01 g/L), lo cual implica la necesidad
de introducir un elemento de concentracion de la biomasa algal previo a su aplicacion a campo.

W GIE (clSinn)

phH

Figura 3. Variacion de las propiedades del medio de cultivo (pH, conductividad eléctrica CE y N-
total KTN), solidos totales (ST), volatiles (STV) y biomasa algal.
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. Conclusiones.

- La utilizacién de fotobiorreactores con microalgas es una tecnologia que permite el
aprovechamiento de nutrientes residuales presentes en un digestato agroalimentario para la
obtencién de biomasa algal utilizable como elemento biofertilizante.

- Se ha demostrado que la autonomia energética del médulo es suficiente para producir
microalgas. Por otro lado la autonomia del proceso de cultivo ha redundado en la reduccion
de costes, convirtiéndose en un sistema de cultivo de bajo costo.

- Se debera desarrollar un proceso de concentracién mediante floculacién para mejorar el
rendimiento del proceso.
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Resumen:

En el presente trabajo se evalla la influencia de un pretratamiento de ozonizacién sobre el proceso de
codigestion en rango mesofilico (35°C) de subproductos organicos del procesado de aceituna de mesa
(SOPAM) y fangos de EDAR urbana a escala de laboratorio. El efecto que la ozonizacién tiene sobre la
mezcla a codigerir se evalu6é a partir del incremento observado en el carbono organico disuelto y en el
potencial de produccién de metano obtenido. Se ozonizaron por separado los SOPAM, los fangos y una
mezcla de ambos, una vez optimizada la mezcla de ambos sustratos. Las dosis de ozono aplicadas
oscilaron en el intervalo de 0,006-0,150 gO4/gST. El méaximo incremento de COD en el SOPAM fue de un
12,3% y en la mezcla el resultado obtenido estuvo por encima de un 70%. Sin embargo, cuando se realizé
un ensayo comparativo de la solubilizaciéon con una misma dosis de ozono en lodos mixtos (fangos de
EDAR) y en la mezcla fangos y SOPAM, se observaron incrementos por encima del 200% en el COD
registrado en la comparativa entre ambos sustratos a favor de los lodos mixtos. No obstante, este efecto no
se vio ratificado con un incremento similar en la produccién de metano (LCH4/kgSViniciaes) €N la que se
observd, en el caso de la ozonizaciéon de mezclas, una tendencia decreciente lineal con la dosis aplicada,
salvo en la dosis mas baja empleada, de 0,018 gO3/gST, donde se registré un incremento aproximado de un
20-21%. En el caso de la ozonizacién con una dosis similar s6lo de los fangos, con respecto a éstos sin
ozonizar, el efecto observado fue un incremento en la produccion de metano en torno a un 25-30%, segun
el pardmetro considerado. Los resultados obtenidos muestran que una optimizacion del pretratamiento con
ozono de los lodos mixtos y su posterior mezcla con el cosustrato (SOPAM) parece ser la mas adecuada
para una mejora global en su codigestién.

Palabras clave: Ozono, Biodegradabilidad, SOPAM, Aceituna de mesa, Digestién Anaerobia, Lodos EDAR

1. Introduccion.

La industria agroalimentaria es uno de los principales sectores industriales de la economia
mundial, siendo uno de sus principales problemas la generacién de importantes volimenes de
residuos, principalmente de origen organico. Una de las posibles alternativas de gestion de éstos
es su valorizacién energética mediante un proceso de digestién anaerobia, permitiendo con ello
obtener una fuente de energia renovable en forma de biogas y un digerido apto para ser utilizado
como abono.

Esparia es el primer pais productor mundial de aceitunas de mesa. Segun el Consejo Oleicola
Internacional (2016), la produccion mundial media de las ultimas cinco campafas (2010-15)
alcanz6 una cifra de 2.501.300 t, de las cuales 538.800 se produjeron en Espafa, 399.400 en
Egipto y 395.000 en Turquia, generandose en nuestro pais un 21,5% del total mundial y un 64,9%
del de la Unién Europea. Esta se concentra en un 80% en la Comunidad Auténoma de Andalucia,
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un 59% en la provincia de Sevilla (MAGRAMA, 2016 Los Subproductos Orgéanicos del Procesado
de Aceituna de Mesa (SOPAM) proceden, principalmente, del hueso de la aceituna, en la
operacién de deshuesado, acompariado de mayor o menor proporcion de pulpa de la aceituna ya
procesada; restos de distintos destrios de aceitunas fuera de especificaciones generados a lo
largo del procesado de la misma y otra serie de subproductos de caracter organico derivados de
su produccién. Se calcula que alrededor del 12% de la aceituna procesada finalmente se
transforma en este tipo de subproductos. Es ligeramente acido, con un elevado contenido en
materia organica y una relacion C/N elevada, en torno a 48,4 (Garcia-Morales, y col., 2010).

En el caso de los lodos de EDAR, segun datos del PEMAR 2016-2022 (Plan Estratégico Marco
de Residuos), su produccion nacional en 2012 fue de un total de 1.082.669 t ms, cuyo tratamiento
en planta suele ser en un 50% la digestién anaerobia, y siendo aplicados en un 80% con fines
agricolas. Estos se caracterizan por una elevada proporcién de nitrégeno organico, lo que le
otorga unas bajas relaciones C/N.

Estas diferencias en las caracteristicas de ambos sustratos las hacen idéneas para su mezcla 'y
tratamiento conjunto mediante un proceso de co-digestion, aprovechando las sinergias en la
composiciéon de cada material, balanceado la relacion de nutrientes (ratio C/N) y de esta forma
alcanzar condiciones 6ptimas para el desarrollo de la microbiota anaerobia (Yadvika y col., 2004).

En el tratamiento de aguas residuales el ozono puede utilizarse para diversos fines. En
efluentes tratados permite eliminar microorganismos patégenos o compuestos organicos
recalcitrantes a los tratamientos previos. Este también puede ser utilizado como pretratamiento
para la eliminacién de compuestos toxicos o inhibidores en procesos de tratamiento biolégico o
para favorecer la biodegradabilidad de algunos residuos o efluentes (Gottschalk, y col., 2010).
como es el caso de los biosolidos (Tyagi y Lo, 2011).

El principal objetivo del presente trabajo ha sido evaluar el efecto de los posibles escenarios de
pretratamiento con ozono en un proceso de codigestion de lodos mixtos y SOPAM de cara a
maximizar su productividad de metano.

2. Material y Métodos
2.1. Equipamiento y sustratos utilizados.

El trabajo experimental fue desarrollado en dos tipos de reactores de laboratorio. En reactores
de vidrio de 2L de volumen util con agitacién individual, con un sistema de calefaccion mediante
resistencia eléctrica que con un termopar mantenia la temperatura en rango mesofilico (35°C).
Estos ensayos se realizaron por duplicado. Para la recogida y almacenamiento del biogas
producido se utilizaron bolsas Tedlar de 5 L. El segundo sistema estaba formado por pequefios
viales de 250mL, por triplicado, con un volumen util de 200 mL, calefactados en un bario
termostatico y donde el biogas se almacenaba en el espacio en cabeza.

Los SOPAM utilizados procedian del Grupo Angel Camacho Alimentacién en Morén de la
Frontera (Sevilla), los lodos mixtos y el inéculo empleado de la EDAR Copero de EMASESA en
Sevilla. El inéculo provenia de los reactores de digestion anaerobia mesofilica de la instalacion y
fueron mantenidos en los laboratorios de la Universidad de Cé&diz para tal fin. Las principales
caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos utilizados.

Parametro Unidad SOPAM Lodos mixtos

pH - 5.1 58
ST glkg 284,92 28,28
sV a/kg 273,90 21,17
DQO; gO.kg 11,13 3,15
CcoD gC/L 3,25 1,15
CIN 48,4 6,9
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El generador de ozono utilizado modelo GZO2L7.V1, de la empresa ZonoSistem. Ingenieria del
Ozono S.L., consta de dos lamparas para la generacién del ozono, un concentrador de oxigeno y
un sistema de deteccion del ozono generado que permite la produccién de corrientes con una
concentracion de hasta 50g0Os/h. El contacto fue realizado en probetas de 2L con un difusor y con
un caudal optimizado en la corriente del gas de 0,5 L/min.

2.2. Diseno experimental.

Las dosis de ozono aplicadas oscilaron en el intervalo de 0,006-0,150 gO4/gST. El conjunto de
ensayos partia de suspensiones en torno a un 3% de ST. Los ensayos de ozonizacion fueron
realizados con SOPAM, lodos mixtos y una mezcla previamente optimizada de un 60:40 (p/p) de
lodos mixtos/SOPAM. El efecto que la ozonizacion tiene sobre la mezcla a codigerir se evalué a
partir del incremento observado en el carbono organico disuelto expresado en porcentaje (ACOD
(%)), en el conjunto de ensayos, y en el potencial de producciéon de metano obtenido (en el caso
de la mezcla y los lodos mixtos) y un porcentaje de inoculacién del 25% del volumen Util.

Los parametros para el seguimiento de los distintos ensayos fueron: pH, alcalinidad, sélidos
totales (ST), sélidos volatiles (SV), demanda quimica de oxigeno soluble (DQO), carbono organico
disuelto (COD), acidos grasos volatiles (AGV), y produccién y composicion del biogas. Las
determinaciones analiticas se realizaron de acuerdo con los métodos estandarizados (APHA,
AWWA, WPCF, 1992).

3. Resultados y discusion

El principal objetivo del presente trabajo ha sido establecer una estrategia de pretratamiento
con ozono de posibles mezclas a codigerir de cara a maximizar el rendimiento de la generacion de
metano. Para ello los principales resultados se han agrupado en dos subapartados.

3.1. Solubilizacion de la materia particulada

Para evaluar el grado de solubilizacion de la materia particulada inicialmente se procedi6 a
ozonizar el residuo, a priori, mas dificilmente biodegradable, el SOPAM. Para ello se utiliz6 como
parametro de referencia el posible incremento de COD (ACOD (%)) tras el pretratamiento.

El maximo ACOD del SOPAM para el conjunto de ensayos fue de un 12,3 % para una dosis de
0,026 gO4/gST, con una corriente de ozono de 20 903/m3 y un tiempo de contacto de 90 minutos,
no mejorandose el proceso aplicando dosis superiores. En el caso de la ozonizacién de su mezcla
(60:40 (p/p) lodos:SOPAM) los resultados obtenidos se presentan en la Figura 1.
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Figura 1. Evolucién del ACOD (%) en relacion a la dosis de ozono aplicada (gOs/gST) en funcién de la
concentracion de ozono utilizada para el pretratamiento de la mezcla.

Los resultados obtenidos estuvieron dentro del rango de mejora marcado por otros autores
(Chu y col., 2009), con resultados incluso por encima de un 70%. Un analisis global del conjunto
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de ensayos marcé una cierta dependencia con la concentracion de ozono del generador (mgOs/L).
Cabe destacar que cuando se realiza un ajuste lineal del conjunto de los resultados se obtiene
una buena correlacion entre el ACOD (%) y la dosis aplicada en funcién de los sélidos totales
iniciales, R?=0,94, y una ecuacién de ajuste de expresién: ACOD (%)= 613,75-g04/gST+8,2542.

Sin embargo, cuando se realiz6 un ensayo comparativo de solubilizacién con una misma dosis
de ozono (0,018 y 0,069 gOs/gST) en lodos mixtos y la mezcla (60:40 (p/p)), se observaron
incrementos por encima del 200% en el COD medido en la comparativa entre ambos sustratos a
favor de los lodos mixtos. Este hecho pone de manifiesto la gran influencia que tiene la matriz a
hidrolizar y las condiciones del proceso sobre el efecto que el ozono tiene sobre ella, aspecto ya
destacado por Gottschalk y colaboradores (2010).

3.2. Produccion de metano

Sin embargo, este incremento en la materia soluble en el medio con la dosis de 0zono no se
vio correspondido con un aumento similar en la produccién de metano (LCH4/kgSV). En la Figura
2 se presenta una comparativa la productividad de metano entre los ensayos de mezclas tratadas
con las mayores dosis aplicadas (0,069-0,127 gOs/gST) y sin pretratar. En ella se observa un
decremento lineal entre la dosis aplicada (gOs/gST) y la productividad, expresada como
LCH4/kgSVinisiaies, €ON UN elevado indice de correlacion, R?=0,98, y una ecuacién de ajuste segun
la expresion: gO5/gST=-0,0029-LCH4/kgSViniciales+0,3194. Un descenso similar fue descrito por
Silvestre y colaboradores (2015) para el caso de la ozonizacién de lodos activos.
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Figura 2. Evolucién de la productividad de metano (LCH4/kgSV) en las mezclas pretratadas con las dosis
mas elevadas de ozono (gO5/gST).

En cambio, cuando se empled una dosis de ozono baja (0,018 gOs/gST), casi un 75% por
debajo de la menor evaluada, se registr6 un incremento aproximado de un 20-21% en la
productividad de metano con respecto a la mezcla sin pretratar. Finalmente, en el caso de la
ozonizacién con la misma dosis sélo de los fangos con respecto a éstos sin ozonizar el efecto
observado fue un incremento en la produccién de metano en torno a un 25-30%, segun el
parametro considerado, similar al descrito por otros autores (Silvestre y col,. 2015; Tiagi y Lo,
2011).

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran la gran importancia que tiene la seleccion de unas
adecuadas condiciones de ozonizacién de cara al desarrollo de la codigestién de residuos para
incrementar su biodegradabilidad y productividad de metano. La estrategia de una optimizacion
del pretratamiento con ozono de los lodos mixtos y su posterior mezcla con el cosustrato
(SOPAM) parece ser la mas adecuada para una mejora global en su codigestion.
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Resumen: La recuperacion de suelos contaminados por elementos traza mediante la combinacion de
plantas y enmiendas ha demostrado ser eficaz para favorecer la inmovilizacion de contaminantes y reducir
su toxicidad. Sin embargo, para asegurar su sostenibilidad es necesario afadir valor a esta fitotecnologia,
proporcionando utilidad a la biomasa generada. El objeto de este estudio es definir la influencia de la
presencia de elementos traza en las opciones de transformacion biolégica de la biomasa de planta mediante
procesos aerobios de compostaje y anaerobios para la producciéon de biogas. Dos especies silvestres
Silybum marianum y Piptatherum miliaceum se sembraron en un suelo contaminado por elementos traza
procedente de Portman (Sierra Minera de La Unién-Cartagena, Murcia). El suelo se traté conjuntamente con
fraccién sélida de purin de cerdo un material inorganico para aumentar el pH: lodo de industria papelera o
ViroBind™ (un producto comercial derivado del lodo rojo). Las plantas cosechadas se sometieron a estudios
de degradacion aerobia y anaerobia, mediante la determinaciéon del CO, producido durante su incubacién
aerdbica a 25 °C o del gas generado en ausencia de oxigeno y posterior calculo del potencial de generacion
de biogéas respectivamente.

Palabras clave: Compostaje; digestion anaerobia; cultivos energéticos; potencial de generacién de biogas.

1. Introduccion.

La fitorremediacién de suelos contaminados se basa en el uso de plantas, enmiendas del suelo
y practicas agronoémicas para eliminar, retener, o reducir la toxicidad de los contaminantes del
suelo. En el caso de la fitoestabilizacion, el uso de enmiendas, junto con la revegetacion del suelo,
puede garantizar la inmovilizacion de los contaminantes, evitando la acumulacién de los
elementos traza en la parte aérea de las plantas. Sin embargo, para que el proceso sea
econdémicamente viable, es preciso generar un valor afadido a la biomasa vegetal obtenida. La
biomasa procedente de los procesos de fitoestabilizacion, debido a la baja transferencia de los
elementos traza a la parte aérea, podria valorizarse en forma de bioenergia (Gomes, 2012). El uso
de cultivos energéticos en la fitorrecuperacion de suelos contaminados es un campo en desarrollo
(Rowe y col., 2009), ya que esta biomasa puede contribuir al suministro de energia procedente de
fuentes renovables. Ademas, el uso de suelos contaminados para la producciéon de cultivos
energeéticos se plantea como una alternativa viable, evitando la competencia con la produccién de
alimentos (Rowe y col., 2009). El potencial de especies autdctonas como cultivos bioenergéticos
resulta de gran interés, pues evitaria las limitaciones de introducir ciertas especies en el
ecosistema del suelo a recuperar. El objeto de este estudio fue definir la influencia de la presencia
de elementos traza en las opciones de transformacién biol6égica de la biomasa vegetal mediante
procesos aerobios de compostaje y anaerobios para la produccién de biogas.
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2. Material y Métodos.

Se realiz6 un experimento en macetas bajo condiciones de invernadero utilizando un suelo
procede del margen de la rambla de Portman, en la Sierra Minera de La Unién-Cartagena, que
conecta directamente con antiguas cortas y balsas de acumulacion de estériles. El suelo, sin
desarrollo edéfico, carecia de vegetacion, con textura arenosa, pH acido (4,16), escaso contenido
de materia organica (0,47 %), carbono organico total (2,7 g kg™') y N total (1,0 g kg™), con altas
concentraciones totales de elementos traza (mg kg™): Cu 230; Pb 19129, Zn 2257 y As 1976.

El suelo se traté con diferentes combinaciones de enmiendas organicas e inorganicas para
incrementar el pH y mejorar su fertilidad: FS+LP - fraccién sélida de purin de cerdo junto a lodo de
industria papelera; FS+VB - fraccion sélida de purin de cerdo combinada con ViroBind™; y control
sin ninguna enmienda. El ViroBind™ es un producto comercial derivado del lodo rojo, un
subproducto generado durante el proceso industrial de produccion de aluminio. Las proporciones
de las enmiendas empleadas fueron: 67 g kg™ de FS (peso fresco), 4,1 gkg' de LPy 2,2 g kg™ de
VB, para aumentar la MO del suelo en el 1% y el pH hasta 5.5 que permita el crecimiento vegetal.
En las macetas se cultivaron las especies Silybum marianum (L.) Gaertner y Piptatherum
miliaceum (L.) Coss, utilizando 4 repeticiones por tratamiento. Tras 102 dias de crecimiento, se
cosecharon las plantas (parte aérea), se pesaron, lavaron con agua y agua destilada, se secaron
a 60 °C durante 48 h y se molieron para su andlisis. Se utilizaron dos de las 4 repeticiones de
cada tratamiento para los experimentos de degradacion aerobia y anaerobia descritos a
continuacién. Ninguna de las dos especies fue capaz de crecer en el suelo control sin enmienda.

2.1 Degradacion aerobica y anaerobica

La degradacion en condiciones aerdbicas de las plantas obtenidas se realiz6 bajo condiciones
controladas en un incubador a 26 °C, determinando el CO, desprendido por las muestras durante
35 dias. Para ello 1,0 g de muestra se introdujo en un recipiente hermético de 500 ml de
capacidad, se anadié 1,0 ml de agua destilada y se introdujo un vial con una disolucién de NaOH
0,5 M (10 ml), utilizando un blanco sin muestra (Santos et al., 2016). Tras 1, 3, 5, 7, 10, 14 dias y
semanalmente hasta 35 dias, el CO, atrapado en la disolucion se determind mediante valoracion
con HCI en presencia de un exceso de BaCl,. Se realizaron 3 repeticiones por muestra. La
degradacién anaerobia se determin6 mediante la presion del gas generado en ausencia de
oxigeno, utilizando el sistema ANKOM de 310 ml de capacidad y con un inéculo anaerobio
procedente de un reactor anaerobio de una depuradora de aguas residuales. Para ello, se pre-
incubaron 75 ml de in6culo durante 24 h, posteriormente se anadieron 0,2 g de plantas en 75 ml
de agua destilada y se incubaron bajo condiciones anaerobias a 37 °C durante 4 dias en un
incubador. El sistema Ankom registrd automaticamente la presidon existente en los botes. Los
resultados se expresaron en volumen de biogas por peso de planta.

2.2 Métodos estadisticos.

Los resultados de produccién de CO, y de biogas se ajustaron al modelo de primer orden
cinético: C=Co(1-e™); donde C,, corresponde a la produccién de CO, (mg g') o de biogas (ml g™)
a tiempo t, G, indica el COT potencialmente mineralizable en condiciones aerdbicas o el potencial
de generacion de biogas en condiciones anaerdbicas, k es la constante de degradacion y t el
tiempo. El ajuste no lineal se realiz6 por minimos cuadrados (algoritmo Marquardt—Levenberg)
mediante el programa SigmaPlot version 11.0. La significacion estadistica del ajuste se evalué
mediante el cuadrado de la media de los residuales (RMS) y el valor F del ANOVA. El efecto de
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los tratamientos en la degradacién aerobia y anaerobia se determin6é mediante ANOVA de un
factor y la influencia de los elementos traza se determiné mediante correlaciones entre los
parametros de degradacién y las concentraciones de los elementos traza en el material vegetal.

3. Resultados y Discusion.

La degradacién aerébica fue diferente para cada especie, asi el carbono mineralizado en 35
dias (Cn) fue significativamente superior para P. miliaceum que para S. marianum (Tabla 1),
mientras que las diferencias entre tratamientos no resultaron estadisticamente significativas. Asi,
una media del 37+3,6 % del COT de P. miliaceum se degradd durante el experimento, mientras
que para S. marianum la proporcién fue menor (27,5+2,24 %). El proceso de degradacién siguié el
modelo de primer orden cinético en todas las muestras (Fig. 1A), pero en el caso de S. marianum
sucedid un periodo de latencia de 4 dias en el que la degradacién fue despreciable. Los ajustes al
modelo indicaron que tanto la planta como las enmiendas del suelo tuvieron un efecto significativo
sobre el C potencialmente mineralizable (Co), principalmente en el caso de la planta, con G,
superior en P. miliaceum que en S. marianum, pero para ambas especies el tratamiento del suelo
con la mezcla FS+LP llevaron a los mayores valores.

Estas diferencias pueden asociarse a la diferente composicién organica de las plantas respecto
a sus componentes escasamente mineralizables (lignina) o las fracciones mas labiles (C soluble
en agua, Cy). Sin embargo, la concentracion de Cy fue similar en las dos especies (10,8+1,03 y
14,621,63 mg g™ en P. miliaceumy S. marianum, respectivamente); mientras que el contenido en
lignina fue mas alto en la primera (26,7+2,90) que en la segunda (9,3+3.31). Segun esto cabria
esperar que S. marianum se degradara en una proporcién superior, pero en cambio esta especie
mostré menor degradacion aerdbica (Tabla 1, Fig. 1A), con un coeficiente de correlacion positiva
entre la concentracion de lignina con C, y G, (r=0,817 y 0,882; ambos P<0,01). Las
concentraciones de elementos traza pudieron ser responsables de tal comportamiento (Tabla 2),
ya que se encontraron correlaciones negativas entre C,, y Co con Cd, Zn y Mn (todas P<0,01);
mientras que resultaron positivas con la concentracion de As (P<0,01).

Tabla 1. Resultados de la degradacién aerobia de las plantas segun los tratamientos aplicados a los suelos.
Valores medios y desviacion estandar de 3 repeticiones (digitos entre paréntesis indican el numero de la
repeticion del tratamiento en maceta). Los datos de S. marianum se ajustaron al modelo con t-4 dias.

C Cm Co k

Planta Tratamiento mg kn;;" % mg kg dia” RMS F
FS+VB(1) 137+4,12 33,4+0,89 146%10,3 0,092+0,0160 101,6 217
P. miliaceum FS+VB(2) 142+0,37 34,7+0,30 150+7,43 0,103+0,0135 68,6 336"
FS+LP(1)  159%4,49 38,8+0,82 176+11,7 0,075+0,0113 81,3 361***
FS+LP(2) 171%1,73 41,3+0,59 20149,14 0,061+0,0056 26,8 1186***
FS+VB(1) 88+0,53 24,7+0,10 91+4,78 0,101+0,0138 18,2 174
) FS+VB(2) 100+0,71 26,7+0,06 97+4,71 0,149+0,0231 37,7 63***

S. marianum

FS+LP(1)  107%6,65 29,7+2,60 121+7,20 0,071+0,0091 16,1 339***
FS+LP(2) 105%0,47 28,8+0,27 104+6,09 0,116+0,0191 40,5 81***

Planta b el el n.s. n.a. n.a.

ANOVA Tratamiento n.s. n.s. * n.s. n.a. n.a.

PxT n.s. n.s. n.s. n.s. n.a. n.a.

*kKk K.

, *: significativo a P<0,001 y 0,05, respectivamente; n.s.: no significativo; n.a.: no aplicable.

Tabla 2. Concentracion de elementos traza (mg kg™') en las plantas segtn los tratamientos aplicados a los
suelos (digitos entre paréntesis indican el nimero de la repeticién del tratamiento en maceta).
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Planta Tratamiento As Cd Cr Cu Pb Zn Fe Mn
FS+VB(1) 8,5 0,04 55 19 94 126 647 203
P. miliaceum FS+VB(2) 6,1 0,06 72 21 88 121 684 219
FS+LP(1) 5,9 0,01 28 18 89 99 474 178
FS+LP(2) 10,8 0,04 22 20 138 99 733 158
FS+VB(1) 3,1 2,1 66 21 136 310 429 636
S. marianum’ FS+VB(2) 1,9 1,8 81 22 99 276 491 642
FS+LP(1) 2,3 2,0 152 28 172 394 762 571
FS+LP(2) 4.1 3,0 161 27 193 419 2300 582
Planta n.s. n.s. * * n.s. * n.s. **
ANOVA Tratamiento n.s. i i i * i n.s. i
PxT n.s. n.s. ok * n.s. ** n.s. n.s.
e *x | *: significativo a P<0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente; n.s.: no significativo.
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Figura 1. Degradacion aerdbica (A) y anaerébica (B y C) de las plantas en los diversos tratamientos del

suelo y ajuste al modelo de primer orden cinético.

100

Una situacién similar sucedié en la degradacion anaerobica, ya que S. marianum mostrd una
fase inactiva en la generacion de biogas de unas 10 h (Fig. 1B,C), mientras que la produccion de
biogas sucedi6 rapidamente en P. miliaceum con el tratamiento FS+VB. Inicialmente los diversos
tratamientos en S. marianum provocaron una producciéon de biogas mas rapida en el tratamiento
FS+LP, pero el potencial de generacién de biogas fue variable en funcién de la planta (Tabla 3).
La composicion de la planta en lignina, Cy y elementos traza no parece ser responsable de la
variabilidad en el comportamiento. En este sentido, la concentracién de silimarina (complejo
silimarino) podria tener un efecto importante en los procesos de degradacion, y en las fases de
latencia encontradas en ambos procesos (aerdbico y anaerdbico). La silimarina es una mezcla de
flavonolignandos (silibina, isosilibina, silicristina, silidianina y taxifolina, principalmente), que se
encuentran en los frutos, brotes tiernos y hojas jovenes (Vaknin et al., 2008). La complejidad
quimica de los compuestos fenodlicos que integran el complejo silimarino puede ser la causa de su

dificil degradacién.

El potencial de generacion de biogas de P. miliaceum fue muy variable en funcion del
tratamiento del suelo (Fig. 1C; Tabla 3), con los menores valores en las plantas que recibieron
purin de cerdo y lodo de industria papelera. Sin embargo no se encontraron correlaciones
significativas entre las caracteristicas de las plantas y la produccion de biogas.

66 V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje



i RECGe

Tabla 3. Resultados de la degradacién anaerébica de las plantas segun los tratamientos aplicados a los
suelos. By, biogas producido tras 92 h; By: Potencial de generacién de biogas. S. marianum se ajusto al
modelo con t-10 horas; P. miliaceum en FS+LP(2) no se ajusté al modelo.

Bn Bo k

mig’ mig’ hora™ RMS F
FS+VB(1) 112+0,79 345+41,9 0,005+0,0007 15,2 8157
FS+VB(2) 139+0,80 222+8,50 0,012+0,0007 22,3 8105***
FS+LP(1)  40,4+0,88  44,2+1,27  0,022+0,0013 4,62 1978***
FS+LP(2)  54,2+1,02 n.a. n.a. n.a. n.a.

FS+VB(1) 101£0,02 101£0,97 0,046+0,0013 13,1 4489***
FS+VB(2) 121+0,02 119+1,00 0,037+0,0008 8,35 9466***

Planta Tratamiento

P. miliaceum

S.mananum o ipir) 1148001 1264113 0064800023 349 2676
FS+LP(2)  139+0,01  153+2,13  0,050+0,0023 78,1  1976***
Planta * n.a. n.a.
ANOVA Tratamiento * « n.s.' n.a. n.a.
PxT * n.a. n.a.

*: significativo a P< 0,05, n.s.: no significativo; n.a.: no aplicable. 'Solo para S. marianum.

4. Conclusiones.

La especie P. miliaceum puede ser facilmente reutilizada mediante compostaje, mientras que
su utilizacién en digestion anaerobia no queda claramente demostrada. La presencia de Zn y Mn
en las plantas puede condicionar ambos procesos de degradacion. La especie S. marianum
puede ser una buena candidata para la produccion de biogas mediante digestién anaerobia, sin
embargo, requiere un periodo de activacion para el desarrollo del proceso. La implicacion del
complejo silimarino en su degradacién merece ser estudiada.
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Resumen

Se ha realizado un estudio para evaluar el efecto del acido L-lactico sobre las propiedades biol6gicas del
suelo. Este acido lactico se ha obtenido mediante un proceso de biorrefineria del suero de leche,
subproducto de la industria alimentaria. Su aplicacion conduce a una solubilizacién de fosfato, siendo este
comportamiento reversible tras la completa degradacion del acido lactico, que es utilizado por los
microorganismos del suelo como fuente de carbono y energia, dando lugar a una fuerte estimulacién
biologica del suelo. La calidad del suelo vinculada a actividades enzimaticas tales como las actividades
deshidrogenasa (ADH) y fosfatasa (APA) se estimularon positivamente. También se produjo un ligero
cambio en la biodiversidad bacteriana del suelo hacia microorganismos capaces de utilizar el acido lactico
como fuente de carbono (Rhizobium, Azotobacter, Pseudomonas, Bacillus, etc.). Estas bacterias han
demostrado tener interés agronémico ya que pertenecen al grupo de las denominadas bacterias PGPb, ya
que tienen la capacidad de fijar nitrégeno, solubilizar fésforo o reducir el estrés. Estos resultados muestran
el potencial papel del uso del acido lactico tanto en términos agronémicos como ecolégicos, aumentando la
biodisponibilidad del fésforo, induciendo la actividad biolégica o enriqueciendo selectivamente las bacterias
implicadas en la fertilidad del suelo.

Palabras clave: fésforo, enzimas, bacterias PGPb,

1. Introduccion

Muchos organismos del suelo, principalmente las plantas, producen grandes cantidades de
exudados como parte de sus mecanismos para la adquisicién de nutrientes, estos consisten
principalmente en hidratos de carbono, &cidos carboxilicos y aminoacidos. Estos compuestos se
asimilan facilimente y representan una fuente de carbono y energia que favorece el rapido
crecimiento de microorganismos en la rizosfera (Baudoin et al. 2003).

Estos exudados de las raices de las plantas se componen principalmente de Acidos Organicos
de Bajo Peso Molecular o LMWOAs (siglas en inglés). Estos LMWOAS comprenden &cidos mono,
di y tricarboxilicos (Strobel, 2001) y juegan un papel importante en la liberacion de cationes a partir
de minerales, aumentando su disponibilidad en la rizosfera. Ademas, son conocidos por su
capacidad de aumentar la solubilidad del fésforo y servir como fuente de carbono para los
microorganismos de la rizosfera (Haoliang et al. 2007).

Varios autores han sugerido que la produccion de LMWOAs por rizobacterias es uno de los
mecanismos mas conocidos para la solubilizacion de fosfato del suelo. Esto es debido a la
acidificacion de la rizosfera, asi como a su capacidad para formar complejos con algunos metales,
como Al y Fe (Paredes-Mendoza et al. 2010).
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En este caso, el acido L-lactico, uno de los LMWOAs que componen los exudados radiculares,
se obtuvo por via fermentativa con altos rendimientos a partir de un subproducto, como es el
suero de leche, producidos durante la fabricacion del queso. Este subproducto tiene un alto
impacto ambiental debido a su alta DQO vy la recalcitrancia de algunos de sus componentes.

Es necesario indicar que no existen casos documentados de aplicacién directa de &cido lactico
al suelo por lo que el objetivo de este trabajo sera evaluar la evolucion de la biodisponibilidad de
fosforo, asi como el comportamiento de la comunidad microbiana del suelo y su actividad
biogquimica.

2. Materiales y métodos

2.1. Produccion de dcido L-lactico

El suero de leche se fermenté bajo condiciones controladas usando Lactobacillus rhamnosus y
se sometié a varias etapas de filtracion y esterificacion-destilacion, hasta obtener un acido L-
lactico quimica y 6pticamente puro.

2.1.1 Analisis acido Lactico

La pureza del acido L-lactico y la concentracion en el suelo se determind mediante
cromatografia de fase reversa y las propiedades 6pticas por un kit enzimatico comercial.

2.2. Procedimiento de incubacion

El suelo utilizado en este experimento es un Antrosol Plagico. Doscientos gramos de suelo se
incubaron a 25 °C durante 28 dias al 60% de su capacidad de retencion de agua. Las muestras
de suelo se mezclaron con &cido L-lactico a tres concentraciones diferentes: L1 (0,1% p/p), L2
(0,5% p/p) y L3 (1% p/p). Se utilizé como control (LO) un suelo sin &cido L-lactico.

2.3. Analisis de suelos

2.3.1. Andlisis quimicos de suelos

El pH del suelo se determind segun los Métodos Oficiales de Andlisis (1986). El acido L-lactico
se extrajo con una solucion de extraccion compuesta por H.SO, 0,001 N, determinandose a
continuacion por HPLC (Buglass y Lee (2001). El fésforo disponible se determiné segin el método de Olsen'y col, 1954.

2.3.2. Actividades enzimaticas del suelo

La actividad deshidrogenasa se determin6 mediante una modificacién del ensayo INT
(Tabatabai, 1994). Las actividades fosfatasa y B-glucosidasa del suelo se midieron usando p-
nitrofenil fosfato y p-nitrofenil-3-D-glucopiranésido como sustratos respectivamente (Tabatabai, 1994).

2.3.3. Andlisis microbioldgico del suelo: extraccion del DNA y andlisis por electroforésis en gel
de gradiente desnaturalizante (DGGE)

El ADN del suelo se extrajo usando un kit comercial (UltraCleanTM, MoBio Laboratories). Se
amplificaron mediante PCR las regiones variables V3-V5 del ADNr 16S. Los productos de PCR se
cargaron en un gel de poliacrilamida con un gradiente desnaturalizante desde el 40 al 60%.

Para cada tratamiento, las bandas dominantes del DGGE se extrajeron de los geles y se
secuenciaron usando el software ABI PRISM-377 DNA Sequencer (PerkinElmer). Las secuencias
obtenidas se compararon con las secuencias del rRNA 16S disponibles en la base de datos del
NCBI, utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

3. Resultados y Discusion

3.1. Caracterizacion del acido L-lactico.

El acido L-lactico utilizado se obtuvo por un proceso de biorrefineria del suero de leche que
permite obtener acido lactico puro (35-40 g por litro de suero). Ademas de su pureza, es altamente
biodisponible al estar compuesto sélo por el isémero L de dicho acido, el cual es el Unico isémero
producido por L. rhamnosus.

3.2. Evolucion de las propiedades quimicas del suelo
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Después de la aplicacion de &cido L-lactico al suelo, hubo una disminucién significativa en los
valores de pH (Figura 1), estando esta disminucién directamente relacionada con la dosis de acido
lactico aplicada. Durante el periodo de incubacion, los valores de pH del suelo tienden a alcanzar
el valor control (aproximadamente 7,9 a 8,0), alcanzandolo el tratamiento al 0,1% tras 12 dias,
mientras que el tratamiento al 0,5% lo hizo en el dia 21. El tratamiento al 1% no alcanz6 el valor
control al final del experimento.
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Figura 1. Evolucién del pH del suelo. Figura 2. Evolucién del acido L-lactico.

El contenido de acido L-lactico comienza a desaparecer inmediatamente después de su
aplicacion al suelo (Figura 2). Al dia 7 de incubacién, la concentracién de acido L-lactico en L1
habia disminuido en aproximadamente un 85%, mientras que los valores de L2 y L3
permanecieron por encima del 50%. Tras 12 dias, el acido L - lactico en L2 habia disminuido hasta
el 10%. Finalmente, no se detect6 acido L-lactico en ninguna muestra tras el dia 28.

Esta disminucion puede atribuirse a su degradacién por los microorganismos del suelo, similar
a lo descrito por Siotto (2012), desapareciendo completamente en 25-30 dias. Esto sugiere que el
acido lactico se metaboliza rapidamente en el suelo, de forma similar a la de la glucosa. Esta
hipétesis se refuerza por nuestros resultados de DGGE, que muestran un cambio en las
poblaciones microbianas en favor de aquellos microorganismos que pueden utilizar el acido lactico
como fuente de carbono.

Los valores de fosforo Olsen determinados en el suelo muestran un incremento en su
biodisponibildad, obteniéndose los valores mas altos el dia 5 y a la dosis mas alta de acido lactico.
Al final del mismo, los valores fueron similares al tratamiento LO. Estos resultados estan de
acuerdo con los obtenidos por Chen et al., 2006; Hwangbo et al., 2003; y Strobel, 2001, quienes
concluyeron que esta acidificacion del medio facilita la solubilizacién del fésforo.

3.3. Actividades enzimaticas del suelo

Desde el punto de vista de las propiedades bioquimicas del suelo, la aplicacion de acido L-
lactico provocéd un aumento de la actividad microbiana, donde la actividad deshidrogenasa,
indicadora de la actividad global del suelo (Nannipieri et al. 1990) se estimuld por la adicién de
acido lactico (Figura 4a), siendo este aumento dependiente de la concentracion aplicada.
Comparada con el tratamiento control, la actividad deshidrogenasa aument6 significativamente en
un factor de 6,8, 65,4 y 66,6 para L1, L2 y L3 respectivamente. A partir del dia 12 en adelante, la
actividad deshidrogenasa comenzé a disminuir progresivamente.

De manera similar, la aplicacién de acido L-lactico también provocd una estimulaciéon de la
actividad fosfatasa (Figura 4b). Comparado con el tratamiento control, la actividad fosfatasa
aumento significativamente 1,4, 1,4 y 2,1 veces para los tratamientos L1, L2 y L3 y los dias 7, 5y
12, respectivamente. A partir del dia 12 en adelante, la actividad fosfatasa comenzé a disminuir.
Esta estimulacién de la fosfatasa se debe a una mayor demanda de fésforo para apoyar el
crecimiento microbiano observado.
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Por el contrario, la Figura 4c muestra que el acido L-lactico no afecta de ninguna manera a la
actividad B-glucosidasa. Una posible hipétesis de esta falta de expresion de dicha enzima es que
el acido L-lactico proporciona una fuente de carbono en el suelo, por lo que no se inducen
hidrolasas de hidratos de carbono.

-glucosidase activity
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TIME (days)

Figura 4. Actividades deshidrogenasa, fosfatasa y B-glucosidasa (figuras a, b y c respectivamente) en suelos.

3.4. Evolucion de la comunidad bacteriana del suelo

El estudio de la biodiversidad microbiana muestra un gran cambio tras la aplicacién del L-
lactico, incrementandose especies que pertenecen a géneros para los que se ha descrito
ampliamente el uso del lactato como fuente de carbono para crecer: Pseudomonas, Bacillus,
Azotobacter y Rhizobium (Gao y col, 2012; Chai y col., 2009; Iswaran y col, 1973). Estos
resultados indican la posible importancia del acido lactico afadido al suelo para influir en la
dindmica de las comunidades microbianas.

Por ofra parte, muchas de las especies favorecidas por la adicion de &cido lactico se
consideran bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPb) por su capacidad para
estimular el crecimiento de las plantas, aumentar su rendimiento, reducir las infecciones
patogénicas, asi como reducir el estrés bidtico y abidtico de las plantas (Lugtenberg y col 2009).
Esto, junto con el hecho de que Rhizobium y Azotobacter son géneros implicados en la fijacion
biolégica de nitrégeno nos lleva a pensar que el acido lactico aplicado al suelo podria tener un
importante rol en el mismo.

4. Conclusiones

El acido L-lactico obtenido a partir de residuos de suero de leche conduce a una fuerte
estimulaciéon biolégica del suelo y a la liberacion de fosfato biodisponible. Ademas, esta implicado
en la conformacién de la estructura de las comunidades microbianas en el suelo, estimulando las
bacterias PGPB.

Estos resultados podrian tener gran importancia tanto en términos agronémicos como
ecologicos, ya que la aplicacién de acido lactico al suelo podria ayudar a minimizar la aplicacion
de fertilizantes, reducir la contaminacién ambiental y promover una agricultura sostenible.
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Resumen

En este estudio, se determin6 el potencial acidogénico o de produccion de acidos grasos volatiles
(AGVs) de residuos agro-industriales y urbanos en condiciones acidas (pH 5,5) y alcalinas (pH 10,5) y bajo
temperatura mesofila y terméfila. El rendimiento de produccion de AGVs varié para cada tipo de residuo y
estuvo comprendido entre 127 — 611 mg AGVs g'1 DQOgstrato- EN general, se observé una mayor produccién
neta de AGVs en condiciones alcalinas, lo cual sugiere que la hidrélisis y la solubilizacién de la materia
organica se ven favorecidas. Los resultados obtenidos evidencian que ademas del pH y la temperatura, la
composicion del residuo ejerce un efecto significativo en la distribucion de los AGV en el producto de
fermentacién. Este estudio aporta informacion de utilidad para valorar la posibilidad de valorizar residuos
agro-industriales mediante la produccion de AGVs a mayor escala.

Palabras clave: AGVs, potencial acidogénico, valorizacion de residuos, residuos agro-industriales.

1. Introduccién

Los acidos grasos volatiles (AGVs) son compuestos intermedios de la digestién anaerobia,
producidos como consecuencia de la hidrélisis y acidificacion de la materia organica. Actualmente,
presentan un amplio abanico de aplicaciones industriales en la industria cosmética, la industria
petroquimica, la industria farmacéutica o en el sector alimenticio (Zacharof y Lovitt, 2013).

Las sintesis de AGVs mediante la fermentacion anaerobia de residuos organicos agro-
industriales o urbanos esta resultando un tema de gran interés frente a la produccion tradicional a
partir de derivados del petrdleo. Esto ha dado lugar a aplicaciones innovadoras como la
produccién de bioplésticos, la eliminacion de nutrientes en estaciones depuradoras de aguas
residuales (EDAR) o la produccién de acidos grasos de cadena media, entre otros (Lee y col.
2014).

Actualmente, la produccién de AGVs por fermentacién anaerobia se encuentra en fase de
investigacion (Lee y col. 2014) y, aunque se ha probado con éxito a escala de laboratorio para
diferentes tipos de residuos y sustratos, de cara a una aplicaciéon real, su implementacion
dependera de la disponibilidad local del residuo y de la aplicacion final deseada. Por ello, estudiar
el potencial de cada residuo y optimizar los parametros del proceso resulta necesario para valorar
la viabilidad de una posible aplicacion del proceso en diferentes sectores.

El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial acidogénico de residuos agro-industriales y
urbanos en condiciones de pH &cido y alcalino, a temperatura mesdéfila y termofila. Para ello, se
analizé la evolucion de AGVs individualmente, la composicion de la mezcla final, asi como el
rendimiento global del proceso de fermentacion.

2. Material y métodos
2.1 Residuos organicos

En el marco de este trabajo se analizd el potencial acidogénico de los siguientes residuos:
restos de comida de un campus universitario asimilables a la fraccion organica de residuos s6lidos
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urbanos (FORSU), harinas carnicas de una planta de tratamiento de residuos animales (HC), lodo
lacteo de una planta de produccién de leche (LL) y lodo biol6gico de una EDAR (LB). Las
caracteristicas principales de los residuos bajo estudio se presentan en la Tabla 1.

La fuente de biomasa (o in6culo) utilizada fue lodo digerido de un digestor anaerobio de la
EDAR de San Sebastian en Gipuzkoa. Todos los residuos se almacenaron en frio a 5 °C antes de
ser empleados.

Tabla 1: Propiedades de los residuos analizados.

Residuos sdlidos Lodos
FORSU HC LB LL
ST (%) 30,4 99,2 5,7 6,4
SV (%) 28,7 68,1 4.5 5,5
DQO total (mg O, L™ 1370 1016 66280 143612
*mgg’ ST
2.2 Ensayos Batch

Los ensayos batch de potencial acidogénico se realizaron por duplicado en botellas de 500 mL.
Se analizé la produccion de AGVs para cada sustrato en condiciones &cidas (pH 5,5) y alcalinas
(pH 10,5), y diferentes condiciones de temperatura, mesoéfila (35 °C) y terméfila (55 °C) para cada
pH. Se emplearon botellas con inéculo a modo de control. Los ensayos de fermentacién se
prolongaron durante 10 dias. La concentracion inicial de los sustratos se ajusté a 10000 mg DQO
L™ y se afiadi6 inéculo suficiente para obtener 5000 mg SSV L. El pH inicial se ajusté empleando
HCI o NaOH para evitar la actividad metanogénica de los microorganismos. Se emple6 nitrégeno
gas para eliminar el oxigeno en los reactores.

2.1 Métodos analiticos

Los AGVs (acido acético (HAc), propionico (HPr), iso-butirico (iso-But), butirico (HBut),
isovalérico (iso-Val) y valérico (HVal)) se determinaron individualmente con una medida diaria
mediante cromatografia de gases (Agilent GC-6890) con una columna capilar (Agilent J&W: ref.
122-3232E) y detector de llama (FID). La muestra para la determinacion de AGVs se obtuvo
mediante centrifugacién (12000 rpm, 10 min), seguido de una filtraciéon a vacio (Whatman 1,5 um)
y una extraccion liquido-liquido con un disolvente organico (Ter-Butil-Metil-Eter). Se empleé acido
pivalico como solucion estandar interna.

3. Resultados y Discusion

3.1 Produccion total de AGVs

La Figura 1 representa la produccién de AGVs expresada como equivalentes de DQO L™ de los
residuos en ambas condiciones de pH y temperatura. En todos los casos, la produccion total de
AGVs fue mayor en condiciones alcalinas. En el caso del FORSU, el mejor resultado se obtuvo a
temperatura mesdfila, con una concentracién final de 8319 mg DQO L, mientras que en el caso
de las HC se registré un mejor rendimiento a temperatura terméfila, con 4922 mg DQO L.

La mayor acidificacién del lodo bioldgico se obtuvo a pH alcalino y temperatura termofila, con
una concentracion final de 4014 mg DQO L, siendo la produccién de AGVs a pH &cido
practicamente nula, lo cual sugiere que el cambio de condiciones favorecid la solubilizacién de la
estructura polimérica compleja del lodo, con la liberacion de polisacéridos y proteinas (Ma y col.
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2016). Durante los ensayos con lodo lacteo, se aprecié6 un consumo de AGVs, por lo que se
descarté su posterior analisis.

3.1 Rendimiento de la produccion de AGVs

En este apartado se presenta el rendimiento global del proceso, el incremento del rendimiento
a la hora de aumentar la temperatura y el grado de acidificacién final para cada sustrato analizado.
En la Tabla 2 se observa que el rendimiento varié entre 306 — 611 mg AGVs g DQOgustrato €N €l
caso de los residuos sélidos y entre 127 — 332 mg AGVs g"' DQOgysai Para el LB Estos valores
concuerdan con valores previos referenciados por Lee y col. (2014).

a)

o

Figura 1. Evolucion de los AGVs durante los 10 dias de fermentacién: a) FORSU, b) HC, ¢) LB y d) LL.

Tabla 2. Rendimiento del proceso, mejora de la produccién al incrementar la temperatura (55°C) y el
grado de acidificacion.

mg AGVs g DQO.ystrato Incremento AGVs/DQO (%)

352C 55 °C % 352°C 55¢C
LB pH 5,5 1 127 13922 0 13
pH 10,5 190 332 75 20 33
FORSU pH 5,5 437 364 -17 59 49
pH 10,5 611 541 -1 81 72
HC pH 5,5 306 319 4 27 33
pH 10,5 443 464 5 39 49

El aumento de temperatura en condiciones alcalinas resulté en un incremento del rendimiento
del 75% en el LB, con una acidificacion final del 33%, lo que sugiere que se incrementé la
solubilizacién y, en consecuencia, la hidrélisis y el rendimiento de produccion de AGVs (Ma y col.
2016). No obstante, el aumento de la temperatura provoc6é un cambio insignificante en el caso de
las HC, con mejoras en el rendimiento del 4 — 5%. En el caso de FORSU, una mayor temperatura
perjudicéd la produccién de AGVs en ambas condiciones de pH, donde el mayor grado de
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acidificacion (81%) se obtuvo en temperatura mesdfila y pH alcalino, tal y como indican Jiang y
col. (2013) o Dahiya y col. (2015). Esto evidencia que las propiedades intrinsecas del residuo
afectan a la produccion de AGVs, como afirman Yin y col. (2016).

3.1 Composicion final de la mezcla

En la Figura 2 se aprecia la composicién final de la mezcla de fermentacion de los sustratos
analizados. En el caso de la FORSU, incrementar la temperatura en condiciones &acidas, se
tradujo en un cambio de composicion, de acido acético/propiénico (Wang y Col. 2016) a una
mezcla con predominio del acido butirico. A su vez, en condiciones alcalinas, el &cido
predominante fue el acido acético, el cual es un producto predominante en fermentaciones
pr;marias (Agler y col. 2011).
a

c)

Figura 2. Composicion de la mezcla fermentada, tras 10 dias de incubacién: a) FORSU, b) HC y ¢) LB.

El incremento de temperatura en condiciones acidas también modificé la composicion final para
las HC, de una situacion con predominancia de acido iso-valérico, a una mezcla con predominio
de iso-butirico. En condiciones alcalinas, la composicién final se mantuvo practicamente constante
y distribuida en 40%,30% y 30% de acido acético, propidnico y butirico, respectivamente.

El acido acético fue el AGV predominante en los ensayos con LB, en los que se detectd
presencia de &cido iso-valérico, butirico y propidnico en condiciones acidas (Ma y col. 2016).

Cada sustrato, con su composicion especifica de carbohidratos, lipidos y proteinas, condujo a
un producto de fermentacion diferente como recogen Yin y col. (2016), pero su composicién se vio
afectada a su vez por el pH y la temperatura (Jiang y col. 2013). Los resultados obtenidos
desvelan la posibilidad de control de los parametros del proceso para producir acidos de manera
selectiva y realizar un salto de escala en la produccién de AGVs.

4. Conclusiones

El seguimiento de la produccion diaria de AGVs permitid evaluar y comparar el potencial
acidogénico de residuos agro-industriales y urbanos. Es destacable el hecho de que los
resultados muestran que un pH alcalino favorece una mayor produccion de AGVs y que la
temperatura ejerce un efecto notable en el proceso de fermentacion. Dependiendo del tipo de
aplicacion del producto de la fermentacion, el pH y la temperatura podrian ser parametros
susceptibles de manipulacién para tratar de direccionar la produccién de AGVs hacia los
productos deseados.
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Resumen La correcta identificacion de los compuestos gaseosos emitidos durante el proceso de
compostaje es un paso esencial hacia una correcta evaluacién del problema que genera con objeto de
ofrecer la solucién idénea para su eliminaciéon/minimizacién dependiendo de las caracteristicas de los
compuestos. En este sentido, la microextraccion en fase sélida ( SPME) es una técnica preparativa que
permite concentrar y aislar los compuestos presentes en una muestra. En el presente estudio se
compararon los compuestos obtenidos, en la fase terméfila del compostaje de residuo sélido urbano,
mediante distintas técnicas: muestreo directo con bolsas Tedlar; microextraccion en fase soélida con fibra de
Polidimetilsiloxano  (PDMS); Carboxen-polidimetilsiloxano  (CAR/PDMS); Carbowax-divinilbenceno
CWD/DVB; y Twister. Bajo similares condiciones de desorcion y analisis, el método de muestreo afecta muy
significativamente a la identificacion y sensibilidad de los compuestos organicos volatiles emitidos durante el
proceso de compostaje de residuos solidos urbanos. Entre los compuestos mas significativos encontrados
en la mayoria de los absorbentes se encuentran terpenos (a-pineno, 3-careno, B-pineno, limoneno),
alifaticos (undecano, dodecano, tridecano), aromaticos (benceno, fenol, tolueno) ésteres (butanoato,
pentanoato, hexanoato de etilo), acidos carboxilicos (acido dodecanoico, tetradecanoico, hexadecanoico,
octadecanoico) y 2-butanona entre otros. Por ultimo, los compuestos sulfurados fueron emitidos durante la
etapa termdfila, mientras que otros compuestos como terpenos o ésteres son emitidos durante la fase

termdfila del proceso de compostaje.

Palabras clave: COV, SPME, PMDS, TWISTER.
1. Introduccion.

Existe un problema en la identificacién de este tipo de emisiones, ya que en las plantas de
compostaje se han llegado a identificar mediante el uso de cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS) cientos de compuestos (Defoer, y col., 2002, Mdller, y col.,
2004). Realizando un estudio bibliografico previo con objeto de comparar los resultados obtenidos
con los encontrados por otros autores, se encontré que Schlegelmilch y col. (2005), en un estudio
llevado a cabo en plantas de compostaje observaron que los principales COV emitidos son
principalmente alcoholes, ésteres, cetonas y aldehidos, asi como terpenos. La mayoria de ellos
son productos de la degradacion biolégica, como alcoholes, ésteres, cetonas y limoneno. Por otro
lado, Eitzer (1995) ya habia realizado medidas de concentraciones en el aire ambiente de
diferentes COV en instalaciones de compostaje, que demostraron que los hidrocarburos
aromaticos, en particular el etilbenceno y tolueno, se encontraban en concentraciones muy altas.
Encontraron también en menor proporcion compuestos organicos clorofluorosustituidos vy
limoneno. También Tolvanen y col. (1998) llegaron a identificar 110 COVs en el aire ambiente de
pilas de compost de la fraccidén organica separada, de los que so6lo tres de ellos eran compuestos
organicos volatiles clorados, y el D-limoneno fue el que se encontré a mas alta concentracion.
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De acuerdo con Homans y Fischer (1992), en condiciones anaer6bicas en las pilas de
compostaje, debido a la incompleta o insuficiente aireacién, se producen compuestos de azufre
con olor intenso; en cambio, procesos incompletos de degradacién aerdbica dan como resultado
la emisién de alcoholes, cetonas, ésteres y acidos. Desde otro punto de vista, pero con el mismo
fin, existe una investigacion llevada a cabo por Turan y col. (2007) cuyo objetivo fue identificar y
cuantificar los COV producidos durante el compostaje de gallinaza. En este caso centraron su
investigacion en 25 COV de los que dedujeron que los alcanos y derivados del benceno fueron
los que se emitieron en mayor cantidad, mientras que los aldehidos, terpenos y cetonas se
emitieron en mucha menor cuantia.

Es importante tener en cuenta que hasta ahora, las investigaciones que se han llevado a cabo
se han basado en la utilizacion de cromatdgrafos de gases acoplados a espectrofotdémetros de
masas en los que la identificacién de compuestos es muy buena pero de dificil cuantificacion
debido a la alta necesidad de valores de referencias y flujos. Por lo tanto, ain se desconoce en
muchos casos la dinamica de los compuestos durante el proceso de compostaje. Por lo cual se
hace necesario llevar a cabo una labor de seleccién para clasificar dicha cantidad de compuestos
segun un criterio especifico de importancia y abundancia y con ello, elegir los compuestos que en
nuestro caso resultan ser los mas representativos para el presente ensayo. Para ofrecer la mayor
fiabilidad tanto en la identificacién de compuestos como en la posterior cuantificacién, se hace
necesario un optimo protocolo de muestreo y analisis. Bajo esta perspectiva, este trabajo tiene
como objetivo encontrar el adsorbente y parametros de analisis que ofrezcan la mayor sefal para
la mayoria de los compuestos encontrados.

2. Materiales y Métodos.

Los residuos soélidos urbanos se tomaron de la planta de tratamiento de residuos sélidos
urbanos de Villarrasa (Huelva-Espafa). Los residuos se cribaron y eliminaron los metales,
previamente al proceso de compostaje.

Los compuestos organicos volatiles se muestrearon en un reactor los dias 1, 7, 22 y 27 del
proceso de compostaje usando tanto bolsas tedlar (Supelco, Bellefonte, PA, USA) con una bomba
de vacio como barras agitadoras absorbidas con PDMS (twisters) (Gerstel, Milheim and Ruhr,
Germany) colocadas en el espacio de cabeza del reactor durante 30 min.

Los compuestos organicos volatiles de las bolsas tedlar se extrajeron y preconcentraron utilizando
la microextraccion en fase solida (SPME) introduciendo distintas fibras (PDMS, CAR/PDMS,
CWD/DVB) en las bolsas durante 30 min.

Los compuestos volatiles se determinaron utilizando un cromatégrafo de gases acoplado a un
espectrémetro de masas (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) equipado con un Agilent HP-
5MS columna capilar de silice fundida (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 micras de espesor de pelicula). El
espectrometro de masas fue operado en el modo scan (35-550 uma). La identificacién de
compuestos volatiles se llevé a cabo comparando los tiempos de retencién del GC y los espectros
de masas con los correspondientes a los compuestos estandares puros y también se compararon
todos los espectros de masas con la biblioteca de sistema de datos (NIST).

3. Resultados y Discusion.

Los olores durante el proceso de compostaje son causados principalmente por compuestos
organicos volatiles dentro de la familia de los alcoholes, ésteres, cetonas, acidos y terpenos como
se muestra en la Tabla 1. Muchos de estos compuestos son productos de los procesos de la
degradacion bioldgica.
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Tabla 1.
compostaje mediante GC-MS

Compuestos organicos volatiles en el

aire emitidos durante el proceso de

Sulfurados  Alcoholes Hidrocar- Terpenos  Cetonas Esteres Acidos Hidrocar-
buros Carboxilicos buros
aromaticos alifaticos
Sulfuro Ciclohexa- Tolueno A-pineno 2-buta- Butanoato Dodecanoico Undecano
de nol nona de etilo
dimetilo
Disulfuro Cedrol Fenol Limoneno Pentanoato  Tetradecanoico Dodecano
de de etilo
dimetilo
Benceno B-pineno Hexanoato Hexadecanoico Tridecano
(con grupos de etilo
metilo)
Naftaleno 3-careno Heptanoato Octadecanoico  Trietraecano
de etilo
Hidroxitolue- Hexanonato Pentadecano
no butilado de metilo

La identificacion y sensibilidad en la deteccion de los compuestos organicos volatiles emitidos
durante el proceso de compostaje depende tanto de la toma de muestra como del método de
preconcentracion de los analitos usado en la caracterizacion de los mismos.

En la tabla 2 se muestran los compuestos organicos vélatiles identificados usando distintos
métodos de recogida y precocentracion de los analitos en el aire. Pineno, limoneno y sulfuro de
metileno son los compuestos que se han detectado en las muestras cuando se analiza
directamente el aire mediante GC-MS. Al preconcentrar mediante microextraccién en fase sélida,
los compuestos observados difieren dependiendo de la fibra empleada (PDMS, CAR/PDMS o
CWD/DVB). La fiora CWD/DVB es la fibra con la que se visualizan menos compuestos volatiles,
como son el limoneno, fenol y el etil éster del acido heptanoico, mientras que con la fibra
CAR/PDMS se detectan mas especies entre las que se encuentran compuestos sulfurados,
terpenos, cetonas como la 2-butanona, hidrocarburos aromaticos como fenol e hidrocarburos
alifaticos. Los compuestos que se observan con la fibora PDMS son de la familia de los terpenos,
hidrocarburos alifaticos y ésteres. En cambio cuando el muestreo se hace in situ con “twisters” (un
iman recubierto de PDMS como s6lido absorbente), ademas de los compuestos identificados con
la fibra de PDMS se detectan otros compuestos dentro de la familia de los alcoholes y acidos
carboxilicos. Esta sensibilidad mejor conseguida con los twisters es debida a la mayor cantidad de
fase abosrbente que contiene.
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Tabla 2. Principales compuestos organicos volatiles en el aire emitido mediante con distintos
métodos de muestreo y preconcentracion.

Tedlar sin Tedlar-SPME
preconcentrar PDMS CAR/PDMS CWD/DVB Twister

Sulfurados Sulfuro de dimetilo X X

Ciclohexanol X
Alcoholes Cedrol X

Tolueno X

Fenol X X
Hidrocarburos Naftaleno X
aromaticos Hidroxitolueno butilado X

[1-Pineno X X X

D-Limoneno X X X X X

B-pineno X X X
Terpenos 3-careno X X X
Cetonas 2-butanona X

Ciclohexanona X
Esteres Butanoato de etilo X X

Pentanoato de etilo X

Heptanoato de etilo X X
Hidrocarburos
alifaticos Undecano X

Dodecano X X

Tridecano X X
. Tetradecano X
?:;ggiilicos Dodecanoico X

Tetradecanoico, X

Hexadecanoico X

Octadecanoico X

En la figura 1 se compara la eficiencia de extraccién para 11 compuestos usando distintos
métodos de toma y preconcentracién de los analitos en el aire emitido durante el proceso de
compostaje. Los resultados muestran que para a-pineno, -pineno, limoneno y undecano el twister
es mas eficiente que los otros métodos, mientras que para DMS, 2-butanona, DMDS, tolueno,
ciclohexanona y 3-careno la mayor eficiencia se obtiene con el método Tedlar-CAR/PDMS, y en el
caso del fenol el método mas eficiente es CWD/DVB.

120
100
80
60
40
20

Arearelativa (%)

BTedlar-Carboxen/PDMS OTedlar-PDMS @ETedlar-CWD/DVE BTwister

=1 dia =7 dias - 22 dias 25 dias,

Figura 1. Eficiencia de diversos métodos de toma vy

preconcentracién para compuestos organicos volatiles en el  Figura 2. Evolucion de los compuestos organicos

aire emitido durante proceso de compostaje volatiles en el aire emitido durante proceso de
compostaje
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Por ultimo, cuando se estudia la evolucion de los compuestos a lo largo del proceso compostaje
como se muestra en la figura 2, la presencia de los compuestos sulfurados incrementa con el
tiempo de compostaje debido a que se producen a partir de condiciones anaerdbicas debidas a la
incompleta o insuficiente aireacion, siendo emitidos durante la etapa termdfila, mientras que la
presencia de hidrocarburos disminuye con el tiempo del proceso de compostaje. En el caso de los
terpenos, 2-butanona y ésteres se observa un maximo a los 7 dias del comienzo del proceso del
compostaje.

Por ultimo, solamente se dispone de datos de los acidos y cedrol en los Gltimos dos muestreos
y la presencia de los acidos carboxilicos decrece mientras que para el cedrol incrementa con el
tiempo del durante el proceso de compostaje.
Estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores como Zou y col. (2003), Komilis y
col. (2004), Bruno y col. (2007) y Zarra y col. (2008).

4. Conclusiones.

En este trabajo se concluye que el método de muestreo y preconcentracion que se utilice
afecta significativamente a la identificacién y sensibilidad de los compuestos organicos volatiles
emitidos durante el proceso de compostaje. Entre los compuestos mas significativos encontrados
en la mayoria de los absorbentes se encuentran terpenos (a-pineno, 3-careno, [B-pineno,
limoneno), alifaticos (undecano, dodecano, tridecano), aromaticos (benceno, fenol, tolueno)
ésteres (butanoato, pentanoato, hexanoato de etilo), acidos carboxilicos (acido dodecanoico,
tetradecanoico, hexadecanoico, octadecanoico) y 2-butanona entre otros. Los compuestos
sulfurados fueron emitidos durante la etapa termdfila, mientras que otros compuestos como
terpenos o ésteres son emitidos durante la etapa termdfila del proceso de compostaje.
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Resumen: El aumento de la cantidad de fangos generados tras la aplicacién de las Directivas Europeas
sobre aguas y las nuevas tendencias legislativas europeas sobre aplicacion de lodos encaminadas a exigir
su tratamiento de los lodos antes de su aplicacion al suelo, hacen del compostaje una via muy atractiva
para la gestion y el reciclaje de los lodos generados en las estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDAR), tanto por su facilidad de gestion como por su menor coste en comparacion con otros tratamientos.
El objetivo del presente estudio fue la determinacién de la mezcla més adecuada de lodos de EDAR junto a
restos vegetales para su compostaje y posterior valorizacion agricola. Para ello se realizaron ocho mezclas
con lodos de EDAR como residuo principal y otros restos vegetales en distintas proporciones (restos de
jardineria precompostados, raspajo de uva, restos forestales, restos de poda de olivo y almendro, paja y
serrin) con unas relaciones C/N que oscilaron entre 20,5-39,4.

El compostaje se desarrollé durante 220 dias en pilas al aire libre con volteo semanal y riego segin
necesidad. Durante el proceso se realiz6 un seguimiento de la temperatura de las pilas, asi como del pH,
conductividad eléctrica, materia organica total, carbono organico oxidable y nitrégeno total.

Se obtuvieron ocho compost con un contenido de nutrientes que oscildé entre 2,23-3,24% Nt, 1,04-3,06%
P>0Os y 0,37-1,99% K0, pudiendo ser tres de ellos considerados como clase C (RD 506/2013) y todos ellos
como lodo tratado apto para uso agricola (RD 1310/1990).

La mezcla mas adecuada para uso agricola por sus caracteristicas resulté ser la de lodo con paja, seguida
por la de restos forestales, raspajo y jardineria.

Palabras clave: fangos depuracion, gestién residuos, compost

1. Introduccioén

Debido al aumento de la cantidad de fangos generados tras la aplicacion de la Directiva
Europea sobre aguas (Directiva 91/271/EEC), la gestion de los mismos constituye un problema
para las entidades de saneamiento, siendo las medidas méas extendidas para su gestion la
aplicacion directa al suelo, valorizacion energética, compostaje o eliminacion en vertederos. Las
nuevas tendencias legislativas europeas van encaminadas a exigir el tratamiento de los lodos
antes de su aplicacion al suelo, por lo que el compostaje aparece como una via muy atractiva para
su gestion y reciclaje, tanto por su facilidad como por su menor coste en comparacién con otros
tratamientos. Ademas, los compost generados poseen una composicién que los hace muy
adecuados para su uso como enmienda organica en la mejora de las propiedades de los suelos
(Albiach y col., 2001), ya que actian como abono de liberacion lenta de nutrientes (Moral y Muro,
2008).

El objetivo de este estudio fue la obtencion de las mezclas mas adecuadas para el compostaje
de lodos de EDAR junto a restos vegetales y su posterior valorizaciéon agricola. En el presente
trabajo se exponen los resultados del proceso de compostaje de las mezclas realizadas.
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2. Material y Métodos

Se elaboraron 8 pilas de compostaje utilizando como residuo principal lodos de depuradora de
la EDAR Camp de Turia (Valencia) (L) y otros residuos complementarios como son restos de
jardineria (RJ), raspajo de uva (RU), restos forestales (RF), restos de poda de olivo (RO) y
almendro (RA) y paja (P), junto a serrin (S) cuando fue necesario para equilibrar las mezclas. Las
principales caracteristicas de los residuos utilizados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales caracteristicas de los residuos utilizados en las pilas de compostaje.

Parametro L RJ RU RF RO RA P S
% Humedad 81,6 24,3 16,8 24,7 12,6 18,4 3,3 12,5
pH (1:5) 7 8,2 8,6 5,6 6,6 6,5 7,6 7.9
CE (1:5) (dS/m) 2,76 4,38 0,46 0,83 0,38 0,47 1,42 1,81
MOT (%) 79 79 89 97 97 96 95 84
COOx (%) 57,9 55,3 53,0 53,7 57,7 58,0 63,1 52,7
NT (%) 5,03 1,22 0,88 0,99 1,85 0,53 0,42 2,14
P.Os (mg/kg) 25.900 1.430 1.460 983 392 522 468 531
K0 (mg/kg) 1.720 12.100  31.900 3.080 6.610 3.060 7.290 1.510

CE: conductividad eléctrica; MOT: materia organica total; COOx: carbono orgénico oxidable; NT: nitrégeno total

Las mezclas de compostaje fueron preparadas con las siguientes proporciones (respecto a
peso fresco):

pila 1 pila 2 pila 3 pila 4
36%L + 38%RJ + 26%S  45%L + 25%RJ + 30%S  43%L + 36%RU + 21%S  51%L + 20%RU + 29%S

pila 5 pila 6 pila 7 pila 8
56%L + 18%RF + 26%S  55%L + 10%RO + 35%S 58%L + 14%RA + 28%S  64%L + 36%P

Las pilas, de unos 8000 kg cada una, fueron dispuestas en forma piramidal y volteadas
semanalmente, controlando la humedad y suministrandoles el agua necesaria para mantener un
nivel superior al 40%. La temperatura se control6é durante todo el proceso, dandose por finalizado
alrededor de 220 dias después de su inicio.

A lo largo del proceso se realizaron 14 muestreos, en cada una de las muestras intermedias se
determinaron: humedad, pH, conductividad eléctrica, materia organica total, carbono organico
oxidable y nitrégeno total. Ademas, en las muestras inicial y final, se determinaron P, K, Mg, Mn,
Na, Fe, Ca, Zn y Cu, metales pesados (Cd, Cr, Ni, Pb, Hg), Salmonellay E.coli.

Las propiedades fisico-quimicas y quimicas fueron analizadas segun los Métodos Oficiales del
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (MAPA, 1986), la determinacién de Salmonella
segun el método UNE EN-ISO 6579:2003 y la de E.coli segun el método de filtracién por
membrana de APHA (2012).

3. Resultados y Discusion

3.1 Evolucion del proceso de compostaje

Tras el montaje de las pilas, éstas mostraron un rapido aumento de la temperatura, alcanzando
los 60-70 °C (Figura 1). El patron seguido por las pilas fue similar en todas ellas, aunque a
distintos tiempos, asi las primeras en alcanzar dichas temperaturas fueron las que tenian como
residuo complementario el raspajo de uva y la que tarddé mas, alrededor de 39 dias, fue la de lodo
y paja, quizas debido a los amplios espacios que creaban en el interior de la pila las fibras de paja.
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Figura 1. Evolucion de la temperatura en las pilas de compostaje.

Al inicio, las pilas presentaron unos valores de pH adecuados segun el intervalo indicado en
Bernal y col. (2009) para el desarrollo de la actividad microbiana en el proceso (Figura 2). A lo
largo del mismo, el pH disminuyé ligeramente en la mayoria de los casos, estando cerca de la
neutralidad, excepto en las pilas con raspajo de uva que se mantuvieron con valores similares a
los iniciales. En el caso de la conductividad eléctrica, los valores se mantuvieron, con ciertas
oscilaciones a lo largo del proceso, en un nivel similar a los valores de inicio, no observandose
incremento al final por el efecto de la pérdida de peso (Paredes y col., 2001).
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Figura 2. Evolucién del pH y la conductividad eléctrica en las pilas de compostaje.

El contenido de materia organica (Figura 3) disminuy6 a lo largo del proceso, debido a la
degradacion de la misma, dando lugar a valores finales en los compost similares entre si.
Asimismo, también lo hizo la relacién C/N, con valores por debajo de 20, lo cual es indicativo de
una madurez aceptable, pero son preferibles aquellos que poseen una relacién de 15 o menos
(Iglesias y Pérez, 1989).

El contenido de nitrégeno total se incrementé a lo largo del proceso en cinco de las ocho pilas,
debido al efecto de concentracién (Bernal y col., 2009), dos de ellas mas o menos se mantuvieron
y en la pila 8 se produjo un descenso bastante acusado, quizds debido a pérdidas por
volatilizacién de amonio (Paredes y col., 2001).
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Figura 3. Evolucion del contenido de materia organica total, la relacion C/N y N en las pilas de compostaje.
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3.2 Calidad de los compost obtenidos

En la Tabla 2 se muestran las principales caracteristicas de los compost obtenidos. Al final del
proceso los compost presentaron valores de pH cercanos a la neutralidad, de forma similar a lo
encontrado por Paredes y col. (2001) al compostar lodos con restos de algodén o a lo encontrado
por Roca-Pérez y col. (2006) al hacerlo con residuos de arroz. Los valores de CE de los compost
fueron moderados, siempre por debajo de 2,5 dS/m, a excepcion del compost de lodo y paja,
siendo todos ellos inferiores a los valores encontrados por Paredes y col. (2001) y similares a los
de Blaya y col. (2014).

Los niveles de materia organica fueron elevados, por encima del minimo requerido por la
legislacion espafiola (RD 506/2013) y con valores similares a los encontrados por Paredes y col.
(2001) y Bernal y col. (1998) en sus compost de lodos.

La concentracion de NT, P y K fue similar a lo encontrado por otros autores para distintos
compost de lodos (Bertran y col., 2004; Pérez y Moreno, 2008; Blaya y col., 2014).

El contenido de metales pesados fue similar a los mostrados por Pérez y Moreno (2008) para
otros compost de lodos. De los ocho compost, tres (C2, C3 y C8) podrian ser considerados clase
C (RD 506/2013) y todos ellos podrian ser utilizados como lodos tratados (RD 1310/1990).

Tabla 2. Principales caracteristicas de los compost obtenidos.

Parametro C1 Cc2 C3 C4 C5 Cé6 C7 C8
pH (1:5) 7,3 7,6 8,9 8,2 6,5 6,5 6,6 6,7
CE (1:5) (dS/m) 2,31 2,30 1,82 1,67 1,73 1,74 1,92 3,89
MOT (%) 69 72 65 63 76 72 74 74
NT (%) 2,23 2,32 2,60 2,41 2,80 2,81 2,52 3,24
C/N 19,8 16,3 12,9 15,3 16,2 16,5 18,7 13,4
P,Os (mg/kg) 12500 11900 15200 13400 10400 11300 11500 30600
K>O (mg/kg) 8200 8630 14100 18272 4040 4010 3740 19900
Cd (mg/kg) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Cu (mg/kg) 114 83,9 161 147 141 143 1220 206
Cr (mg/kg) 25 22 28 25 24 27 24 33
Ni (mg/kg) 19 14 26 19 18 24 18 27
Pb (mg/kg) 270 160 140 200 190 220 230 59
Zn (mg/kg) 732 499 897 1180 1020 1300 1160 951
Hg (mg/kg) 0,64 0,33 0,52 0,6 0,56 0,43 0,71 0,59
Salmonella ausencia ausencia ausencia ausencia ausencia ausencia ausencia ausencia
E. coli (ufc/g) 1 2 8 13 <1 6 16 31
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4. Conclusiones

De acuerdo con lo observado en las caracteristicas agronémicas de los compost, asi como su
contenido en metales pesados, podemos concluir que las mezclas mas adecuadas para uso
agricola han sido la de lodo con paja (C8), la de restos forestales (C5), la de raspajo de uva (C3) y
restos jardineria (C2). Estos compost seran los que se apliquen en campo posteriormente en el
proyecto.
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Resumen: El uso de técnicas de valorizacion de residuos organicos combinadas (compostaje +
vermicompostaje) empiezan a ser valoradas como propuestas de mejora extrapolables a escala industrial
con el fin de mejorar y normalizar la calidad final del producto obtenido. De este modo, los bioproductos,
biofertilizantes o enmiendas organicas obtenidos a través de esta doble estabilizaciéon biolégica pueden
presentar propiedades adicionales, aumentando asi el valor de los materiales Unicamente compostados.En
este ensayo se han empleado residuos organicos de distinta tipologia (ganaderos, restos de jardineria,
lodos de estaciones depuradoras de aguas residuales urbanas y agroindustriales), con la finalidad de
realizar la valorizacion en dos fases: a) compostaje binario o ternario de estos materiales (9 procesos
distintos) empleando el sistema Rutgers a escala comercial y b) los compost maduros obtenidos fueron
vermicompostados en contenedor. Se determinaron las calidades de compost y sus respectivos
vermicompost, analizando los parametros pH, CE, materia organica total (MOT), carbono organico total
(COT), contenido nutricional NPK y sodio, capacidad de cambio catiénico e indice de germinacién (% IG),
realizando un seguimiento de las poblaciones de lombrices.

Palabras clave: lombriz roja, calidad, compost, vermicompost,

1. Introduccidén

La creciente generacion de materiales de origen muy diverso en diferentes actividades, que
tienen consideracién de residuos o subproductos y de naturaleza fundamentalmente organica,
procedente de distintos sectores, si bien en el primario (agricultura y ganaderia) y en actividades
de transformacion y también los residuos urbanos como los lodos procedentes de aguas
residuales (EDAR) y restos vegetales del mantenimiento de parques y jardines municipales, es
donde se esta produciendo las mayores cantidades.

La valorizacién a través del compostaje de estos residuos organicos como alternativa para el
reciclado y aprovechamiento de los mismos, es muy interesante no solo porque reduce el volumen
de estos residuos sino también porque el compost obtenido puede utilizarse con fines agricolas,
recuperandose y aprovechandose asi la materia organica y los nutrientes contenidos en dichos
residuos. En esta misma linea también el vermicompostaje se presenta como un tratamiento de
biotransformacién adecuado para la obtencién de materiales de aplicacién agricola y en la Ultima
década, hay ensayos que proponen el uso de tratamientos combinados compostaje vy
vermicompostaje para la adecuacién de la calidad del producto final obtenido (Villar y col., 2016) y
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estudios para la comparacion entre ambos procesos biolégicos (Fornes y col., 2012; Fornes y col.,
2013) e incluso abarcando también aspectos medioambientales y econdémicos de la gestién
mediante compostaje y vermicompostaje (Su Lin Lim y col., 2016).

En este trabajo se va a establecer un tratamiento combinado compostaje mas vermicompostaje
en residuos de distinta naturaleza de modo que podamos determinar que parametros son los que
mas cambian con la combinaciéon de ambos procesos y cudl es la calidad final del vermicompost
obtenido.

2. Material y Métodos

2.1. Disefo experimental

El proceso de vermicompostaje se ha desarrollado en la Escuela Politécnica Superior de
Orihuela (E.P.S.0.) en las instalaciones de COMPOLAB-UMH en cajas de polietileno de alta
densidad y resistente a los rayos ultravioletas, de capacidad 27 litros y dimensiones 27 x 37 x 27
cm y 1.5 Kg. Para el drenaje de lixiviado se realizaron 5 agujeros de diametro 10 mm. El compost
introducido, también fue producido en estas instalaciones, mediante pilas volteadas de 15 m® y
cuyos ingredientes se muestran en la tabla 1. Las cajas fueron humectadas al 80% de su peso,
para adecuarlo y que las lombrices se encuentren en un ambiente cercano al ideal. Se inocularon
100 lombrices, lombriz roja de california (Eisenia foetida), en los contenedores en cantidad de 4 kg
de MS de cada tipo de compost inicial.

Tabla 1. Ingredientes de los compost utilizados en el experimento

CAJA/COMPOSTS INGREDIENTES (% s.m.s.)
C-1 Estiércol cabra (78,4) + Césped (10,1) + Paja cereal (11,5)
C-2 Lodo EDAR Torrevieja (29,6) + Restos poda morera (70,4)
C-3 Lodo EDAR Orihuela (29,5) + Hoja palmera (36,8) + Poda morera (33,7)
C-4 Lodo EDAR Orihuela (42,2) + Hoja palmera (57,8)
C-5 Lodo EDAR Carrizales (36,2) + Hoja palmera (63,8)
C-6 Lodo EDAR Algorés (29,5) + Cafa rio (70,5)
C-7 Lodo EDARI (27,5) +Tronco de palmera (72,5)
C-8 Lodo EDARI (19,6) + Cana de rio (80,4)
C-9 Lodo EDARI (40,9) + Restos poda EPSO (59,1)

2.1. Métodos analiticos

Cada muestra de compost y vermicompost se obtuvo como resultado de 3 submuestras
tomadas de sitios diferentes de la pila/caja correspondientes, considerando todo el perfil (desde la
parte superior hasta la parte inferior). Las muestras se secaron al aire y se molieron a 0,5 mm
para su analisis y se muestrearon al inicio del vermicompostaje y a los 120 dias. En las muestras
de compost y vermicompost se determinaron los siguientes parametros: humedad, pH y
conductividad eléctrica en el extracto acuoso 1:10 (p/v), materia orgénica total y cenizas, por
pérdida de peso por calcinacion a 430°C, Navarro y col. (1993). Carbono organico total y nitrégeno
total, quemando la muestra a 1020°C en un analizador elemental (Navarro y col., 1991), relacién
C/N, contenido de P, K, Na previa digestion nitrico-perclorica, capacidad de cambio catidnico
(CCC) con BaCly-trietanolamina e indice de germinacion (IG), Zucconi et al.,(1985).

2.2. Métodos estadisticos
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Se realiz6 un andlisis estadistico Anova de un factor (compost frente a vermicompost) para
cada tipo de material y un analisis general lineal multivariante donde se consideran conjuntamente
todos los compost frente a todos los vermicompost. En los casos en que la F-ANOVA mostro
cierta significacion, se emple6é la prueba Tukey-b como prueba post-hoc para evaluar las
diferencias entre medias especificas, mostrandose en los resultados mediante el empleo de letras
para una probabilidad del 95% (P < 0,05).

3. Resultados y discusion

En la tabla 2. se muestran algunos de los parametros mas importantes analizados tanto en los
nueve composts analizados como en sus respectivos vermicompots.

Tabla 2. Parametros determinados en los compost (C) y vermicomposts (V).

. CE MOT
Caja pH (dS m™) (%)
C Vv Sign. C Vv Sign. C \') Sign.
C1 6,88%  7,30° 3,7 2,6° 5,5° 507 54,42 57,9 1"
c2 6,61°  6,95° 7,1™ 4,4° 4,1° 38" 59,3° 60,7° 0,5™
c3 6,53°  6,67° 0,6™ 7,5° 6,9 24* 63,12 58,8° 1,4™
c4 6,56° 6,112 7.8* 6,8° 7,6° 25* 47,7° 40,5° 63**
C5 6,37° 6,217 7.8 7,2 7,12 0,03™ 34,22 55,5° 55%*
C6 6,87  6,60° 1,3 3,8° 4,9° 88" 65,7° 44 .6° 25
c7 6,13 6,417 31" 7,6° 4,8° 1627 58,4° 42,7° 15*
(oF ] 6,12  6,80° 160 4,0° 3,4° 24* 48,12 45,8° 0,2"
co9 6,59°  6,64° 0,1™ 5,8° 5,8° 1,0 51,6 50,2° 0,2"™
MGLM* 652° 6,63° 4,5* 5,517 5,55° 0,28™ 48° 45,9° 5,3*
. coT NT
Caja (%) (%) C/N
C v Sign. C \' Sign. C Vv Sign.
C1 33,2° 28,62 45* 3,042 2,84° 4,50™ 11° 10,10° 58*
c2 28,1  32,0° 21* 3,12% 3,29° 3,20™ 2 9,7° 26*
cs3 32,4° 2927 14* 3,49° 3,39° 0,50™ 9,32 8,6 2,10™
c4 259°  20,8° 2417 2,32° 2,102 69~ 11,2° 9,9 429™
C5 23,82 297° 78" 1,59% 3,30° 727" 15° 9° 245"
CcCé6 228 20,8 2,7™ 1,892 2,12° 9,05* 12° 9,8° 174"
c7 256° 21,6° 65" 2,87° 1,69 219** 8,9 12,8° 139”7
(oX:] 238> 21,17 58* 2,02° 1,90° 27" 11,8° 11,12 517
co9 26,3° 27,17 1" 2,56° 2,49° 0,15™ 10,32 10,9° 0,51™
MGLM* 27,2° 26,97 13** 2,55% 2,607 0,5™ 10,95° 10,22 10,2
Caja P K Na 1
(%) (%) (gkg™)
C v Sign. C \ Sign. C Vv Sign.
C1 9,77 13,9° 35* 7,5 10,6° 101* 2,5° 252 0,00™
c2 15,52  22,8° 40* 9,3° 6,2 148*** 2,6° 1,12 1617
c3 8,7° 15,3° 299" 11,4° 7,12 72%* 45° 1,02 20697
c4 64° 143 27+ 14,7° 132° 1137 76" 16° 413897
C5 774 18,9° 466" 10,2° 9,2% 4,80™ 41° 1,12 99"
(o 10,4 12,8° 54* 12,9° 7,9° 8,1 3,4° 1,02 10*
c7 11,3 592 10* 10,32 11,6° 15* 59° 1,52 3217
cs8 512 6,3° 105** 7,8 8,4° 15* 2,6° 0,8° 562"
(o] 7,0° 11,5° 97** 11,72 14,1° 127 5,2° 1,52 4680
MGLM*  9,1° 13,6° 304 10,65° 9,82° 18 426" 1,332 2992
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Uno de los beneficios asociados al proceso de vermicompostaje ha sido la disminucion
significativa del sodio el cual era muy alto en los compost de origen y que en gran medida limitan
el uso agricola de estos composts. Este descenso ha sido importante para todos los casos
(entorno al 70%) excepto para C1 (estiércol cabra, césped y paja de cereal), donde no se produjo
ningln cambio en los valores obtenidos tras el vermicompostaje. También descendieron los
niveles de MOT tras el vermicompostaje, como consecuencia de una mayor mineralizacion de la
materia organica a la que son sometidos los compost por las lombrices, excepto en C1, C2 y C5.

Respecto al contenido en nutrientes es de destacar el notable aumento de P en la mayoria de
vermicompost, no siendo este efecto tan claro para el potasio, cuyo comportamiento es mas
dispar, ni para el nitrégeno, aunque en general desciende para la mayoria de los compost tras su
vermicompostaje. El fésforo es uno de los elementos que més claramente aumenta en los
vermicompots junto con el Ca y Mg (Benitez y col., 2002; Melgar y col., 2009) tal y como ha
ocurrido en nuestro estudio, excepto en el compost C7.

Los compost C7 y C8 (compuestos de lodo de residuos agroalimentarios y tronco de palmera y
cafna de rio, respectivamente) mostraron una respuesta positiva en cuanto a la disminucién de la
salinidad, la perdida de materia organica y carbono organico y en general en el resto de
parametros. En cambio el C5 es el que tiene el comportamiento mas anémalo respecto a lo que
deberia de ser el proceso de biotransformacién mediante vermicompostaje con un aumento
importante de su MOT tras el compostaje (% 65), descenso en el % IG y un aumento del nitrégeno
total bastante importante, lo que hace pensar en algun tipo de problema respecto a su
composicion (lodo de depuradora y hoja de palmera). En los parametros de madurez el proceso
de vermicompostaje (tabla 3), ha supuesto un aumento de IG, practicamente en todos y un claro
aumento de la CCC con niveles bastante importantes en algunos compost como el C6 (%106).

Tabla 3. Parametros determinados en los compost (C) y vermicomposts (V)

Caia cce IG
(meq/100g m.o.) (%)
C V' Sign. C \' Sign.
C1 892 102° 16* 1012 1157 4,9™
c2 1112 140° 2,25™ 128° 1322 4,55™
cs3 139° 1712 3,00™ 100? 129° 72"
ca 1317 169° 27 98 111° 8,9*
C5 157° 216° 11* 144° 1272 8,8
C6 702 144° 46" 130° 150° 18*
c7 132° 194° 417 1012 116° 317
cs 632 89° 14* 122° 1242 9,10*
co 76° 91° 5,4" 108? 125° 12*
MGLM* 107,65° 146,40° 104 115° 126° 54

4. Conclusiones

Todos los vermicompost obtenidos cumplen con los requisitos minimos que debe tener una
enmienda organica para ser considerado vermicompost segun el Real Decreto 506/2013 de
fertilizantes, respecto a los parametros analizados en este ensayo, aunque deberia de
completarse la analitica con metales pesados y patégenos. Respecto a los parametros indicativos
de madurez de los vermicompost finales se produjo un aumento de la CCC y del IG tras el
vermicompostaje repercutiendo asi en una mejora de su calidad para su uso agronémico.

V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje | 91



$RECG

5. Bibliografia

Benitez, E., Sainz, H. Melagr, R., Nogales, R.2002. Vermicomposting of a lignocellulosic waste from olive oil
industry: a pilot scale study. Waste Manag. Res. 22, 488-491.

Fornes,F., Mendoza-Hernandez, D., Garcia-de-la-Fuente, R., Abad, M., Belda, R.M. 2012. Composting
versus vermicomposting: A comparative study of organic matter evolution through straight and combined
processes. Bioresource Technology 118, 296-305.

Fornes, F., Mendoza-Hernandez, D., y Belda, R.M. 2013. Compost versus vermicompost as substrate
constituents for rooting shrub cuttings. Spanish Journal of Agricultural Research 11(2), 518-528.

Melgar, R.,Benitez,E.,Nogales,R. 2009. Bioconversion of wastes from olive oil industries by
vermicomposting process using the epigeic eatrhworm Eisenia andrei. J. Environ. Sci. Haelth Part B.44,
488-495.

Navarro, A.F., Cegarra, J., Roig, A. y Bernal, M.P. 1991. An automatic microanalysis method for the
determination of organic carbon in wastes. Commun. Soil Sci. Plant Anal., 22, 2137-2144.

Nogales, R., Romero, E., Fernandez, M. 2014. De Residuo a Recurso. El camino hacia la sostenibilidad. 5.
Vermicompostaje: Procesos productos y aplicaciones. Ed. Cientificos Moreno, J., Moral, R., Garcia
Morales, J.L., Pascual, J.A., Bernal, M.P. Ed. Mundi-Prensa

Su Lin Lim, Leong Hwee Lee, Ta Yeong Wu. 2016. Sustainability of using composting and vermicomposting
technologies for organic solid waste biotransformation: recent overview, greenhouse gases emissions and
economic analysis.Journal of Cleaner Production 111, 262-278.

Villar, I., Alves, D., Pérez-Diaz, Domingo., Mato, Salustiano. 2016. Changes in microbial dynamics during
vermicomposting of fresh and composted sewage sludge. Waste Management 48, 409-417.

Zucconi, F., Pera, A., Forte, M. y de Bertoldi, M. 1981. Evaluating toxicity of immature compost. BioCycle,22,
27-29.

92 V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje



i RECGe

CONSORCIOS MICROALGAS-BACTERIAS PARA EL TRATAMIENTO DE
EFLUENTES GANADEROS: INFLUENCIA DE LA CARGA ORGANICA EN
LA PRODUCTIVIDAD Y CONTENIDO DE LiPIDOS DE LA BIOMASA

Berta Riano, D. Hernandez, M. C. Garcia-Gonzalez

Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn, Finca Zamaduenas, 47071 Valladolid, Espana.
bertariano@yahoo.es (B. Riafio), gargonmi@itacyl.es (M.C. Garcia-Gonzélez)

Resumen: Los consorcios microalgas-bacterias estan siendo objeto de numerosos estudios por su potencial
para tratar aguas residuales con alta carga de nutrientes y, al mismo tiempo, generar biomasa valorizable,
por ejemplo para producir biodiesel. El presente trabajo investiga el efecto de la velocidad de carga organica
(VCO) en la productividad de biomasa y en el contenido en lipidos de la misma en un sistema de
microalgas-bacterias alimentado con efluente de una granja porcina. Se trabajé con fotobiorreactores de
2,5 L operando en modo semicontinuo y con un tiempo de residencia hidraulica de 6,5d. Se estudi6 el
efecto de distintas VCO entre 44 y 374 mg demanda quimica de oxigeno total (DQO,) L™ d" manteniendo la
misma carga de nutrientes (N y P) en todos los ensayos. Se observo que la produccion de biomasa
aumenta a medida que aumenta la VCO. Sin embargo, las VCO altas no favorecen el crecimiento de
microalgas, cuya densidad en el medio fue similar para todas las cargas estudiadas, sino que son mas
favorables para el desarrollo de biomasa bacteriana. Asimismo, la VCO también afecta al contenido de
lipidos de la biomasa obtenida. Asi, a mayor VCO mayor contenido de lipidos en la biomasa producida.
Estos resultados ponen de manifiesto la influencia de la velocidad de carga organica en la produccion de
biomasa y en su composicion, lo cual determinara su posterior valorizacion.

Palabras clave: microalgas, purines, biodiesel
1. Introduccion.

El uso de sistemas de microalgas-bacterias para el tratamiento de aguas residuales domésticas
e industriales ha aumentado en los Ultimos afos (Su y col., 2011). En estos procesos, se
establece una relacién simbidtica entre microalgas (incluyendo ciandfitas o cianobacterias) y
bacterias en las que las primeras proporcionan oxigeno que es usado para la degradacién de la
materia organica y consumen el CO, procedente de la respiracion bacteriana. De esta forma se
evita la necesidad de airear el medio, constituyendo una alternativa econémica a los procesos
convencionales de tratamiento (Mufioz y Guieysse, 2006). Asimismo, los nutrientes contenidos en
el agua residual pueden ser acumulados en la biomasa durante el proceso y posteriormente
valorizados (Su y col., 2011). La combinacién del tratamiento de aguas residuales con consorcios
microalgas-bacterias y la produccion de biomasa es considerada actualmente como una solucién
econdmica y viable para la obtencion de biocombustibles (Olguin y col., 2015).

Dado el elevado contenido en nutrientes de los efluentes ganaderos, éstos parecen ser idéneos
para el cultivo de microalgas, al mismo tiempo que se aborda la problematica de estos residuos en
zonas vulnerables. La eficacia de la tecnologia algal en el reciclaje de nutrientes ha sido estudiada
por diversos autores (de Godos y col., 2010; Gonzéalez-Fernandez y col., 2011; Molinuevo-Salces
y col., 2016). Estos trabajos han evaluado fundamentalmente el efecto de la concentracion de
amonio y de las condiciones operacionales (temperatura, periodo de luz,...) sobre la productividad
de biomasa y la eficacia de eliminacion de nutrientes. Poca informacion se tiene, sin embargo,
sobre el efecto de la velocidad de carga organica en la productividad de biomasa y en la
composicién bioquimica de dicha biomasa, lo cual determina su posterior valorizacién.
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En el presente trabajo se evalia el efecto de la velocidad de carga organica sobre la
productividad de biomasa, las poblaciones de microalgas y el contenido en lipidos de la biomasa
en sistemas de microalgas-bacterias que operan en semicontinuo alimentados con efluentes
ganaderos.

2. Material y Métodos.

2.1. Montaje experimental.

Los ensayos se realizaron utilizando cuatro reactores con un volumen de 2,5 L de policloruro
de vinilo (PVC) (16,5cm de diametro y 17,5 cm de altura). Los reactores fueron iluminados
mediante 3 lamparas fluorescentes con una intensidad de 7500 lux y con un fotoperiodo de 12:12
horas. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura media de 21,6 £ 0,4 °C y con agitacion
magnética constante (400 rpm).

Los reactores fueron inoculados con un consorcio microalgas-bacterias procedente de un
fotobiorreactor que trataba suero lacteo digerido anaerdbicamente en una concentracion de
60 mg sélidos suspendidos volatiles (SSV)L'. Las microalgas fueron identificadas como
Aphanothece sp., Chlorella sp. y Xenococcus sp. Una vez inoculados los reactores, se
alimentaron diariamente con efluente ganadero previamente centrifugado procedente de una
granja porcina de Segovia. La alimentacion se diluyé en distintas proporciones, resultando en
velocidades de carga organica (VCO) entre 44 y 374 mg demanda quimica de oxigeno total
(DQOM) L' d" (Tabla 1). La carga diaria amoniacal y de fésforo soluble fue de 21,6 mgL" d™ y de
0,2mg L d”, respectivamente, para todos los ensayos. Para alcanzar la misma carga de amonio
y fésforo soluble, la alimentacién se suplementé con NH,Cl y Na,HPO,. El tiempo de retencién
hidraulico fue de 6,5 d (387 mL d) y los ensayos tuvieron una duracion de 22 d.

Tabla 1. Velocidad de carga organica de los ensayos.

Ensayo VCO (mg DQOt L™ d™)
VCO-1 435 +6,0
VCO-2 103,6 + 15,1
VCO-3 228,7 + 42,5
VCO-4 373,7 + 51,1

Se tomaron muestras del medio de cultivo dos veces por semana para monitorizar la
concentracion de sélidos suspendidos totales (SST), SSV y el contenido de clorofila. Al finalizar
cada ensayo, el cultivo se centrifugd (10 min, 5000 rpm) para concentrar la biomasa. Esta
biomasa se liofilizé6 (Lyoquest 85 Plus Eco, Spain) para la determinacion de la concentracion de
lipidos.

2.2. Métodos analiticos y estadisticos.

La determinacion de DQOt, SST y SSV se realizé6 de acuerdo con los métodos normalizados
(APHA, 2005). Para el andlisis de clorofila se sigui6é el método de Hansmann (1973). Los lipidos
se extrajeron de la biomasa liofilizada con cloroformo-metanol siguiendo el método propuesto por
Kochert (1978). La identificacion y cuantificacion de las microalgas se llevd a cabo siguiendo las
indicaciones del “Phytoplankton Manual” (Sournia, 1978). El andlisis estadistico de los datos se
realizé usando ANOVA (p < 0,05).
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3. Resultados y Discusion.
3.1. Productividad de biomasa, contenido de clorofila y cuantificacion de algas.

Se obtuvieron diferencias significativas (p < 0,05) en la productividad de biomasa para las
distintas condiciones estudiadas (Tabla2). La productividad aumentd desde 22 hasta
102 mg SSV L' d” al aumentar la velocidad de carga orgéanica desde 44 hasta 374 mg L™ d". El
contenido de clorofila es mayor para VCO-1, manteniéndose practicamente constante a partir de
VCO-2 (p > 0,05). Sin embargo, aunque se observa una disminucion significativa del contenido de
clorofila en relacion a la concentracion de biomasa (disminuyendo casi diez veces desde VCO-1
hasta VCO-4 (Tabla 2)), no se obtuvieron diferencias significativas (p = 0,06) en el nimero de
células de microalgas entre los distintos ensayos, que se situé entre 2,6 x10® y 1,6 x10%. Por lo
tanto, el aumento de la velocidad de carga organica favorece el desarrollo de bacterias dentro del
consorcio, debido principalmente a su mayor velocidad metabdlica, y a que aunque las microalgas
son capaces de degradar materia organica, este proceso de degradacion es fundamentalmente
llevado a cabo por bacterias (Riafio y col., 2011). De esta forma, para velocidades de carga
organica altas, el consorcio estd formado mayoritariamente por biomasa bacteriana y otros
microorganismos, como protozoos, manteniéndose el nimero de células microalgales
practicamente constante.

Las condiciones de cultivo también afectan al desarrollo de poblaciones de microalgas (Fig. 1).
Asi, para VCO-1 en el cultivo sélo aparece la clorofita Chlorella sp. A medida que aumenta la
velocidad de carga, esta especie se ve desplazada por la cianofita Aphanothece sp. que es la
especie predominante (95%) a altas velocidades de carga organica estudiada (VCO-4).

Tabla 2. Productividad volumétrica de biomasa, contenido de clorofila y densidad algal en el medio.
Letras distintas en la misma columna indican que existen diferencias significativas (p < 0,05).

Ensayo Productividad Clorofila (mg L") Clorofila Densidad algal (cel L)
(mgSsvL'd") (mgg SSV™")
VCO-1 220+28° 1,91 £0,24° 13,11 £ 2,72° 2,6x10°+£1,6x10"?
VCO-2 36,2+6,7° 1,77 £0,86%° 7,45+276° 1,6 x 10°+ 8,4 x 10°°
VCO-3 73,7 £8,8° 1,23+0,41° 2,67 £1,15° 1,9x10°+4,3x 10"
VCO-4 102,2 +13,9° 0,86+0,16° 1,34 £0,22° 1,8x10°+6,3x 10°°
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Figura 1. Porcentaje de células de microalgas presentes en el cultivo en los ensayos con distintas
cargas organicas estudiadas (8 Chiorella sp. y EJAphanothece sp.).

3.2. Contenido de lipidos de la biomasa obtenida.

El contenido de lipidos en la biomasa producida aumenta significativamente desde un 9% hasta
un 14% con el aumento de la velocidad de carga orgéanica (Fig. 2). En este sentido, Pérez-Garcia
y col. (2011) indicaron que la acumulacién de lipidos se puede deber al consumo de fuentes
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externas de carbono a una velocidad mayor que la divisién celular, lo cual favorece la conversion
del carbono en lipidos en los cultivos autétrofos y heterétrofos. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Riafio y col. (2012), que encontraron que la carga aplicada era un factor muy
importante en la acumulacién de lipidos en la biomasa en un sistema de microalgas-bacterias que
trataba aguas residuales de piscifactoria. La productividad de lipidos, estimada teniendo en
cuenta la biomasa producida y su contenido en lipidos, aumenta hasta 7 veces pasando de
2,0mg L' d" para VCO-1 hasta 14,6 mg L d” para VCO-4.

c (4
14
12 b
- a I
0 ] T
VCO-1 VCOo-2 VCO-3 VCO-4

Figura 2. Porcentaje de lipidos en la biomasa producida. Letras distintas en las columnas indican
diferencias significativas (p < 0,05).
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4. Conclusiones.

Este estudio demuestra que la velocidad de carga organica aplicada a un sistema de
microalgas-bacterias influye de forma significativa en la produccion de biomasa y en la
acumulacién de lipidos. Altas velocidades de carga organica provocan un desequilibrio entre las
poblaciones de microalgas-bacterias en favor de las bacterias. Asimismo, las velocidades de
carga organica mas altas han evidenciado una mayor productividad y contenido de lipidos en la
biomasa, lo cual puede suponer un factor determinante a la hora de su posterior valorizacién en
forma de biocombustible.
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Resumen: En este estudio se plantea el co-compostaje del tronco de palmera (TP) con lodos de
depuradora procedentes de la depuracion de aguas residuales urbanas (EDAR) y de la depuracion de
aguas residuales del sector agroindustrial (EDARI), para el desarrollo de biosustratos y biofertilizantes,
como via de gestion de la biomasa generada. Se configuraron 4 pilas de co-compostaje en las instalaciones
de COMPOLAB-UMH, de 15 m® utilizando el sistema de pila volteada y donde la proporcién de TP en las
pilas estuvo en el rango de 77 + 5% sobre materia seca. Se ha realizado el seguimiento durante el proceso
de compostaje, asi como se ha evaluado la calidad de los productos finales obtenidos. Los resultados han
mostrado que el proceso de compostaje es viable para la estabilizacion de dichos flujos residuales, aunque
el uso de los compost estaria limitado por su elevada salinidad.

Palabras clave: compostaje, biomasa de palmera, lodos depuradora, lodos agroindustriales, biofertilizante

1. Introduccién

Las especies palmaceas son un cultivo con una elevada importancia a nivel ambiental,
paisajistico, econémico y cultural, con una creciente presencia en la UE y especialmente en la
cuenca mediterranea del sureste de Espafa. La poda de estas especies representa una gran
cantidad de biomasa por hectarea y afio que mayoritariamente se deposita en vertedero. La gran
cantidad de palmeras afectadas por la plaga de picudo ha incrementado el volumen de biomasa
generado asi como su tipologia, incluyendo flujos residuales asociados a los troncos de
palmaceas. Por otra parte, la alta concentracion de poblacién y el elevado desarrollo del sector
agroindustrial en el sureste espafol generan una elevada produccién de lodos urbanos y
agroindustriales. El co-compostaje de estos flujos residuales para su uso como biofertilizante
permitiria el aprovechamiento de los nutrientes a la vez que ayudaria a la reposicién de los
deficientes niveles de materia organica de los suelos de la zona, a lo que podriamos asociar
también un beneficio ambiental derivado del aumento de carbono secuestrado en el suelo. Otra
alternativa seria el uso de los compost obtenidos como biosustrato, reduciendo asi los problemas
asociados al uso de la turba. El objetivo de este trabajo fue estudiar la viabilidad del proceso de
compostaje como método alternativo de gestién a la biomasa de palmaceas usando lodos de
depuradora y agroindustriales como fuente de microorganismos y de nitrégeno para el proceso.

2. Material y métodos

Se han elaborado cuatro pilas de compostaje usando tronco de palmera (TP) y lodos
procedentes de la depuracién de aguas residuales agroindustriales (EDARI) y de agua residuales
urbanas (EDAR). El lodo EDARI 1 procedia de una industria de congelados vegetales y de

98 V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje



i RECGe

procesados vegetales de cuarta gama (campafa de pimiento), y se obtuvo mediante tratamiento
fisico-quimico (DAF) y biolégico con reactor discontinuo secuencial (SBR). El lodo EDARI 2
procedia de una industria de procesado de fruta (campana de pera) y se obtuvo tras flotacion por
cavitacion, desnitrificacién, aireacién forzada MTS vy clarificacion en reactor USBF. En todos los
casos, los lodos obtenidos son deshidratados mediante centrifuga. El lodo EDAR 1 de Elche-
Algorés procedia de un proceso biolégico de doble etapa, con nitrificacion-desnitrificacion y fue
estabilizado mediante digestion anaerobia. El lodo EDAR 2 de Torrevieja procedia de un proceso
de fangos activos de aireacion prolongada y fue estabilizado mediante digestion aerobia. El TP
usado como agente estructurante fue cortado, secado al aire, triturado y normalizada su
granulometria a tamafo < 5 cm. La proporcién en base a materia seca de tronco de palmera en
las pilas estuvo en el rango de 77 + 5%. Las principales caracteristicas fisico-quimicas y quimicas
de los materiales iniciales se muestran en la Tabla 1. En general, los lodos presentaron una alta
humedad (80-90%), una conductividad eléctrica (CE) similar, pH acido en el caso de EDARI 1 y
EDAR 2y relacion C/N baja, aunque algo superior en el caso de los EDARIs. El tronco de palmera
presentd una humedad entorno al 30%, CE alta, pH cercano a la neutralidad y relacién C/N alta.
Los cuatro procesos de compostaje se han desarrollado en la planta COMPOLAB-UMH. Las pilas
trapezoidales de 15 m3 se compostaron mediante el sistema de pila volteada. La temperatura y la
humedad (nunca inferior al 40%) se controlaron afadiendo el agua necesaria y volteando la pila
cada 7-12 dias, aproximadamente. La fase bio-oxidativa se complet6 cuando la temperatura de las
pilas fue estable y proxima a la del ambiente. Se realizaron 4 muestreos, al inicio, en la etapa
termdfila y final de la fase bio-oxidativa, asi como en el momento de madurez (45 dias después
del final de la fase bio-oxidativa). Las muestras se secaron al aire y tamizaron a 0,5 mm para
realizar las determinaciones analiticas. Los parametros se analizados segun los métodos descritos
por Bustamante y col. (2012). Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Tabla 1. Caracteristicas de los materiales utilizados como ingredientes en las pilas de compostaje.

Parametro TP EDARI 1 EDARI 2 EDAR 1 EDAR 2
Humedad (%) 30,4 86,3 91,8 79,1 83,3
pH 6,45 5,63 7,19 6,95 4,92
CE (dS/m) 7,21 5,48 5,14 3,75 5,83
MO (%) 78,1 81,5 52,4 65,8 58,1
Corg (%) 37,6 50,5 34,5 36,2 40,1
NT (%) 1,73 6,71 3,30 5,63 6,95
CIN 24,0 7,52 10,4 6,45 5,76
P (g/kg) 1,85 17,4 5,87 29,1 25,1
Na (g/kg) 6,91 8,23 14,6 2,54 2,28
K (g/kg) 13,0 13,3 5,68 2,79 4,72

CE: conductividad eléctrica; MO: materia organica; Corg: Carbono organico total; NT: nitrégeno total.
3. Resultados y discusion

En la figura 1 se muestra la evolucion térmica de las pilas elaboradas expresadas mediante el
indice EXI2 (sumatorio cuadratico de la diferencia diaria entre la temperatura promedio de la pila y
la temperatura ambiente). Este indice permite comparar procesos de compostaje complejos a
nivel de exotermia global y es Util en disefio de mezclas. Se observa que para el co-compostaje de
TP con lodo EDARI 1 y lodo EDAR 1 se generaron procesos mas intensos a nivel exotérmico que
para el resto de lodos empleados, como puede observarse en el indice EXI2. Si se normaliza para
el nimero de dias de fase bio-oxidativa (ratio EXI2/dias f. bio-oxid.) se observa una mayor
eficiencia del proceso bio-oxidativo en el caso del co-compostaje de TP con lodo EDARI 1 (Tabla
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3). Esto se produce de forma general y especifica dentro de cada tipo de lodo, no estando ligado
al nimero de dias en fase termdfila. La fase termofila de cada uno de los procesos fue intensa y
duradera lo que asegura la higienizacién de la pila, siendo esto especialmente positivo en las pilas
elaboradas con lodos por el riesgo biolégico que supondria una mala higienizacion.

En la mayoria de las pilas, los valores de pH se mantuvieron estables durante el proceso,
préximos a la neutralidad, salvo en la pila con lodos EDAR 2 estabilizados aerébicamente, donde
el pH disminuy6 durante el proceso desde 6,8 a 6,0 (Tabla 2). El pH en los compost maduros se situ6
dentro del rango adecuado para su uso agricola (6,0-8,5) (Hogg v col., 2002). La conductividad eléctrica
fue alta al inicio del proceso, con valores superior a 5 dS/m, debido a la alta salinidad de los
residuos de tronco de palmera. La CE aumenté en todas las pilas durante el compostaje,
especialmente en las pilas EDAR 1, EDAR 2 Y EDARI 2, debido a la producciéon de compuestos
inorganicos procedentes de la degradacion de la materia organica y su concentracion relativa por
pérdida de masa de la pila. Los compost maduros (tabal 3) presentaron valores altos de CE (6,8-
12,7 dS/m), superiores al limite establecido para no provocar efectos adversos (3 dS/m) (Lasaridi
y col., 2006).

Figura 1. Evolucién del indice EXI2 acumulado en la fase bio-oxidativa para las pilas ensayadas.
Tabla 2. Evolucién durante el compostaje de los principales pardmetros fisico-quimicos y quimicos.

Fase de pH CE MO Pérdida Cot/TN Cot NT P K
compostaje (dS/m) (%) MO (%) (%) (%)  (9/kg) (g/kg)
66 % EDARI 1 + 34% TP (s.m.f.) [27,5:72,5 s.m.s.]

Inicio 6,7 6,4 58,8 0,0 20,3 30,9 1,52 3,5 13,9
Termofila 7,0 7,0 45,3 41,9 16,1 244 152 - -
Final bio-oxidativa 6,9 6,8 444 440 14,4 23,4 1,65 - -
Madurez 6,9 6,8 427 47,3 14,5 23,4 1,62 4.8 16,3
66,6% EDARI 2 + 32,4% TP (s.m.f.) [24,3:75,7 s.m.s.]

Inicio 7.1 8,55 84,5 0,0 20,5 419 2,04 3,2 14,9
Termdfila 6,9 11,4 80,1 25,5 19,1 40,3 2,11 - -
Final bio-oxidativa 7.0 12,7 77,4 36,4 16,8 39,8 2,37

Madurez 7,0 12,7 76,0 41,2 16,6 40,2 242 46 26,4
52,3% EDAR1 + 47,7% TP (s.m.f.) [26,3:73,7 s.m.s.]

Inicio 7,0 5,6 60,7 0,0 21,1 31,5 1,50 9,4 12,2
Termofila 7,0 6,9 42,5 51,8 15,7 253 1,61 - -
Final bio-oxidativa 7.0 8,0 41,1 54,5 14,0 22,8 1,63 - -
Madurez 7,0 8,3 34,0 66,5 11,6 20,2 1,73 8,7 15,7
68,1% EDAR 2 + 31,9% TP (s.m.f.) [30:70 s.m.s)

Inicio 6,8 5,7 58,3 0,0 16,5 27,9 1,70 7,4 12,0
Termdfila 6,4 6,3 48,8 31,8 11,9 256 2,14 - -
Final bio-oxidativa 6,3 7,7 47,5 35,2 11,2 244 218 - -
Madurez 6,0 7,2 46,0 39,1 10,7 22,7 2,13 122 13,0
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TP: tronco palmera; CE: conductividad eléctrica; MO: materia organica; COT: carbono orgéanico total; NT:
nitrégeno total.

La materia organica disminuy6 a lo largo del proceso de compostaje, principalmente durante la
fase termofila, como consecuencia de los procesos de mineralizacién de la materia organica
durante el compostaje. Los valores de materia organica en los compost finales fueron de 42,7, 34,
46 y 76 % para los elaborados con lodo EDARI 1, EDAR1, EDAR 2 y EDARI 2, respectivamente.
La mayor pérdida de MO se dio en la pila con lodos EDAR 1 estabilizados anaerébicamente y en
la que se produjo una elevada exotermia (EXI2), prolongada durante mas tiempo. El contenido de
nitrogeno total aumenté a lo largo del proceso de compostaje debido al efecto concentracion,
como consecuencia de la pérdida de peso de la pila por la degradacién de la materia organica, asi
como a la posible fijacion bioldgica de nitrégeno. Los valores de NT en los compost finales
estuvieron entorno al 2%, siendo inferiores a los encontrados en compost elaborados con
digeridos de residuos ganaderos (Bustamante y col., 2012) y a otros materiales utilizados
frecuentemente como enmiendas de suelos (Bustamante y col., 2008). El contenido del resto de
nutrientes (P y K) aumenté durante el proceso de compostaje probablemente debido al efecto
concentracion.

En base a la relacion capacidad de cambio catidnica/carbono organico total (CCC/COT), los
compost elaborados con EDAR 1, EDAR 2 y EDARI2 habrian alcanzado un grado de madurez y
estabilidad adecuados, aunque habria que tener en cuenta el resto de parametros. A nivel de
fitotoxicidad, los valores del indice de germinacién fueron superiores al 50% en todos los casos, lo
cual es indicativo de ausencia de fitotoxicidad (Bernal y col., 2009).

Tabla 3. Evaluacion de la calidad de los compost obtenidos.

Parametro EDARI1 +TP: EDARI2+TP: EDAR1 +TP: EDAR2 +TP:
66,0-34,0 % 66,6-32,4 % 52,30-47,70 %  68,1-31,9 % s.m.f.
s.m.f. s.m.f. s.m.f.

indice EXI2 (2C?) 108673 54571 105349 65904

N2 Dias F.Bio-oxid/ >40°C 84/56 78/34 127/67 90/78
Ratio EXI2/dias f. bio-oxid. 1294 700 829 732

CE (dS/m) 6,8 12,7 8,3 7,2

CCC (meq/100g MOT) 82 118 112 152
CCC/Cot (meq/g Cot) 1,50 2,22 1,90 3,07

1G (%) 72,0 61,1 76,9 68,7
Densidad aparente (g/cm®) 0,30 0,15 0,31 0,31

EPT (%) 85,1 91,0 86,2 84,5
Contraccion (%) 28,1 9,9 15,3 15,7
CRA (mL agual/l) 684 458 470 480
Contenido aire (%) 16,7 45,2 39,2 36,5

EXI2: sumatorio cuadratico de la diferencia diaria entre la temperatura promedio de la pila y la temperatura
ambiente; CE: conductividad eléctrica; CCC: capacidad de cambio catiénico; Cot: carbono organico total;
IG: indice de germinacion; EPT: espacio poroso total; CRA: capacidad de retencién de agua.

4. Conclusiones

El co-compostaje de tronco de palmaceas con lodos de depuradora y lodos agroindustriales se
ha desarrollado de forma idénea desde el punto de vista de la exotermia del proceso, pudiéndose
considerar como una estrategia alternativa de gestién de ambos tipos de residuos. Sin embargo,
los compost obtenidos estarian limitados en su uso agricola, especialmente como biosustratos,
por su elevada salinidad.
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Resumen: En este trabajo se exploran las posibilidades del co-compostaje de Arundo donax y lodos de
depuracion de aguas urbanas y agroindustriales con el objetivo de mejorar la gestién de ambos flujos
residuales, en un entorno de actuacion de pilotaje comercial. Su empleo se ha demostrado muy adecuado,
existiendo una correlacién directa entre el incremento en el porcentaje de AD en la mezcla con la mejora de
las condiciones bioxidativa obteniéndose enmiendas orgéanicas equilibradas.

Palabras clave: Giant reed, co-compostaje, depuracion, calidad

1. Introduccion

En Espafia muchas de las cuencas de los rios estan colonizadas por Arundo donax L. (AD), una
de las 100 peores especies invasoras del mundo, lo que produce una pérdida importante de
biodiversidad. La actual gestion de AD no incluye el aprovechamiento de la biomasa debido a
cuestiones organizativas y/o a dificultades técnicas en la extraccion de AD de los cauces, por lo
que es usual estrangulamientos en los cursos. Por otro lado, la generacion de lodos procedentes
de la depuracion de aguas residuales urbanas y agroalimentarias es creciente siendo el
compostaje una de las soluciones de gestion mas adecuada para el aprovechamiento por su
contenido en materia organica y nutrientes. Para ello y debido a su naturaleza (baja relacion C/N,
elevada humedad y baja porosidad) es necesario plantear el co-compostaje mediante la adicion
de materiales estructurantes. En este punto la sinergia entre ambos flujos residuales esta clara y
especialmente en el ambito del sureste espafiol donde la existencia de materiales carbonosos es
escasa. Por ello, en este estudio se plantea el uso de AD como ingrediente significativo en
procesos de co-compostaje comercial junto a otros flujos residuales secundarios (lodos EDAR y
EDARI), haciendo un seguimiento integral del proceso, incluyendo la evaluacién de la calidad de
los compost obtenidos.

2. Material y Métodos

En este estudio se han desarrollado 6 procesos de co-compostaje binario entre AD y flujos
residuales secundarios (lodos) de estaciones de depuracion de aguas residuales urbanas (EDAR)
y agroindustriales (EDARI). Estos procesos se han desarrollado a escala comercial en las
instalaciones de COMPOLAB-UMH, mediante pilas duplicadas de 7m*® (3 x 4 x 1,5 m) utilizando
pilas volteadas; 4 de los procesos se han realizado usando lodos EDAR de dos depuradoras
urbanas (Torrevieja y Elche-Algorés) y 2 usando lodos EDARI, en diferentes ratios lodo+AD (Ver
tabla 1). Los fangos EDAR de Torrevieja (EDAR-TO 1 y 2) se generan mediante un proceso de
fangos activos de aireacion prolongada y son estabilizados mediante digestion aerobia; los fangos
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EDAR de Elche-Algorés (EDAR-ALG 1 y 2) proceden de proceso biolégico de doble etapa
(nitrificacion-desnitrificacion) y son estabilizados mediante digestion anaerobia. Los lodos EDARI 1
proceden de una industria de congelados vegetales y de procesados vegetales de cuarta gama
(campana de pimiento), y se obtienen mediante tratamiento fisico-quimico (DAF) y biol6gico con
reactor discontinuo secuencial (SBR). El lodo EDARI2 procede una industria de procesado de
fruta (campana de pera) y se obtiene tras flotacion por cavitacion, denitrificacion, aireacion forzada
MTS vy clarificacion en reactor USBF. En todos los casos los lodos obtenidos son deshidratados
mediante centrifuga. AD usado como agente estructurante procede del cauce del rio Segura, ha
sido cortado, secado al aire, triturado y normalizada su granulometria a tamafio < 5cm. Como
parametros de interés destacar que todos los lodos presentan una conductividad similar, con pH
acidos para EDAR TO y EDARI1. AD presenta una relacion C/N de 28,7 similar a la referenciada
por Andreu y col (2013)

Tabla 1. Parametros de interés de los residuos utilizados en el experimento

Parametro EDAR TO EDAR ALG EDARI 1 EDARI 2 AD
Humedad (%) 82,2 78,3 86,3 91,8 23,8
pH 49 6,8 5,6 7,2 6,6
Cond. eléctrica (dS/m) 5,8 4.8 55 5.1 3,4
MOT (%) 58,2 47,5 81,4 52,4 76,5
C orgénico total (%) 40,1 31,1 50,5 34,5 36,5
Ratio C/N 5,8 7,4 7,5 10,4 28,7
N (%) 6,9 42 6,7 33 1,51
P (g/kg) 25,1 36,0 17,4 5,9 1,4
K (g/kg) 47 2,7 6,9 57 7.4
Na (g/kg) 2,3 3,0 45 14,6 2,4

AD: Arundo donax

Las pilas asi constituidas se han aireado-homogenizado periédicamente (Cada 7-12 dias) y se
han muestreado al inicio y final de la fase bioxidativa, asi como en el momento de madurez (+45
dias después de final de la fase bioxidativa).

3. Resultados y discusion

En la figura 1 se muestra la evolucién térmica de las pilas planteadas expresadas mediante el
indice EXI2 (sumatorio cuadratico de la diferencia diaria entre la temperatura promedio de la pila'y
la temperatura ambiente).
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EDAR TO+AD (32+68) EDAR ALG+AD (30+70) = === EDARI 1+AD (20+80)

Figura 1. Evolucién del indice EXI 2 acumulado en la fase bioxidativa para las pilas ensayadas.
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Podemos observar en general que para el co-compostaje de AD los fangos procedentes de
EDARI generan procesos mas intensos a nivel exotérmico que los procedentes de las EDARs. Si
analizamos de forma global todos los procesos y normalizando para el nimero de dias de fase
bioxidativa (tabla 3) obtenemos que las mezclas con mayor presencia de AD (>70% s.m.f.)
generan mayores ratios EXI2/dia lo que indica una eficiencia elevada del proceso bioxidativo
controlado. Esto se produce de forma general y especifica dentro de cada tipo de lodo, no estando
ligado al niumero de dias en fase termdfila.

Tabla 2. Evolucién de algunos parametros de interés durante el compostaje de las pilas (N=4).

Fase de pH CE MO Pérdida TOC/TN COT N (%) P K

compostaje (dS/m) (%) MO (%) (%) (g/kg) (9/kg)
Lodo EDAR TO1 + AD: 38,7-61,3% s.m.f. (75,6-24,4 s.m.s.), CIG 22
Inicio 5,73¢c 3,55a 47,9d 0,0a 11,4d 23,4d 2,06ab 8,5a 9,1a
Termofila 5,70c 4,52¢ 41,7¢c 22,3b 10,5¢ 22,0c 2,12b - -
Final bioxidativa 5,43a 5,77c 40,3b 26,6¢ 9,0a 219b 2,43c - -
Madurez 5,60b  3,70b 38,9a 30,5d 9,8b 18,5a 1,89a 9,8b 9,3a
F_ANOVA *kk *kk *kk *kk Fekk Fkk Kk Kkk Ns
Lodo EDAR TO2 + AD: 32,2-67,8% s.m.f. (69,9: 30,1 s.m.s.), CIG 23
Inicio 5,64b  3,21b 47,3d 0,0a 12,3¢c 239c 1,950 6,72 9,4b
Termofila 5,58b  3,65¢c 38,9¢c 28,9b 11,8b 19,1b  1,62a - -
Final bioxidativa 5,44a  4,73d 37,1b 34,3c 10,72 18,0a 1,67a - -
Madurez 5,72¢ 2,87a 33,1a 44.8d 11,2ab 17,7a 1,59a 9,3b 8,3a
F_ANOVA *% *kk *kk *kk *k Kkk Kkk *kk
Lodo EDAR ALG1 + AD: 60,8-39,2% s.m.f. (85,3-14,7 s.m.s.), CIG 16
Inicio 6,57a  3,05¢ 58,3d 0,0a 12,7¢ 30,7d 2,45b 153a 6,82
Termofila 6,72b  2,95b 54,6¢ 13,9b 12,6¢ 28,6c 2,28a - -
Final bioxidativa 6,71b  2,91b 50,9b 25,3c 10,9b 2590 2,37ab - -
Madurez 6,81c 2,48a 49,6a 29,6d 10,2a 224a 224a 199 8,9
F-ANOVA *x ek ek ok *hx *hx * ok ok
Lodo EDAR ALG2 + AD: 29,5-70,5% s.m.f. (59,3-40,8 s.m.s.), CIG 10
Inicio 6,81b  3,21a 61,5¢ 0,0a 31,6¢ 355¢c 1,13a 4,1a 9,0
Termofila 6,80b  5,03d 48,3b 41,4b 14,9b 26,0b 1,75b - -
Final bioxidativa 6,80b  4,84c 46,6ab  45,2bc 12,0a 23,2a 1,94c - -
Madurez 6,70a  3,44b 443a 50,0c 12,4a 22,3a 1,80b 10,8b 10,6
F_ANOVA *k *kk *kk *k Kkk Kkk Kkk K*kk K*kk
Lodo EDARI2 + AD: 30,4-69,6% s.m.f. (78,3-21,7 s.m.s.), CIG 25
Inicio 7,62c 3,54a 78,5¢ 0,0a 23,5¢ 38,5c 1,64a 2,75a 9,3a
Termofila 7,63c  4,55b 73,6b 23,7b 17,4b 36,90 2,12b - -
Final bioxidativa 7,52b  5,21c 71,3b 31,8¢c 14,8a 35,2a 2,38c - -
Madurez 743a  5,42d 66,7a 45,2d 14,2a 349a 246d 4,89 15,7b
F_ANOVA *k *kk *k *kk AN**% Fkk Kk Kkk Kkk
Lodo EDARI1 + AD: 19,6-80,4% s.m.f. (56,7-43,3 s.m.s.), CIG 14
Inicio 6,34a  3,51a 65,6d 0,0a 21,7c 37,8c 1,75a  3,6a 9,0a
Termofila 6,89b  4,04b 60,6¢ 17,9b 15,6b 29,4b 1,88ab - -
Final bioxidativa 7,06¢ 4,03b 54,8b 36,2c 13,32 25.6a 1,93b - -
Madurez 6,790  3,45a 47,5a 52,6d 13,5a 248a 1,86ab 55b 12,1b
F-ANOVA ok ok ek ok ok ok * ok ok

ke

CE: conductividad eléctrica; MO: materia organica; TOC: carbono orgénico total; Ch: carbono hidrosoluble. *, **y
indican diferencias significativas a 0,05, 0,001 y 0,0001. En cada columna, valores medios seguidos con letras distintas
indican diferencias significativas (p<0,05)

A lo largo de estos procesos comerciales de co-compostaje, el pH no ha variado excesivamente
entre la mezcla inicial y el compost maduro, siendo los valores menores en los compostajes que
usan lodos EDAR estabilizados aerébicamente (tabla 2). La conductividad eléctrica suele
aumentar en sistemas cerrados pues no se producen episodios de lavado. En nuestro caso, en
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todas las pilas se producen aumentos de a salinidad en la fase bioxidativa frente a la mezcla
inicial, pero en las fases de madurez se observa una reduccion de las sales solubles, salvo para el
compost EDARI2+AD. EI contenido organico desciende en todas las pilas de forma
correspondiente a intensidad de la exotermia del proceso, siendo mayor la perdida en la pila
EDARI1 y EDAR ALG2.

El contenido en nutrientes primarios NPK varia de forma diferente en funcién del elemento.

Respecto al N total, se observan ascensos, descensos 0 variaciones poco significativas durante

los compostajes ensayados, indicando la complejidad de los procesos involucrados (emisién de

especies nitrogenadas volatiles, lixiviacion de nitrato). Por lo que respecta a K observamos

variaciones entre inicio y madurez poco importantes, a diferencia del P que cuyo incremento varia

entre 16 y el 163% de incremento, por lo que podemos asumir la hipétesis de lavado de sales.
Tabla 3. Evaluacion de la calidad de los compost generados.

Parametro EDAR EDAR EDAR EDAR EDARI EDARI
TO1 + TO2 + ALG1 + ALG2 + 2+AD: 30- 1+AD: 20-
AD: 39- AD: 32- AD: 61- AD: 30- 70% 80%
61% 68% 39% 70% s.m.f. s.m.f.
s.m.f. s.m.f. s.m.f. s.m.f.
Nomenclatura Pilas CIG 22 23 16 10 25 14
indice EXI2 (2C?) 35331 38469 26626 52264 56172 55598
N2 Dias F.Bioxid/ >40°C 85/70 73/63 80/12 77137 95/33 77/39
Ratio EXI2/dias f. bioxid. 416 527 333 679 591 722
CCC (meq/100g MOT) 103 103 130 100 115 65
CCC/Cot (meg/g Cot) 2,16 1,93 2,88 1,98 2.20 1,27
Ind. germinacion, I1G (%) 113 55 66,4 131 107 72,3
D aparente (g/cm3) 0,32 0,35 0,37 0,27 0,18 0,24
Esp. poroso total, EPT (%) 84,4 83,7 81,3 87,1 89,7 88,6
Contraccion (%) 11,6 13,6 11,9 8,0 14,0 7,7
CRA (mL agual/L) 381 407 445 317 455 353
Contenido aire (%) 46,3 43,0 36,8 55,3 442 53,3

indice EXI2: sumatorio cuadratico de la diferencia diaria entre la temperatura promedio de la pila y la temperatura
ambiente. F. Bioxid: Fase bioxidativa. CCC: capacidad de cambio catiénico. Cot: carbono organico total. Ind.
Germinacion: indice de germinacion. D.aparente: densidad aparente. CRA: capacidad retencién de agua

A nivel de producto final, los 6 compost generados presentan una calidad (tabla 3) adecuada en
cuanto a su capacidad de cambio catidénico, con valores superiores a 100 en todos los casos,
salvo para el compost EDARI2. A nivel de fitotoxicidad, los valores de IG obtenidos usando
Lepidium sativus son superiores a 50% en todos los casos.

Se ha contemplado un analisis de las propiedades del compost como ingrediente de sustratos,
observandose en general una densidad menor que otros compost a base de lodos de depuracién
asociado el efecto reductor de la fibra remanente de AD. El espacio poroso total es en todos los
casos cercano al valor de referencia establecido como ideal (85%). La contraccion de estos
compost es muy baja y la aireacién es muy elevada siendo necesario la gestién integral del
régimen de humedad de estos medios con riegos mas frecuentes.
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4. Conclusiones

El uso de Arundo donax como elemento mayoritario en el rol de agente estructurante en procesos
de co-compostaje de lodos EDAR y EDARI se ha demostrado muy adecuado, pareciendo existir
una correlacion directa entre el incremento en el porcentaje de AD en la mezcla con la mejora de
las condiciones bioxidativas. Aunque las propiedades de los composts finales se encuentran
afectadas por la naturaleza de los lodos utilizados, los valores promedio en unidades fertilizantes
N-P.0s-K,0 se sitian en 2,0-2,3-1,4 y muestran una enmienda organica equilibrada.
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Resumen

La espectroscopia de fluorescencia mediante una matriz de excitacién-emision (Fluorescence excitation—
emission matrix spectroscopy, EEM) permite caracterizar la fraccion de la materia organica soluble que
presenta fluorescencia (MOSF) con mucho detalle y gran sensibilidad. Los diferentes grupos de
biomoléculas, que presentan fluorescencia son los péptidos y proteinas, sustancias de origen
microbioldgico, asi como sustancias de tipo himico y fulvico. Estas sustancias varian durante el proceso de
compostaje, como consecuencia de las transformaciones que sufren por accién de los microorganismos
presentes en el compost. La MOSF es s6lo una pequefa parte, pero podemos considerar que los cambios
que sufre esta fraccion durante el proceso de compostaje son extrapolables a toda la materia organica
soluble del material compostado.

Palabras clave: EEM, PARAFAC, MOSF, compost.
1. Introduccion.

Durante el proceso de compostaje se produce una transformaciéon de la materia organica
hasta un punto en el cual se considera que el material final puede tener usos en agricultura y otras
aplicaciones medioambientales. La materia organica soluble (MOS) forma la parte de la materia
organica disponible para los microorganismos, que van transformando la materia organica hasta
obtener el producto final. Una parte de esa MOS es facilmente detectable mediante fluorescencia.
Podemos llamar a esa MOS, como MOSF (materia orgénica soluble y fluorescente). Asumiremos
que las transformaciones que sufra esta MOSF también son sufridas por toda la MOS. La
fluorescencia es una técnica sumamente sensible y que no necesita una excesiva preparacion de
la muestra. Para preparar la muestra utilizada en fluorescencia, el primer paso es realizar una
extraccion acuosa del compost (Seccion de Materiales y Métodos). Con esta muestra acuosa, y en
funcion de la concentracion de MOS, podremos realizar el experimento de andlisis de
fluorescencia. Este experimento se basa en realizar una serie de barridos a diferentes longitudes
de excitacion, adquiriendo la energia emitida en forma de luz (esa energia se denomina luz de
emision). Este tipo de experimentos se denominan Excitation-Emission Matriz (EEM)(Murphy, Bro
and Stedmon 2014) y con ellos se obtienen una serie de “mapas de contorno”, similares a unas
curvas de nivel topogréficas. En estos mapas, aparecen una serie de sefales anchas, que no son
facilmente separables unas de otras. También es dificil poder identificar los maximos de emision y
de excitaciébn de una forma manual. Para poder identificar los picos correspondientes a los
diferentes fluoréforos presentes en la muestra hay que utilizar herramientas quimiométricas, como
PARAFAC (Parallel Factor Andlisis) (Murphy et al. 2014, Ohno, Amirbahman and Bro 2008). Esta
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herramienta de analisis multivariante permite identificar los fluoréforos presentes en una muestra y
determinar su contribucion a la sefal globalDe este modo se pueden identificar los diferentes
fluoréforos presentes en un conjunto de muestras y como varia su contenido en las distintas
muestras. Asi podriamos seguir el proceso de compostaje, analizando como se modifica la
composicion de los MOSF presentes (Marhuenda-Egea et al. 2007). Por ejemplo, los fluoréforos
correspondientes a materiales de tipo peptidico son rapidamente degradados por los
microorganismos, mientras que los materiales de tipo &cido humico y fulvico van aumentando en
la MOSF. Nuestro objetivo era analizar un nimero elevado de pilas de compostaje mediante
fluorescencia y tratar de encontrar un patrén de variaciéon en la concentraciéon y composicion de
fluoréforos asociado al propio proceso de compostaje.

2. Material y Métodos.
2.1 Preparacion de la muestra y andlisis de fluorescencia.

En este estudio se han caracterizado la MOSF de 23 procesos distintos de compostaje
industrial (10-30 m® en 4 momentos del proceso de compostaje (inicio, fase termdfila, final fase
bioxidativa y madurez) (ver el trabajo de Gomis et al., “Termolabilidad de la materia organica
residual y su evolucion en funcion de la estabilizacion mediante compostaje”, en este mismo
compendio para una descripcion detallada). Se prepararon las muestras y se realizaron los
espectros EEM como se detalla en (Martin-Mata et al. 2015).

2.2 Pretratamiento de los datos y analisis mediante PARAFC.

Utilizamos una nueva técnica de "excision-interpolacion" antes de crear el modelo con
PARAFAC (paralallel factor analysis). Este tipo de analisis utilizando PARAFAC ha sido expuesto
en detalle en diferentes trabajos (Ohno et al. 2008). El modelado de los datos y el preprocesado
se hicieron con MATLAB (Mathworks, 2005) utilizando diferentes algoritmos N-way toolbox y
eemscat toolbox (http://www.models.life.ku.dk). Utilizamos el diagnéstico de CONCORDIA para
estimar el modelo que mejor recoge la informacion trilinear (Murphy et al. 2014).

3. Resultados y Discusion.

En este trabajo presentamos un nimero elevado de diferentes pilas de compostaje. Esto nos
permite buscar patrones, que nos ayuden a evaluar la evolucion de la materia organica durante el
proceso. Para ello utilizaremos la espectroscopia de fluorescencia (Excitation, Emission Matrix,
EEM) (Murphy et al. 2014, Marhuenda-Egea et al. 2007). Tal y como hemos descrito en la seccion
de Materiales y Métodos, los datos brutos de EEM se procesan para eliminar las lineas de
dispersion. Después pasamos a aplicar PARAFAC. Con esta herramienta quimiométrica podemos
aislar un nimero de fluoréforos que describen, mediante un modelo matematico, los datos
experimentales. La diferencia entre los datos experimentales y el modelo, seran los residuales, es
decir, los posibles datos que quedan sin modelar. Si el modelo es correcto, los residuales
corresponderan a ruido y artefactos. Sin embargo, es importante revisar los residuales para
asegurarnos que no hemos dejado datos importantes fuera del modelo. En la Figura 1 muestra
una representacion de los datos brutos, el modelo y los residuales.

Para conseguir un buen modelo, tenemos que elegir adecuadamente el nimero de fluoréforos
que buscaremos en los datos brutos y que nos permitiran construir el modelo. Un nimero elevado
de fluoréforos nos crearan muchos artificios matematicos, pero un nimero bajo, nos dejara datos
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importantes fuera del modelo. En procesos de compostaje se suelen encontrar dos o tres
fluor6foros (Marhuenda-Egea et al., 2007). Para muestras desconocidas se optimiza la eleccion de
fluor6foros con el valor de CORCONDIA. Este valor tiene que ser lo mas cercano a 100. En
nuestro modelo hemos elegido dos fluoréforos, que nos dan un valor de CORCONDIA de 99,7 %.
También aplicamos unas restricciones de ortogonalidad y no-negatividad en la construccién del
modelo. El primer fluoréforo, o componente 1, del modelo tiene de longitud de? excitacién 240 y
325 nm, y de emisién 442 nm en fluorescencia. El segundo fluoréforo, o componente 2, del
modelo tiene de longitud de? excitacion 225 y 280 nm, y de emisién 313 y 360 nm (Figura 2).
Después de revisar los residuales, podemos considerar que estos dos componentes son
suficientes para obtener un modelo adecuado a los datos experimentales.

DRTOS BRUTOS HOIELO FESIIUALES

Figura 1. Espectros de EEM de los datos brutos, los datos modelados y los datos residuales.
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Figura 2. Representacion de los componentes o fluoréforos aislados en el modelo de PARAFAC.

El componente 1 del modelo se asocia anillos aromaticos asociados a moléculas orgénicas de
gran tamanio, del tipo acido humico y acidos falvicos. El componente 2 se asocia a péptidos que
contienen los residuos de aminoacidos fluorescentes (triptéfano y tirosina). Cada uno de estos dos
componentes contribuye, de forma independiente, para construir el modelo para cada una de las
muestras. Esta contribucién de cada uno de los fluoréforos o componentes aislados nos permitira
seguir el proceso de compostaje. Estamos considerando la MOSF, pero asumimos que los
cambios que se produzcan en esta fraccion de la MOS también se produciran en toda la MOS.
Cuando evaluamos los valores de los componentes 1 y 2, se observa que van disminuyendo
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durante el proceso de compostaje. El valor del componente 2 disminuye mas rapidamente, pues
los péptidos son rapidamente metabolizados por los microorganismos responsables del proceso
de compostaje. Pero si queremos comparar entre las diferentes pilas de compostaje, hemos de
normalizar los valores de los componentes en cada muestra. Para ello, calculamos el cociente de
cada uno de los valores entre la suma de los valores de ese componente a lo largo de los cuatro
momentos del muestreo. Construimos la siguiente gréafica de cajas y bigotes (Figura3).

Como podemos observar en la Figura 3, tenemos que el fluoréforo asociado al componente 2
disminuye muy réapidamente, reflejando ese rapido consumo de moléculas fuente de nitrégeno,
como son los péptidos. Otra aproximacion seria el calculo de un indice de fluorescencia (F1), que
lo calculariamos como el cociente entre el valor de la contribucién del componente 1 y el valor de
la contribucion del componente 2. En todos los casos hay un aumento del valor de F1 durante el
proceso de compostaje (Figura 3). Este indice podria ser complementario de los valores de R1 y
R2 calculados mediante analisis térmico. Ademas, el valor de F1 se podria obtener mediante un
sencillo andlisis de fluorescencia, tomando las medidas de emisiéon a 442 nm, con la excitacién a
240 nm para el componente 1y con una emisién de 360 nm y una excitacién de 280 nm para el
componente 2. Esto no seria un calculo tan preciso como hacer todo el espectro EEM, pero nos
podria dar una aproximacion bastante buena de cémo podria estar yendo la transformacién de la
MOS.

Figura 3. Grafica de cajas y bigotes de los valores de los componentes 1,2 y grafica de los valores
de F1, calculados durante el proceso de compostaje.

4. Conclusiones.

Este trabajo demuestra la posibilidad real de utilizar la espectroscopia de fluorescencia para
seguir el proceso de compostaje, asi como proponemos un indice (F1), para poder hacer mas
sencilla la evaluacion de la transformacién de la MOS. En los procesos de compostaje podemos
observar que el indice F1 aumenta en todas las pilas, debido a que disminuye enormemente el
componente 2, asociado los péptidos, moléculas metabolizadas por los microorganismos
responsables de la transformacién de la materia orgénica. Esto podria permitir plantear la
hipétesis de que en los componentes iniciales de la pila tiene que estar disponible material
peptidico (componente 2), de tal forma que los microorganismos puedan iniciar el proceso de
compostaje de una forma adecuada.
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Resumen:

En este trabajo se pretende estudiar la influencia del uso de proporciones crecientes de residuo de tronco
de palmera (Phoenix dactylifera) (TP) en el co-compostaje junto con lodos de EDAR (LD) con el fin de
optimizar el proceso a escala comercial. Para ello el estudio se dividi6 en 3 Fases: en la Fase 1 se
realizaron 4 mezclas con diferentes proporciones, C1 (59,5% LD+ 39,5% TP); C2 (39,6% LD+59,4% TP);
C3 (34,0% LD+ 66,0% TP); C4 (19,5% LD+ 79,5% TP) en composteras de 350L durante 80 dias.
Posteriormente en la Fase 2, con los datos obtenidos de la Fase 1 se desarrollé una funcion modelo
haciendo uso de estadistica bayesiana, que permite optimizar el proceso a través del ajuste de la proporcién
de TP en el escenario de co-compostaje considerado en base a la exotermia del proceso. En la Fase 3, con
el resultado 6ptimo obtenido del modelo se preparé una pila a tamafo comercial (8m®), de la que se realizo
un seguimiento y andlisis del producto final como punto final del proceso de optimizacién y escalado.

Palabras clave: Modelizacién, perfil térmico, composteras, indice EXI2, escalado, tronco palmera

1. Introduccioén

El Plan Nacional de Residuos planteaba como objetivo que la mayoria (67%) de los lodos de
EDAR fuesen gestionados a través de su aplicacién en suelos agricolas. Pero las caracteristicas
intrinsecas de estos residuos dificultan un uso ambientalmente sostenible de los mismos, siendo
necesario encontrar tratamientos que acondicionen estos residuos y a la vez sean
econdmicamente viables. En este sentido el co-compostaje junto con restos de poda de jardineria
se ha mostrado como una tecnologia capaz de higienizar y estabilizar el producto, obteniendo un
material organico humificado, libre de patégenos o compuestos fitotoxicos. Una de las especies
vegetales con mas presencia en zonas urbanas del sureste espafnol debido a su importancia
paisajistica y ornamental en parajes protegidos de gran valor es la Phoenix dactilifera. Se trata de
una especie vegetal que crece muy bien en zonas semiaridas y que ademas produce gran
cantidad de residuo en su poda y mantenimiento, los cuales debido a la falta de sistemas de
gestion o tratamiento suponen un problema. Aunque el uso de compostaje como método para
gestionar y reutilizar residuos de jardineria ha sido ampliamente estudiado, el uso de este método
para el reciclado de los residuos de palmera s6lo se ha estudiado en areas de cultivo de palmeras
productoras de datiles, como Arabia Saudita, Egipto, Marruecos y Tunez (Sadik y col, 2012; El
Fels y col, 2014).
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2. Materiales y métodos

Para llevar a cabo la Fase 1 se prepararon 4 mezclas de residuo de Tronco de palmera (TP) y
Lodo EDAR, con las proporciones indicadas anteriormente en el resumen. Previo a la preparacion
de las mezclas el TP era triturado hasta obtener un tamano de particula de 1cm. Se procedi6 a la
preparacion y homogenizacion de unos 200 kg de cada mezcla a los que se adicion6 un 1% de
cascara de almendra a fin de ajustar la ratio C/N de las mismas. Las diferentes mezclas se
colocaron en composteras de unos 350L de polietileno de alta densidad (HDPE), usando volteo
periddico (dias 15 y 35) para mejorar la aireacion y homogeneizar las mezclas. La fase bio-
oxidativa de las mezclas duré 56 dias (10 dias seguidos con diferencia de temperatura entre las
pilas y el ambiente menor de 10°C) con un periodo de maduraciéon de un mes adicional. Se
realizaron 5 muestreos, donde cada muestra fue secada al aire y molida a tamafo de particula <
0,5mm para su posterior andlisis. En la Fase 2, con los perfiles térmicos obtenidos de la Fase 1 se
desarroll6 una funcién modelo haciendo uso de estadistica bayesiana, que permite optimizar el
proceso a través del ajuste de la proporcion de TP en el escenario de co-compostaje considerado
en base a la exotermia del proceso. Para ello se defini6 el indice EXI como sumatorio cuadratico
de la diferencia diaria entre la temperatura de la pila y la ambiente durante la fase bioxidativa de
compostaje y se maximizd dicho indice en funcion del porcentaje de TP mediante el paquete
software R. En el Fase 3 se realizé una pila a tamafio comercial (8m?®) utilizando los mismos
materiales iniciales que en la Fase 1, y teniendo en cuenta la solucion del modelo. Con esta pila
se procedi6 mediante volteo periddico semanal mediante volteadora, ajustando la humedad
(>40%). La duracion de la fase bioxidativa fue de 127 dias y un periodo de madurez de 45 dias.
Los materiales organicos iniciales y las muestras de compost fueron analizados segun los
métodos descritos por Bustamante y col. (2012). A los datos obtenidos en las analiticas realizadas
se les comprobd la normalidad y homogeneidad de las varianzas mediante test de Shapiro-Wilk y
Levene, posteriormente se realiz6 ANOVA de los valores medios de los parametros fisico-
quimicos determinados en los diferentes tiempos de muestreo, adicionalmente se realizé contraste
post-hoc Tukey-b (p<0,05).

3. Resultados y Discusion

3.1. Fase 1: Compostera

Uno de los indicativos de la actividad microbiana y la biodegradacion en las mezclas de
compostaje es la temperatura, por lo que este parametro ha sido considerado tradicionalmente
como una variable fundamental en el control del proceso de compostaje. Las 4 pilas presentaron
un perfil térmico muy parecido al inicio del experimento (figura 1A), independiente del porcentaje
de ambos materiales utilizado en su preparacion. Todas las pilas alcanzaron temperaturas
termdfilas (>40°C) durante los primeros dias, las cuales se mantuvieron durante unos 15 dias.
Tras el primer volteo (dia 15) todas las pilas mostraron un aumento de la T2, excepto la pila
elaborada con menor porcentaje (39,5 %) de TP (Pila C1). Sadik y col. (2012) también observé un
mayor aumento en la temperatura con el aumento de la proporcion de TP en mezclas preparadas
con diferentes materiales ricos en N a fin de regular la ratio C/N de la mezcla.
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Figura 1. Perfil térmico de las composteras (F. 1) y modelizacion del comportamiento exotérmico (F. 2).

Las cuatro mezclas preparadas tenian valores iniciales de pH (Tabla 1) casi neutros y no
sufrieron grandes cambios durante el proceso, la tendencia observada fue de un ligero aumento
en el pH al final del estudio, probablemente debido a la degradacién de compuestos de tipo acido
como grupos carboxilo o fendlicos. En todas las mezclas la conductividad eléctrica (CE) al inicio
era alta (>5 dS/m), siendo mas alta en las mezclas con mayor proporcién de TP, debido a que
este material tiene también mayor conductividad (7,04 dS/m) que el LD (3,75 dS/m). Durante el
proceso tanto las 4 mezclas aumentaron su CE debido a la mineralizacion de parte de la MO,
siendo este aumento mas destacado en las mezclas con mayor proporcion de LD. Los valores
finales de conductividad estaban en un rango de 8,2 - 9,9 dS/m.

En cuanto a la degradacién de MO, durante el compostaje todas las mezclas mostraron una
disminucién significativa del contenido en MO, siendo este descenso mas evidente al inicio del
proceso en las Pilas C3 y C4, con mayor proporcion de TP. Estas pilas también alcanzaron una
mayor pérdida total de MO

Tabla 1. Valores medios de la evolucion de las Pilas C1, C2, C3 y C4 (Fase 1: composteras).

Muestreo pH EC MO NT COT/NT Perdida MO
(dias) (dsm™) (%) (gkg™) (%)
Pila C1: 59,2 % Lodo EDAR + 39,8 % TP
0 7,12 491 a 59,7 23,7 a 12,2 a 0,0a
16 6,93 6,05b 59,7 24,6 a 11,6 ab 0,8a
36 7,24 587b 59,3 23,7 a 12,0 ab 49b
56 7,31 7,66 c 58,5 243 a 11,1 ab 7,7¢c
86 7,08 8,19¢c 56,6 26,6 b 10,7 b 14,0d
ANOVA ns kK ns *k *k *kk

Pila C2: 39,5 % Lodo EDAR + 59,5 % TP

0 6,98 535a 68,6d 253 a 12,0 ab 0,0a
16 6,77 5,62 a 64,1¢ 23,3 a 13,2b 20,6 b
36 7,25 6,80 b 62,2 bc 26,1 ab 11,2 ab 26,5b
56 6,83 6,39 b 59,5 ab 29,0 b 10,2a 32,7¢
86 7,11 9,05¢ 56,7 a 29,0 b 99a 40,1d
ANOVA ns - rhx *x _— .
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Pila C3: 32,5 % Lodo EDAR + 66,5 % TP

0 6,90 6,12b 729c¢ 17,0a 20,2b 0,0a
16 6,84 6,30 b 68,0 b 173 a 18,3b 23,1b
36 7,30 5,53 a 63,1 a 251 Db 12,4 a 371¢c
56 7,29 7,67c 59,4 a 245b 12,5a 455d
86 7,08 9,86 a 58,8 a 242b 12,3a 46,8d
ANOVA * ok . . ok .

Pila C4: 20% Lodo EDAR + 80 % TP

0 6,86 6,55 a 75,6d 143 a 279b 0,0a
16 6,75 7,27b 70,8¢c 20,6 b 17,4 a 23,9b
36 7,20 8,04 c 67,6 bc 20,9 b 15,7 a 33,3¢
56 7,11 8,50 ¢ 65,8 ab 20,4 b 16,3 a 37,9 cd
86 7,06 9,19d 62,6 a 20,5b 16,2 a 46,0d
ANOVA ns . . . . ok

3.2. Fase 2: Modelizacion del proceso

Con el fin de obtener la mezcla 6ptima a nivel de exotermia, se desarrolla un modelo de
optimizacién basado en el comportamiento exotérmico de las Pilas de la Fase 1. En la figura 1B se
muestra el modelo en funcién del porcentaje de TP y el indice EXI, obteniéndose un maximo
absoluto para la mezcla 66,98% TP y 33,02% de LD (en base a peso seco). Para este punto, se
produce el valor de EXI mas alto y que por tanto el 6ptimo en la mezcla. Como se puede observar
en la gréfica, la proporcién de TP tiene gran influencia en la termodindmica de las mezclas.

3.3. Fase 3: Escalado de la Pila a tamafio Comercial

En la pila comercial optimizada con las proporciones establecidas en la Fase 2 se observ6 un
rapido-eficiente inicio del proceso exotérmico (figura 2), alcanzandose T2 termdfilas durante los
primeros dias, las cuales se mantuvieron al menos durante 60 dias. Ademas, el perfil del indice
EXI acumuiado da idea de una degradacion de la MO muy progresiva durante todo el proceso de
compostaje.

En cuanto a la evolucion de otros parametros fisico-quimicos, en la Pila optimizada comercial
se observo un pequefio descenso del pH al final del estudio, puede que el mayor tiempo de
compostaje se viera reflejado en un proceso de nitrificacién mas intenso durante la madurez, con
la consecuente disminucion del pH en la mezcla (Tabla 2). La evolucién de la CE durante el
proceso siguié un patrén similar al de las pilas de la Fase 1, mientras que la pérdida de MO fue
cuantitativamente mayor que las
composteras.
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Tabla 2. Valores Medios de las Pila B de tamafio comercial de la Fase 3.

Muestreo pH EC Mo NT COT/NT Pérdida MO
@sm’) (%) (g kg”) (%)
Start-up, Inicio (0 d) 7,03 5,57 60,7 15,0 21,1 0,2
Inicio F. termofila (46 d) 7,01 6,91 42,5 16,1 15,7 51,8
Final F. bioxidativa (127 d) 6,97 7,98 411 16,3 14,0 54,5
Madurez (168 d) 6,98 8,29 34,0 17,3 11,6 66,5

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten concluir que el co-compostaje constituye un método eficiente
de tratamiento y reciclado de estos residuos, permitiendo obtener un producto maduro, estable y
con buenas caracteristicas, excepto por su alta salinidad. El uso del Indice EXI para valorar la
exotermia de los procesos de co-compostaje junto a la modelizacién utilizada ha permitido escalar
el proceso, que para estos materiales se ha situado en un éptimo de 66,98% TP y 33,02% de LD
(que al conformar pilas comerciales puede tener un error en torno al +5%). En el futuro
consideramos que deberian aplicarse modelos mas complejos basados no solo en la exotermia
sino en la maximizacion de aspectos positivos (vg. contenido fertilizante NPK) y minimizacion de
aspectos limitantes (vg. CE, Na, polifenoles).
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El MATER es un proyecto que nace de la mano de la Direccién General de Desarrollo Rural y Politica
Agraria Comun de la Comunidad Valenciana en colaboracién con diversos municipios y colectivos, con la
intencién de desarrollar sistemas de agrocompostaje’ local de la fraccién organica de los RSU, basados en
la recogida selectiva y el uso directo, a pequefia escala y de km 0 del compost generado.

Uno de los objetivos del Horizonte 2020 es reducir la generacion de residuos en un 20% y aumentar hasta
un 50% los materiales recuperados mediante su reciclaje. Para alcanzar estos porcentajes es
imprescindible la introduccion de la recogida selectiva de los residuos organicos. Para ello, se estan
disefiando una serie de experiencias piloto en varios municipios de distintas dimensiones y caracteristicas,
con la intencién de plantear modelos alternativos para reducir la cantidad de residuos organicos que acaban
directamente en vertederos o incineradoras. Como opciones de sistemas de recogida se incluyen la
recogida selectiva mediante el sistema puerta a puerta por una empresa especializada o ad-hoc o por el
propio agricultor, la utilizacién de contenedores exclusivos para materia organica o la recogida comunitaria
en centros escolares y de restauracion. Como sistemas de tratamiento de los residuos se plantean tres
posibilidades: crear la figura del agricultor que se encargue de recoger y compostar la materia organica en
su finca (modelo austriaco), que sean las cooperativas agrarias las que realicen esta gestién, o que se lleve
a cabo en instalaciones municipales. La principal propuesta de este proyecto es aplicar el principio de
proximidad y de cierre de ciclos en el ambito de lo local, promoviendo el uso agrario de este compost de
mejor calidad en los municipios donde se ha generado. También se persigue dinamizar la economia social y
las iniciativas sociales integradoras, generando un menor impacto ambiental y econémico.

1. Introduccién

Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica (2012), la generacién de residuos municipales
por persona y afio en Espafa es de 464 kg, de los que el 43% corresponden a la fraccion
organica, mas de 10 puntos por encima de la media Europea. Esto significa que se producen
alrededor de 199 kg de materia organica por habitante anualmente.

Con estas cifras tan elevadas de generacion, la prevencién debe ocupar el primer lugar en la
escala de la gestion sostenible de los residuos, pero una vez producidos, estos se deben tratar de
la manera méas adecuada. Los sistemas actuales de recogida y tratamiento, en la mayoria de los
casos, no contemplan la recogida selectiva de la fraccién organica y son ineficientes econémica y
ecoldgicamente. A pesar de que la fraccion biodegradable puede ser extraida de los residuos
mixtos, la denominada fraccion resto, y tratada en las plantas de compostaje industrial, el proceso
es laborioso y da lugar a un material que generalmente dista mucho de tener la calidad deseada.
Es mads, segun la Ley 22/2011, de 28 de julio, de residuos y suelos contaminados, el material
producido en estas plantas no deberia tener la denominacién de compost, sino de material

' La denominacién agrocompostaje surge de la fraccion organica compostada directamente en
campo para uso del propio agricultor o aquel que lo composta.
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bioestabilizado, ya que en muchas ocasiones no redne las caracteristicas dptimas para que se le
considere un fertilizante organico de calidad.

Si nos atenemos a los objetivos del Plan Nacional Integrado de Residuos PNIR 2007-2015 en
Espafa, dentro de las medidas consideradas en el mismo, se reconoce que la recogida selectiva
es un elemento esencial para aumentar el reciclado. Durante el periodo de vigencia de este Plan,
uno de los compromisos fue incrementar la cantidad de fraccién organica recogida selectivamente
como minimo a dos millones de toneladas, para destinarla a compostaje o biometanizacion. No
obstante, una vez finalizado este periodo, y aunque no se tienen todavia datos precisos, parece
que se esta lejos de cumplir con estos objetivos. En nuestro pais hay muy pocas experiencias de
recogida selectiva de los residuos organicos; solo se pueden encontrar algunas de ellas en 9 de
las 17 comunidades auténomas.

Partiendo de esta circunstancia, en la Comunidad Valenciana se esta impulsando el MATER,
una iniciativa que nace de la mano de la Direccién General de Desarrollo Rural y Politica Agraria
Comun y que esta promovido por la Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climatico
y Desarrollo Rural. El objetivo principal de este proyecto es servir de referencia y liderar un cambio
de gestidn sostenible y local de la fraccién organica de los residuos por parte de los agricultores,
contribuyendo de esta manera a dar soluciones al problema evidente que presentan los RSU en
las sociedades actuales, mediante la recogida selectiva de los restos y el compostaje posterior en
una finca agraria.

2. Fines buscados por el proyecto MATER

En el MATER se plantea la puesta en marcha de distintos proyectos piloto para compostar la
fraccién organica de los RSU, con un modelo de gestién a pequena escala, implicando al sector
agrario y con un concepto de proximidad, es decir reduciendo la distancia de recorrido de los
residuos. El equipo de trabajo que conforma el proyecto son técnicos del Servicio de Produccién
Ecoldgica, Innovacion y Tecnologia y del Servicio de Transferencia de la Conselleria, asi como
técnicos de los distintos ayuntamientos, alcaldes y otros actores involucrados en la gestion de los
municipios.

La intencion del MATER es que se genere:

- Una disminucion de la fraccién desestimada de los RSU, que es de media unas 45t
/ 100 hogares, minimizando asi el impacto producido. Esta fraccién se destinara a
la produccion de materia organica compostada de calidad.

- Una reduccién del coste actual por la gestién, produccion y transporte de dichos
residuos, estimada en 300 €/t. A medio plazo, se pretende una rebaja de las tasas
abonadas por la ciudadania y/o una compensacién por el esfuerzo que realiza la
poblacion con este fin.

- La gestion local y directa de la materia organica, para lo que se cuenta con los
agricultores, cooperativas o empresas locales, generando rentas complementarias
a estos colectivos.

- Un uso directo del compost que se produzca por parte de agricultores ecolégicos,
huertos municipales u otras iniciativas de produccién agraria.

- El fomento de la economia social y circular. Creacion de puestos de trabajo y
estimulacion de empresas a nivel local, asi como una reduccion de los actuales
gastos de gestién de los RSU.

3. Planteamiento de trabajo

Para facilitar la toma de decisiones a los ayuntamientos implicados en esta iniciativa, se han
planteado de forma sistematica y clara las distintas modalidades de recogida y tratamiento de los
residuos organicos. El modelo por el que se opte dependera de las caracteristicas de cada
municipio.
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En primer lugar, se parte de la idea de que la separacion en origen de la fraccién organica de
los RSU es el paso obligatorio para su correcta gestion y para la obtencion de un compost de
calidad.

En segundo lugar, hay que escoger entre los distintos sistemas de recogida, en base a los
requerimientos socio-urbanisticos de cada poblacién. Dependiendo de la tipologia urbanistica, los
habitos de consumo de la poblacién y la cantidad y composicion de esta fraccién se optara por un
modelo u otro. Se han contemplado varias modalidades de recogida selectiva:

- Larecogida de la materia orgéanica la realizaria una empresa o consorcio que colabora con

el proyecto piloto.

- Larecogida la llevaria a cabo un agricultor del municipio o una cooperativa local agraria.

- El sistema de recogida lo efectuaria una empresa social y/o de insercion laboral.

En tercer lugar, es aconsejable que se planifiqgue, conjuntamente con el tipo de recogida, el
tratamiento de los residuos organicos a aplicar, ya que presentan un alto grado de dependencia.
Como sistemas de tratamiento se plantean tres posibilidades:

- El agrocompostaje, en colaboracion con los productores, gestionando un volumen en

general reducido.

- Que sean las cooperativas agrarias las que realicen esta gestion, obteniendo un volumen

mayor de compost.

- Que se lleve a cabo en las plantas de compostaje industrial de forma diferenciada.

De nuevo, dependiendo de las caracteristicas del lugar de implantaciéon se adoptara un modelo
u otro. Sin embargo, en el proyecto MATER se le da una especial prioridad al agrocompostaje, ya
que implica al sector y a los propios agricultores realizando el compostaje en sus fincas agrarias.
La propuesta esta basada en la profesionalizacion de un nuevo actor en el tratamiento de la
materia organica, que seria el propio agricultor. Con esta idea se pretende aplicar el principio de
proximidad y el cierre de ciclos en el ambito local, ya que el compost producido se utilizaria como
un insumo agrario en la misma explotacién agricola.

Por ultimo, dado que se ha de contar con la colaboraciéon de la poblacion implicada en la
recogida selectiva, y siendo uno de los objetivos producir un cambio en el modelo de gestion de
los RSU y una reduccién de las tasas y costes aparejados a ellos, y teniendo en cuenta el
componente social del proyecto, es importante tener un aliciente para los ciudadanos que
colaboren positivamente. Por ello, se da la posibilidad de implantar diversas modalidades de
incentivos a los que participen en la donacién o seleccion de sus residuos domésticos, bien a
través de un sistema de puntos canjeables por servicios y bienes municipales o de empresas
locales colaboradoras, bien a través de un sistema de moneda social local. Este incentivo puede
ser definitivo para conseguir la colaboracion ciudadana y una recogida selectiva de calidad, como
asi se ha demostrado en otras experiencias.

Asi, el agrocompostaje ya se esta planteando en diferentes estados de la UE con excelentes
resultados de reduccion de costes y como una buena alternativa para mitigar los efectos de los
GEI En algunos paises como Austria, el agrocompostaje supone el 60% del total de la gestién de
la materia organica. Ademas, el modelo austriaco cuenta con mas de 300 estaciones
agrocompostadoras dirigidas por los propios agricultores y ganaderos, con un coste medio de 50
€/t, muy inferior a los 150-300 €/t a los que ascienden los sistemas habituales de recogida y
posterior tratamiento de los RSU. El agrocompostaje se adapta muy bien sobre todo a zonas
rurales y zonas mas dispersas, donde las instalaciones de compostaje de elevada capacidad no
son viables. Una experiencia similar a la aqui se relata también se esta promoviendo en la
Comunidad de Madrid, bajo el epigrafe de Madrid Agrocomposta (Llobera, 2016), donde ya estan
desarrollando diferentes proyectos piloto que suponen un volumen interesante de recuperacion de
la materia organica junto a la puesta en marcha de una moneda social. En este proyecto ya se
han llevado a cabo la recogida de mas de 2.000 kg mensuales de residuos organicos de alta
calidad, con un bajo porcentaje de impropios descartados (un 0,16% sobre el total recuperado).
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4. Estado actual del proyecto MATER

Es importante un analisis profundo de la realidad de cada municipio para determinar qué
modalidad de gestién es la mas adecuada en cada caso. En la actualidad se esta pactando la
estrategia a seguir con los principales actores (ayuntamientos, mancomunidades de municipios,
consorcios) y se estan buscando posibles vias de financiacion para la ejecucion de las diferentes
propuestas. En el proximo afio se espera poner en marcha un minimo de tres proyectos pilotos
por provincia, con la previsién de consolidar los modelos de mayor éxito y poder extrapolarlos a
otros municipios de la Comunidad Valenciana.

5. Referencias
F. Llobera, 2016. Comunicacién personal.

http://madridagroecologico.org/tag/agrocomposta/
http://tedxtalks.ted.com/video/El-valor-de-la-basura-organica
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Resumen

Los procesos de compostaje y vermicompostaje son una de las alternativas mas eficiente y econémica para
el tratamiento de los residuos organicos. A fin de optimizar dichos procesos y valorar el grado de madurez y
estabilidad del producto final obtenido es importante conocer y comparar los cambios quimicos que se
producen durante el desarrollo de estos procesos. Por ello, el objetivo del trabajo es aplicar técnicas
espectroscopicas complementarias como Resonancia Magnética Nuclear en estado sélido (RMN 3c
CPMAS) y espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) para analizar las variaciones en la composicion y estructura
quimica de una mezcla de residuos orgénicos sometida a dos procesos de trasformacion diferentes
(compostaje y vermicompostaje). Los residuos organicos iniciales (CO) son estiércoles mezclados con restos
de poda procedentes del campo de précticas, naves ganaderas y jardines de la E.T.S..LA.A.B. Se pre-
compostaron durante 60 dias y posteriormente se sometieron al proceso de compostaje o vermicompostaje,
tomandose muestras a las 2, 4, 6, 8 y 10 semanas. Los espectros de FT-IR y RMN muestran que en ambos
procesos hay una disminucién en las sefiales de los materiales méas facilmente degradables como son las
cadenas alifaticas (0-45 ppm), (2929 y 2853 cm’'). Ademas se observa un incremento de las sefales de
compuestos aromaticos y fenoles (110-160 ppm) debido a los procesos de humificacién, siendo mayor en el
proceso de vermicompostaje. Aunque los productos finales presentan similitudes, el obtenido por
vermicompostaje presenta un incremento en el grado de aromaticidad que podria indicar una mayor
estabilidad y humificacién, y por tanto mejores cualidades agronémicas.

Palabras clave: Compost, vermicompost, RMN '*C CPMAS, FT-IR.

1. Introduccion

Los residuos organicos constituyen un grave problema medioambiental dado su enorme
produccion, principalmente en los paises desarrollados. Una de las alternativas para su
tratamiento es someterlos a procesos de estabilizacibn como son el compostaje y
vermicompostaje, para una éptima utilizacién en practicas agricolas o de restauracién ambiental
(suelos degradados, etc). Ambos procesos son aerobios y difieren fundamentalmente en el tipo de
organismos que intervienen. En el compostaje participan microorganismos quimioheterétrofos que
usan los residuos organicos como fuente de carbono y energia en fases mesofilas y terméfilas,
mientras que en el vermicompostaje se usa la accion combinada de lombrices de tierra (Eisenia
sps) y microorganismos en una fase mesofila (Nogales et al.,, 2008). El conocimiento de las
transformaciones quimicas que ocurren en cada uno de los procesos es crucial para evaluar el
grado de madurez quimica y estabilidad biolégica del producto final ya que tanto la evolucion de la
materia orgénica (MO) como las caracteristicas del producto final pueden ser diferentes (Lazcano
et al., 2008). Sin embargo, la heterogeneidad de las muestras representa un problema para su
andlisis por lo que en los Ultimos afos se han incorporado nuevas técnicas como la RMN en
estado solido (RMN *C CPMAS) (Albrecht R. et al, 2008) y espectroscopia de infrarrojo FT-IR
(Tandy et al, 2010).
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Por ello, el objetivo del trabajo es analizar mediante RMN '3C CPMAS y FT-IR la evolucién de los
procesos de compostaje y vermicompostaje partiendo de un mismo material inicial mezcla de
residuos organicos, y dilucidar las posibles diferencias entre los dos procedimientos, asi como en
los productos finales obtenidos.

2. Material y Métodos
2.1 Residuos organicos

Los residuos organicos iniciales (C0) se componen de una mezcla de estiércoles con restos de
poda procedentes del campo de préacticas, naves ganaderas y jardines de la E.T.S.|.A.A.B. Se pre-
compostaron 60 dias y posteriormente se sometieron por un lado al proceso de compostaje y por
otro lado a un proceso de vermicompostaje (Eisenia fetida, Savygni).Se tomaron muestras a las 2,
4, 6, 8 y 10 semanas. Corresponden a: C2, C4, C6, C8 y C10 (compostaje) y VC2, VC4, VC6, VC8
y VC10 (vermicompostaje).

2.2  Técnicas espectroscopicas

Los espectros de RMN '3C CPMAS se han llevado a cabo en un espectrémetro Bruker WB-400 a
300K con una frecuencia de 100.73 MHz y sonda DVT de 4 mm. Las muestras se molieron y
compactaron en rotores de 6xido de zirconio de 4 mm de diametro con tapas de Kel-F. Los
parametros de adquisicién fueron: anchura espectral, 40 kHz; tiempo de repeticion, 5s; tiempo de
adquisicién, 30 ms; tiempo de contacto, 2 ms; y velocidad de giro 12 kHz. Los desplazamientos
quimicos (d en ppm) estan referidos a la glicina calibrada a 176.1 ppm. Se corrigi6 la linea base
de todos los espectros, y se integraron las siguientes regiones segun los desplazamientos
quimicos: Carbonos alifaticos (0-45 ppm), N-alquilicos (45-60 ppm), O-alquilicos (60-95 ppm), Di-
O-alquilicos (95-110 ppm), Aromaticos (110-140 ppm), Fendlicos (140-160 ppm), Carboxilicos
(160-190 ppm) y Carbonilicos (190-210 ppm) (Albrecht R., 2008)

Los espectros infrarrojos con transformada de Fourier (IR-TF) se obtuvieron con un equipo FT-R
Bruker IFS66v. Las pastillas se prepararon con 2 mg muestra y 98 mg de KBr. Los espectros se
registraron entre 7000 y 550 cm™ con resolucién de 1 cm™.

3. Resultados y Discusion

3.1. RMN *C CPMAS

En la figura 1 se presentan los espectros del material inicial (CO) y la serie de muestras sometidas
a compostaje y vermicompostaje. En la tabla 1 se muestran los datos de distribucion porcentual de
los distintos grupos funcionales a partir de los valores de integracion de los espectros de RMN. El
espectro de CO presenta dos picos de gran intensidad en la region de los C O-alquilicos (60-95
ppm) en 72 y 74 ppm correspondientes a la celulosa y hemicelulosa, siendo esta regién la de
mayor representacion, un 35.8%. Los C alquilicos (0-45 ppm) suponen un 17.9%; un 12,3% los C
aromaticos (110-140 ppm), un 6.1% los fendlicos (140-160 ppm) y un 7.5% los grupos carboxilo
(160-190 ppm). Ambos procesos producen una disminucion de C alquilicos, hasta un 12% en
VC10 y un 11.9% en C10, destaca el pico situado en 29 ppm, atribuible a los C de los grupos
metileno de cadenas alifaticas, parte de la MO de facil degradacion; resultados similares fueron
obtenidos por Ferndndez Gémez et al. (2015). En general, los fenoles (140-160 ppm) se asocian a
la lignina y se considera que su aumento se debe a la degradacién de polisacaridos (60-95 ppm).
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Se observa un incremento de un 2.9% en VC10 y 3.1 % en C10 asi como de C aromaticos (110-
140 ppm) debido a la humificacion, siendo mayor en vermicompostaje con un 4,7% de incremento
en VC10 frente al 3.3% en C10 (Caricasole, 2011). Los grupos carboxilo aumentan y disminuyen a
lo largo del proceso de vermicompostaje manteniendo al final el porcentaje inicial (7.5%), mientras
que en el compostaje aumentan al final del proceso un 2.6% que podria ser producido por el
proceso de transformacion oxidativa durante la biodegradacién que introducen grupos carboxilo
(Kdgel-Knabner, 2002). La relacion C-alquilico/O-alquilico se utiliza como indicador de la
descomposicién de la MO y su incremento indica una pérdida preferencial de carbohidratos y
humificacién durante el proceso (Tang et al., 2006).

Figura 1. Espectros apilados de RMN'*C CPMAS de la serie de VC y C.
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Tabla 1. Distribucién de grupos funcionales en la serie del vermicompost (VC) y del compost (C).

DISTRIBUCION GRUPOS FUNCIONALES (%) SEGUN DESPLAZAMIENTO QUIMICO (ppm)

0-45ppm  |45-60 ppm |60-95 ppm |95-110 ppm |110-140 ppm | 140-160 ppm |160-190 ppm |Alquil/O-Alquil
ENMIENDA |Alquilo N-Alquilo [O-Alquilo |Di-O-Alquilo |Aromdtico |Fenoles Carboxilo
co 17.9 11.3 35.8 9.0 12.3 6.1 7.5 0.32}
vC2 13.0 8.7 37.0 8.7 14.3 8.7 9.6 0.24)
vca 15.0) 10.6 35.2 8.4 15.0 8.8 7.0 0.28}
VC6 13.9 8.8 36.6 7.9 13.9 9.7 9.2) 0.26}
vCcs 14.2) 9.8 35.3 8.8 15.2} 8.8 7.8 0.26}
VC 10 12.0 9.5 36.0 9.0 17.0 9.0 7.5 0.22}
c2 14.5) 9.8 38.5 9.8 12.8 6.8 7.7 0.25}
ca 14.4 8.7 36.5 8.7 12.5 8.2 11.0] 0.26}
c6 16.4 8.6 37.9 8.6 13.8 6.9 7.8 0.30)
cs 16.2) 10.5 35.2) 8.6 14.3 7.6 7.6 0.30)
c10 11.9 7.8 35.8 9.6 15.6 9.2 10.1] 0.22]
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3.2 FT-IR

El espectro de FT-IR correspondiente a las series de compost y vermicompost se muestra en la
figura 2.

Fig. 2 Espectros apilados FT-IR de la serie C y VC.
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Se observa que las bandas atribuidas a los estiramientos de los C-H de cadenas alifaticas en
2929 y 2853 cm' (picos 29 y 22 ppm de RMN), sufren una disminucion de intensidad a lo largo de
ambos procesos de desde la semana 2 y se estabilizan en la semana 6 como consecuencia de la
progresiva maduraciéon del material. Diversas investigaciones han obtenido resultados similares
(Grube 2006, Smidt, 2007). La sefal de los carbohidratos pierde intensidad (1039 cm™) desde la
semana 2, dado que son compuestos de facil degradacién junto a las cadenas alifaticas, lo que
también se observaba en RMN. Las bandas entre 1586 y 1650 cm™ sufren una fuerte disminucién
de intensidad a partir de la semana 2 en ambos procesos aunque es mas notoria en el proceso de
compostaje. Esta region muestra los procesos de degradacién y sintesis. Si la degradacién supera
la sintesis se ve una clara disminucién de sefal (Smidt 2002). La formacién de carboxilatos
contribuye al aumento de la sefal lo que se corrobora con el aumento de la sefial de los C-
Carboxilicos en el espectro de RMN a lo largo del proceso, donde es posible apreciar variaciones
en la intensidad de las sefales hasta llegar a estabilizarse al final del proceso.

4. Conclusiones.

Los procesos de compostaje y vermicompostaje dan lugar a materiales estabilizados bastante
similares en su composicién quimica cuando se parte de los mismos residuos iniciales, pero
difieren en la proporcién de los grupos funcionales. El vermicompostaje genera un mayor
incremento en los compuestos aromaticos que el compostaje, mientras que este Ultimo contiene
mayor proporcién de grupos carboxilo. Ambos procesos siguen patrones similares en cuanto a la
degradacion de los componentes faciimente degradables como los hidratos de carbono o las
cadenas alquilicas.
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Resumen: Tradicionalmente se ha descrito el fenédmeno de la sucesién de comunidades microbianas a lo
largo de las diferentes fases del proceso de compostaje, de modo que comunidades mesdfilas son
reemplazadas por comunidades terméfilas y viceversa, dependiendo de las condiciones de la pila. Este
trabajo se ha centrado en el conocimiento de la capacidad de crecimiento de las poblaciones microbianas
en un amplio rango de temperaturas, con objeto de conocer la verdadera influencia que ejerce este
parametro fisico sobre la microbiota asociada al proceso.

Para ello, sobre una coleccién de 1457 cepas microbianas aisladas en un proceso de compostaje de
residuos lignocelulésicos, se han estudiado los perfiles de termotolerancia de las mismas, comprobando si
son capaces de crecer a 20, 30, 40, 50 y 60 °C en medios adecuados a su desarrollo (Agar Nutritivo para
procariotas y Agar Patata Glucosa para eucariotas).

Segun nuestros resultados, un 90% de los aislados obtenidos de todo el proceso de compostaje mostraron
ser capaces de crecer a un amplio rango de temperaturas, es decir, se trataba efectivamente de
microorganismos termotolerantes. Solo un 9% de las cepas estudiadas mostraron un perfil meséfilo,
incapaces de crecer a temperaturas superiores de 40 °C y solo un 1% fueron capaces de desarrollarse
exclusivamente a elevadas temperaturas (terméfilos). En este sentido, la tradicional consideracién de que
mesofilos y termdfilos van alternando al tiempo que gobiernan cada etapa del proceso, podria verse
profundamente modificada, ya que la inmensa mayoria de los microorganismos asociados al proceso de
compostaje son termotolerantes.

Palabras clave: Termotolerancia, Microbiota Residente, Microbiota Transeulnte.
1. Introduccion.

Durante el compostaje intervienen una amplia gama de microorganismos, incluyendo bacterias,
actinobacterias y hongos, ligados en una sucesién de ambientes. La diversidad de materiales
susceptibles de ser compostados marca la existencia de importantes diferencias en cuanto a la
microbiota asociada al proceso especifico, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo. Las
caracteristicas nutricionales y la composicion del residuo organico deciden, en funciéon de la
capacidad para modificar tales compuestos, el tipo de microbiota predominante en el proceso, y su
distribucion a lo largo de las diferentes etapas que lo constituyen. Asi, algunos estudios presentan
la fase terméfila como aquella en la que la carga microbiana alcanza los valores méaximos (Chroni
y col., 2009), mientras que en otros casos, tal papel queda adjudicado a las etapas de
enfriamiento y maduracién (Albrecht y col., 2010) e incluso a la fase inicial del proceso (Rebollido
y col., 2010). La dinamica poblacional microbiana durante el compostaje también se encuentra
influida por el tipo de sistema mediante el que se gestione el proceso. La aplicacién de aireacion
forzada o la utilizacion de sistemas estaticos, el compostaje al aire libre 0 en compostadores
cerrados u otros aspectos de caracter metodologico influyen de tal manera en las condiciones que
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se dan durante el proceso que determinan, en Ultima instancia, la viabilidad final de éste (Gea y
col., 2005). Lo que si es evidente es que la temperatura, ademas de caracterizar al proceso de
compostaje, es consecuencia de la actividad microbiana y a su vez, incide sobre la propia
actividad biolégica de los microorganismos.

Tradicionalmente se ha considerado que existe una sucesion de poblaciones microbianas
gobernada por el perfil térmico del proceso de compostaje, de manera que al principio,
predominan los microorganismos mesodfilos, y posteriormente, cuando la temperatura se eleva,
predominan los microorganismos termdéfilos. Cuando finaliza la fase activa (bio-oxidativa) del
proceso, vuelve a instaurarse una microbiota meséfila que ya queda establecida hasta el final del
proceso (Moreno y col., 2013). Este trabajo se ha centrado en el conocimiento de la capacidad de
crecimiento de las poblaciones microbianas en un amplio rango de temperaturas, con objeto de
conocer la verdadera influencia que ejerce este parametro fisico sobre la microbiota asociada al
proceso.

2. Material y Métodos.

En primer lugar, se detalla el desarrollo del proceso de compostaje a partir del cual se llevé a
cabo el aislamiento y caracterizacién de los microorganismos procedentes de las distintas fases
del proceso. En segundo lugar, se describe la metodologia empleada para la obtencién de la
coleccion de cepas tipo. Finalmente, se expone la mecanica del ensayo de comprobacion de la
termotolerancia a un amplio rango de temperaturas

2.1 Ensayo de Compostaje.

Se constituyeron 3 pilas de compostaje idénticas elaboradas con residuo horticola procedente
de plantas de tomate y astillas de pino, previamente secadas al sol. Las astillas de pino se
utilizaron como agente estructurante y material acondicionador para obtener una relacion C/N de
25. Cada una de las tres pilas de forma trapezoidal pesé alrededor de 500 kg (1,5 m de ancho x 3
m de largo x 1 m de alto). Para asegurar la correcta aireacion de las pilas, éstas fueron tratadas
con ventilacién forzada (0.6 m*s™ durante 5 minutos cada 4 horas) y volteadas cuando la
temperatura descendia. El contenido en humedad inicial se impuso 50% o mds, y se mantuvo
constante mediante riego a lo largo de toda la fase bio-oxidativa.

2.2 Aislamiento y Caracterizacion de la Microbiota.

Durante el proceso de compostaje se llevaron a cabo 19 muestreos representativos del mismo,
a partir de las cuales se obtuvo una coleccién de 1457 cepas microbianas mediante el aislamiento
y caracterizacién microbiana por el método clasico de diluciones seriadas. Posteriormente se llevo
a cabo una identificaciéon de todas las cepas mediante analisis genético basado en la
secuenciacion del gen 16S ARNr (para bacterias) y la region 5.8S-ITS (para hongos). Como
resultado, se obtuvo un total de 187 especies de bacterias y 69 especies de hongos. En términos
generales del proceso, se aislaron 68 especies de Actinobacteria, 59 Firmicutes, 59
Proteobacteria y 1 Bacteroidete (bacterias). Por otro lado (hongos), se aislaron 59 especies de
Ascomycotay 10 de Basidiomycota.
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2.3 Comprobacion de la Termofilia.

Para la realizacion del ensayo se establecié un rango de temperaturas donde podian crecer o
no los microorganismos comprobando asi su termotolerancia. Para ello se realizaron siembras en
placa desde cada uno de los cultivos puros frescos pertenecientes a la coleccion de Cepas-Tipo
en diferentes medios de cultivo: Agar Nutritivo para bacterias y actinobacterias y Agar Patata
Glucosa para hongos. El proceso se repitié para la incubacion a distintas temperaturas (20, 30, 40,
50 y 60 °C) durante 48 horas para bacterias, 120 horas para hongos y hasta 168 horas para
actinobacterias. Tras el tiempo de incubacién estipulado, se procedié a la lectura de las placas,
dandose como positivas aquellas en las que existia crecimiento microbiano (en mayor o menor
medida) y negativas en las que tras pasar ese periodo de incubaciéon no se apreciaba crecimiento
alguno.

3. Resultados y Discusion.

Se plantedé la siguiente clasificacion microbiana en funcion del rango de resistencia de
temperaturas, determinandose 3 grupos, dependiendo de si existia 0 no crecimiento microbiano:
Mesofilos, Termotolerantes y Terméfilos. En la siguiente tabla (Tabla 1) se observa la clasificacion
por temperaturas.

Tabla 1. Clasificacién microbiana en funcion del rango de resistencia de temperaturas.
20°C 30°C 40°C 50°C 60°C

Mesdfilos No Si No No No
Mesdéfilos No Si Si No No
Meséfilos Si Si No No No
Mesofilos Si Si Si No No
Termotolerantes No Si Si Si No
Termotolerantes No Si Si Si Si
Termotolerantes Si Si Si Si No
Termotolerantes Si Si Si Si Si
Termdfilos No No No Si Si
Termoéfilos No No Si Si No
Termofilos No No Si Si Si

De acuerdo a los resultados obtenidos, el grupo ampliamente mayoritario fue el de
termotolerantes, que registré un 90% del total de las cepas ensayadas. Sin embargo, los grupos
de mesdfilos y terméfilos mostraron valores inferiores, del 9 y 1% respectivamente.

Durante el proceso de compostaje existen fluctuaciones en el crecimiento microbiano. Ciertas
etapas del proceso favorecen la proliferacion de ciertos grupos microbianos, mientras que otras
etapas conducen a su disminucion. Esto es debido a factores ambientales (temperatura,
humedad, etc.) y nutricionales. La Figura 1 muestra la evolucién de los 3 grupos, anteriormente
descritos, atendiendo a los 6 estados generales que experimenta el proceso (materias primas,
fase mesdfila, fase termdfila, enfriamiento, maduracion y producto final).
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Figura 1. Porcentaje de grupos microbianos registrados durante los diferentes estados del proceso de
compostaje en funcién de su perfil térmico (MPR: materias primas; MES: fase mesdfila; TER: fase termdfila;

ENF: enfriamiento; MAD: maduracién; PRF: Producto final).

Los datos reflejan que la evolucién de los grupos de mesdfilos y termotolerantes es claramente
opuesta, de manera que el maximo en uno de los grupos se corresponde con un minimo en el
otro. Ademas, se puede observar como la mayor proporcién de mesdfilos se alcanza en la etapa
mesofila, coincidiendo con la menor proporcién de termotolerantes. A medida que el proceso
avanza, el grupo de mesofilos va disminuyendo, mientras que los microorganismos
termotolerantes incrementan su proporcion. Con respecto al grupo de termdfilos estrictos, resulta
curioso que los valores mas pequefios coincidan precisamente con la etapa termofila, sin
embargo, la proporcién en que se encuentra este grupo microbiano es tan insignificante, en
relaciéon con los otros dos grupos, que dificiimente se podrian considerar estos resultados como
concluyentes.

Analizando los datos obtenidos por especies, para determinar la importancia de éstas durante
el proceso completo, la Tabla 2 muestra las especies que presentaron los mayores recuentos en
los tres grupos térmicos evaluados.

Tabla 2. Principales especies microbianas halladas durante el proceso

Grupo Especie procariota Recuento Especie eucariota Recuento
microbiano (UFC/g) (UFC/g)
Meséfilos Pseudomonas xanthomarina ~ 1,27x10°  Scopulariopsis hibernica 1,64x10°
Pseudomonas bauzanensis ~ 6,10x10®  Graphium putredinis 4,0x10°
Bacillus licheniformis 3,73x10°  Scopulariopsis brevicaulis ~ 1,16x10°
Termotolerantes Psychrobacter faecalis 3,49x10° Nakazawaea holstii 4,30x10°
Chelatococcus daeguensis 9,0x10" Aspergillus fumigatus 2,0x10°

Termdfilos Bacillus thermoamylovorans ~ 3,07x10" - -

En procariotas, esta ampliamente descrita la importancia en compostaje de especies Gram
positivas, destacando las pertenecientes al género Bacillus (Karadag y col., 2013). Nuestros
resultados se muestran acordes a este hecho, destacando la especie Bacillus licheniformis como
predominante del proceso. Los resultados obtenidos en eucariotas son mas resenables aun si
cabe que los de procariotas, ya que esta asociada a los hongos una mayor sensibilidad térmica en
procesos de compostaje (Hassen y col., 2001). En este trabajo se pone de manifiesto que aunque
existe una amplia y compleja diversidad dentro del proceso de compostaje, son fundamentalmente
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los mismos grupos de microorganismos los que a lo largo de todas las fases van produciendo los
cambios existentes en las pilas. Este grupo de microorganismos formaria la denominada
microbiota residente del proceso de compostaje, que ademds supone la mayor parte de las
poblaciones microbianas presentes en la pila.

4. Conclusiones.

- La inmensa mayoria (>90%) de los microorganismos que participan en el proceso de
compostaje son termotolerantes, lo que asegura su presencia en las diferentes etapas del proceso
y les confiere una ventaja competitiva evidente. Los microorganismos estrictamente mesofilos o
termdfilos se encuentran en una proporcion insignificante, aunque su papel biolégico en el
proceso no debe ser despreciado.

- Por ultimo, los resultados obtenidos en este estudio reafirman que no existe una separacion
de grupos microbianos delimitada por las etapas del compostaje. En realidad, existe una
participacién solidaria de grupos microbianos de distinta naturaleza que provocan variaciones en
la temperatura del interior de las pilas, pero estan perfectamente adaptados a estas variaciones,
por lo que pueden sobrevivir y multiplicarse sin las limitaciones impuestas por una temperatura
que resulta hostil para la mayoria de los seres vivos.
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La combinacion de una fase de precompostaje en la que se alcanzan temperaturas que aseguren la
reduccién de patdégenos de los residuos y la continuacién con una segunda fase de vermicompostaje
permite optimizar el tratamiento de biosoélidos. La maduraciéon de los residuos a través de un proceso de
vermicompostaje permite reducir el tiempo del proceso y obtener un producto de mayor calidad. Se llevé a
cabo un ensayo en el que se compar6 el compostaje y vermicompostaje de un mismo material (restos de
poda y estiércoles) ya precompostado durante 60 dias. Parte del material se us6 para la construccion de
una cama de vermicompostaje en la que se introdujeron lombrices (Eisenia fetida). El resto del material
continudé en su misma pila el proceso de compostaje. Se tomaron muestras de ambos procesos a las 2, 4, 6,
8 y 10 semanas del inicio para estudiar su evolucién. La respiracién resultd superior en el vermicompostaje
aunque alcanzé su minimo a las 6 semanas, mientras que la actividad de la deshidrogenasa resultd superior
en el compostaje. La nitrificacion en el vermicompostaje ocurrid principalmente en las dos primeras
semanas, lo que provoco la pérdida de NO;". Los contenidos en materia organica, carbono y nitrdgeno total
se mantuvieron estables en el proceso de vermicompostaje, mientras que en el compostaje dichos valores
disminuyeron hasta el final del proceso. Por tanto, la maduracion mediante vermicompostaje acelera el
proceso pero reduce la descomposicion de la materia organica, lo cual afecta a las propiedades finales del
producto.

Palabras clave: respiracion, deshidrogenasa, nitratos, maduracion, nitrogeno

1. Introduccion.

El uso del compostaje y el vermicompostaje como técnicas para el manejo de residuos
organicos esta ampliamente extendido y permite gestionar estos residuos de manera que puedan
convertirse en fertilizantes con valor agronémicos libres de fitotoxicidad y riesgos ambientales.
Ambos procesos difieren en el mecanismo utilizado para la descomposicion de la materia organica
(MO). En el caso del compostaje, esta degradacion es llevada a cabo por microorganismos e
incluye una primera fase termdfila en la cual se alcanzan altas temperaturas que aseguran la
higienizacion del producto obtenido. Por su parte, en el proceso de vermicompostaje esta
degradacién de la MO es llevada a cabo tanto por microorganismos como por lombrices
introducidas en residuo, lo cual, acorta los plazos del proceso, reduce los costes y mejora las
propiedades finales del producto final. Sin embargo, el uso del vermicompostaje presenta el
problema de la higienizacion del residuo, puesto que en este método no se pueden alcanzar
temperaturas superiores a los 35°C que provocarian la muerte de las lombrices (Ndegwa y
Thomson 2001). Una posible solucion es la integracion de ambos procesos de manera que se
puedan obtener las ventajas de ambos. Esto pasaria por una primera fase de compostaje que
incluyese la fase termdfila en la que el residuo se higienizase, y una segunda de vermicompostaje
que permitiese obtener un producto de mejor calidad. Varios estudios han comparado la
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integracion de ambos procesos y su resultado sobre la calidad del producto final (Ndegwa y
Thomson 2001), asi como la evolucién de diferentes parametros a lo largo de ambos procesos
(Tognetti et al., 2007). Sin embargo, poca atencién se ha prestado a la evolucion de parametros
microbioldgicos a lo largo del proceso. Lazcano et al., (2008) analizaron la actividad de varias
enzimas y la respiracion de los diferentes productos finales obtenidos de compostaje,
vermicompostaje y la integracién de ambos, aunque no se realizd un estudio detallado de estos
parametros a lo largo del tiempo. Para arrojar luz sobre este asunto, hemos planteado una
comparativa entre diferentes parametros quimicos y microbiolégicos a lo largo del proceso de
compostaje y vermicompostaje de un mismo producto ya precompostado. Nuestra hipétesis de
partida plantea que el vermicompostaje acelerara el proceso de estabilizacién y maduracion de los
residuos organicos, reduciendo asi los plazos frente al compostaje.

2. Materiales y Métodos.

Los procesos y de compostaje y vermicompostaje se llevaron a cabo en los campos
experimentales de la ETSI Agrénomos, UPM, en Madrid, Espafia, a partir de abril de 2014. Una
mezcla de purines procedentes de las naves de experimentacion animales, restos de poda de
jardin y restos de rastrojo de cereales fue preparada para la instalacion de una pila donde tendria
lugar un proceso de precompostaje de 60 dias, en el que se asegurase la correcta eliminacion de
patégenos. Tras este periodo, una parte de la pila fue separada para la construccion de una cama
de vermicompostaje en la que se introdujeron lombrices (Eisinia fetida, Savygni). De este modo,
quedaron construidas, a partir del mismo material pre-compostado, una pila de compostaje
trapezoidal de 1 de altura por 10 de largo (tratamiento C+C) y una cama de vermicompostaje de 5
metros de largo por 0.5 m de ancho (tratamiento C+V). La pila de compostaje fue volteada de
forma mecanizada cada dos semanas y se afadia de forma manual agua para mantener el
contenido de humedad entre un 45 y 65%. Por su parte, la cama de vermicompostaje gozaba de
un sistema de microaspersion que mediante tres riegos al dia humedecia la cama para asegurar
el correcto nivel de humedad para la pervivencia de las lombrices.

Tras la separacion de ambos procesos, se llevd a cabo un muestreo a las 2, 4, 6, 8y 10
semanas del inicio. En cada muestro, se tomé una muestra compuesta de cinco submuestras
tomadas aleatoriamente de la pila de C+C y otra muestra compuesta de la cama de C+V. Tras ser
tamizadas a 8 mm para eliminar elementos gruesos, se analizé carbono total (%C) y nitrégeno
total (%N) mediante un analizador LECO TruSpec CN, mientras que el contenido en materia
organica (%MO) fue obtenido por el método de combustiéon seco a 540°C. El extracto de N-NH,*
fue realizado 1:5 (w/v) con KCI 2M, mientras que el extracto de NOj’ se realiz6 en H,O destilada
en relacién 1:5 (w/v). Ambos fueron analizados con un analizador FIAS 400, Flow Injection System
de Perkin Elmer. La respiracion fue medida como el CO, atrapado en una trampa de NaOH al
incubar 25g de suelo a 25°C durante 72 horas en un recipiente cerrado. La actividad de la enzima
deshidrogenasa fue medida de acuerdo con Garcia et al. (1993).Todos los analisis se realizaron
por triplicado en laboratorio a partir de la misma muestra compuesta.

El andlisis estadistico de las diferencias producidas a lo largo del tiempo en cada uno de
los factores de cada proceso se analiz6 a través del analisis de la varianza de un factor (ANOVA)
utilizando el test de Tukey para determinar las diferencias significativas (p<0.05). El programa
estadistico utilizado fue el SPSS 19.0 para Windows.
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3. Resultados y discusion

La evolucion en el %MO en el proceso C+C demostré un continuo descenso significativo
(p<0.05) desde los valores maximos iniciales hasta los valores minimos obtenidos a las 10
semanas, mientras que en el proceso C+V no se observa ninguna tendencia significativa a lo largo
de todo el proceso, siendo iguales los valores iniciales y finales (Fig. 1). Esta misma evolucién
puede observarse en la evolucion del %C en C+C y C+V. Esta diferencia entre un proceso y otro
es similar a la encontrada por Tognetti et al. (2007) y puede ser debida al hecho de que al separar
parte del material para iniciar la cama de vermicompostaje, las temperaturas del residuo bajan
reduciéndose la degradacion de la MO, mientras que en el proceso C+C, la fase termofilica se

m
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o

alarga durante mas tiempo y continua la degradacién MO.
Figura 1: Evolucion del contenido en materia organica (%) y el contenido en carbono (%). Diferentes letras
dentro de cada proceso indican diferencias significativas (p<0.05) entre cada una de las fechas.

El %N en el proceso de C+V se 24
mantuvo constante desde el inicio hasta el fin 20
del proceso (Fig. 2), mientras que en el e TT—  ,  ———
proceso C+C sufri6 un descenso continuado 12 e !
(p<0.05) hasta alcanzar su valor minimo a las
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largo del proceso de C+C puede ser debido a
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las habituales pérdidas de N en forma de  Figura 2: Evolucion del contenido en nitrogeno (%)
volatilizacién que ocurren durante los procesos

de compostaje, las cuales son debidas a la mayor velocidad de descomposicion de los
compuestos de N frente a los compuestos ricos en C que no permiten la inmovilizacién de todo el
N mineralizado (Nakhshiniev et al., 2014). Ademés, las altas temperaturas que ocurren durante el
proceso de compostaje favorecen estas pérdidas por volatilizacion (Pagans et al., 2006), por lo

que el descenso de temperatura del material que supone la preparacién de camas de
vermicompostaje pudo hacer que en el proceso C+V no se registrase ninguna disminucién en el
%N a lo largo de las diez semanas.
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Al comparar la evolucion del contenido en N-NH,"y N-NO3;™ en ambos procesos, podemos
observar una mayor velocidad en la nitrificaciéon de los amonios en el proceso de C+V (Fig 3),
puesto que el valor minimo de N-NH,* se alcanz6 a la segunda semana y maximo de N-NOj" a las
cuatro semanas, mientras que en C+C no se alcanzaron estos valores minimos y maximos hasta
la octava semana. El mas rapido descenso en el contenido de N-NH,* puede deberse a la menor
mineralizacién de la MO y del N organico frente al proceso C+C, lo cual puede provocar el rapido
agotamiento del nitrdgeno en forma de amonio. Por su parte, el descenso observado en el
contenido de N-NO;™ en el proceso de C+V a partir del maximo de la cuarta semana puede
deberse a pérdidas por lixiviacion de los nitratos a causa de los abundantes riegos dados a la
cama de vermicompostaje y a la no reposicion de los mismos por la nitrificacion de amonios, pues
como se menciond anteriormente, desde la segunda semana estos presentaron valores bajos.
Figura 3: Evolucion del contenido en N-NH,* (mg kg™) y el contenido en N-NO5 (mg kg™

El estudio de la respiracion en forma de CO, y de la actividad de la deshidrogenasa han
sido encontrados como dos parametros de interés y utilidad a la hora de evaluar los procesos de
compostaje y vermicompostaje (Benito et al., 2003; Lazcano et al., 2008; Alidadi et al., 2016), por
lo que aquel tratamiento que presente valores menores de forma mas rapida puede considerarse
como mas rapido en la maduracion del residuo. La evolucion de la respiracién en ambos procesos
siguié una tendencia similar de descenso, siendo el mayor descenso el ocurrido en las dos
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primeras semanas (Fig 4). Sin embargo, ambos procesos difieren en la fecha a la cual alcanzaron

su valor minimo de respiracién (p<0.05), siendo la sexta semana en el caso de C+V y la décima
en C+C. Por su parte, la actividad de la enzima deshidrogenasa sigue también una evolucién
similar en ambos procesos, decayendo desde el punto inicial hasta alcanzar el valor minimo a la
octava semana de ambos procesos (p<0.05). Sin embargo, se puede observar que el descenso
en las primeras semanas ocurre de una forma mucho més marcada en el proceso C+V. A la vista
de estos resultados, podria considerarse que la maduracion del producto se alcanza de forma mas
temprana en el proceso de C+V. Este resultado encajaria con las conclusiones obtenidas por
Lazcano et al. (2008) y Gomez-Brandon et al. (2011), y se justificaria, por un lado, por el
agotamiento mas temprano de la materia organica facilmente mineralizable gracias a la accién de
las lombrices, lo cual reduciria la actividad de los microorganismos presentes. Por otro lado, esta
demostrado que el paso de los residuos organicos a través del tracto intestinal de las lombrices
reduce el contenido de microorganismos (Gémez-Brandon et al., 2011) lo que puede explicar el
mas rapido descenso de la respiracion en C+V. De ser asi, el uso integrado de compostaje y
vermicompostaje podria considerarse como mas rapido en la maduracion de los residuos que el
solo compostaje del material.

Figura 4: Evolucion de la respiracion basal (C-CO, mg kg~ suelo dia™) y la actividad de la enzima
deshidrogenasa (umoles INTF g™ h™)
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4. Conclusiones.

El uso integrado del compostaje y el vermicompostaje supone interesante alternativa a la
utilizacion por separada de cada uno de los procesos. A la vista de los resultados obtenidos, la
degradacién de la MO es menor a lo largo del proceso C+V, lo que lleva a reducir la pérdidas de
N. Ademas, el proceso de nitrificacion de los amonios ocurrid6 mas rapidamente en el tratamiento
C+V, lo que provocé una temprana acumulacion de nitratos que posteriormente disminuyeron con
el paso de las semanas. El estudio de la respiracion y de la actividad de la deshidrogenasa
demostraron que aunque la maduracién del residuo sigui®é una tendencia similar en ambos
procesos, este fue mas temprano en C+V, aunque estudios mas concretos y exhaustivos serian
precisos para confirmar esta hipotesis.
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Resumen: El compostaje doméstico puede ser considerado como una estrategia de prevencion y reduccion
de residuos municipales. En los Ultimos afos, este tipo de practicas han cobrado un peso especifico
considerable y existen multitud de experiencias en distintos entornos (rurales y urbanos). Disponer de
estrategias adecuadas de implantacion y de seguimiento son factores fundamentales para el éxito del
sistema, y entre ellas destacan, dentro de las campafnas de sensibilizacién, los manuales de compostaje
doméstico. El presente trabajo revisa y analiza una colecciéon de manuales de compostaje doméstico
utilizados para la formacién de los ciudadanos que realizan esta practica, con objeto de analizar sus
caracteristicas. En la mayoria de las campanas de promocién del compostaje los manuales son entregados
a los usuarios como complemento de los talleres de formacion. Se ha realizado una busqueda bibliografica
por internet, ya que es el medio principal de difusién de las diferentes entidades que publican estos
manuales. En total se han encontrado y contrastado cerca de 50 publicaciones, 35 de las cuales han sido
seleccionadas para ser analizadas en base a distintos criterios. La selecciéon se ha realizado siguiendo
criterios de representacion territorial, alcance de las campafas y calidad de los contenidos. Se incluyen
también manuales de origen latino y norte americanos, asi como del norte de Europa para contrastar los
contenidos formativos. El analisis se estructura en aspectos relacionados con los contenidos generales, que
resultan considerablemente dispares; como la puesta en marcha del sistema y control del proceso; los
materiales recomendados para incorporar, donde se aprecian notables diferencias entre manuales; y por
Ultimo se discuten los contenidos desde un punto de vista cientifico y no sélo divulgativo. Como reflexién
final, se observa que seria conveniente establecer una metodologia donde concurran los objetivos
agronémico, ambiental y funcionalidad del sistema de manera que quede integrado en la rutina del usuario.

Palabras clave: autocompostaje, tratados de compostaje, camparnas municipales, sensibilizacion

1. Introduccion

El compostaje doméstico puede ser considerado como una corriente emergente, en el ambito estatal y
europeo, entre las estrategias de prevencion y reduccion de residuos. Esta practica tan utilizada en el pasado,
vuelve a ser valorada hoy como una estrategia mas para hacer frente al complejo problema de la gestion de los
biorresiduos urbanos (Barrena y col., 2014; Lle6 y col., 2013; Martinez y col., 2010; Rudé y Torres, 2008; Storino
y col., 2014).

La fraccién organica contenida en los residuos municipales en Espafia es del 43 % (MAGRAMA, 2012)
siendo la fraccion que se genera en mayor cantidad, la mas costosa de gestionar, la mas inestable y la que mas
inconvenientes genera para la opinién publica, por lo que cabe considerar al compostaje doméstico y
comunitario como el complemento clave de la gestién de los biorresiduos domésticos (Colén y col., 2010,
Martinez y col., 2010, Rodriguez y col., 2013). En so6lo 9 de las 17 comunidades auténomas espariolas
(Rodriguez y col., 2013) se produce la recogida selectiva de la fraccion organica y sélo Catalufia, Euskadi,
Gallicia, Madrid y Navarra presentan experiencias de promocién de compostaje remarcables. El Programa
Estatal de Prevencion de Residuos 2014-2020 considera los programas de compostaje doméstico y
comunitarios de forma positiva a escala local.

La correcta implantacién del compostaje doméstico y comunitario presenta muchas ventajas (Amigos de la
Tierra, 2015; Barrena y col., 2014; Lled y col., 2013; Martinez y col., 2010; Storino y col., 2014, Torras, 2013),
tales como: 1) la prevencion y disminucion en la generacion de residuos, 2) la disminucion de restos organicos a
recoger, transportar y tratar en plantas industriales, 3) la disminucién de la contaminacién ambiental y gasto
energético asociado a la gestion de los residuos: reduccion de la flota de camiones, frecuencia de paso,
dimensionamiento de plantas, consumo de energia en todo el proceso, etc., 4) la disminucioén del consumo de
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fertilizantes quimicos en el hogar, 5) la disminucién de “impropios” en la fraccidn organica, 6) la disminucion del
coste municipal de gestion, al reducir la fraccion méas problematica y pesada y poder recuperar materiales
reciclables, 7) la disminucion de la materia organica que es destinada a vertederos o incineracion, y 8) una
mayor sensibilizacion y educacién ambiental a la poblacién.

Por lo tanto, los objetivos de este trabajo fueron describir y analizar los conceptos y metodologia utilizados en
los manuales para la formacion de los participantes de las campafias municipales de compostaje doméstico a
través de: 1) la clasificacion de la informacion de los manuales en bloques de contenidos, 2) la descripcion y
comparacion de las caracteristicas editoriales de los manuales de compostaje, 3) la descripcion y la
comparacion de los contenidos, y 4) el contraste de los contenidos de los manuales con publicaciones
cientificas referentes. De esta forma, los resultados de este trabajo pretenden aportar nueva informacion a la
radiografia de la situacion del compostaje doméstico y comunitario en el estado espariol.

2. Material y métodos

Para la seleccidn de los manuales se realizd una primera busqueda por internet a través de palabras clave
en castellano, catalan, euskera, gallego e inglés, asi como se siguieron diferentes experiencias de compostaje
doméstico documentadas por Torras (2013). Y por Ultimo, se consultaron buscadores especificos como Web of
Knowledge. Iniciaimente se seleccionaron 50 manuales como mas representativos, y finalmente el conjunto se
redujo a 35 manuales, 29 de los cuales fueron editados en Espana.

La informacion presentada en los manuales se agrup6 segun: 1) Informacién descriptiva basica de los
manuales; 2) Instalacion y puesta en marcha del compostador; 3) Funcionamiento, mantenimiento y control del
compostador, 4) Materiales a incluir en el compostador y 5) Problemas frecuentes y su solucién.

3. Resultados y discusion
3.1 Informacion descriptiva de los manuales

De los manuales finalmente analizados, en su mayor parte pertenecen al Estado Espariol (80 %), y el resto
se dividen entre paises europeos y americanos. Principalmente presentan una orientacion didactica (77 %) y
estan editados mayormente por administraciones publicas (74 %).

3.2 Instalacion y puesta en marcha

El 60% de los manuales sugiere mas de una forma de realizar compostaje y describe diversas opciones en
diversos tipos de recipientes, algunos de los cuales pueden ser montones o recipientes de fabricacion casera;
aunque el 40% de los manuales consultados recomiendan la adquisicién de compostadores comerciales. Rudé
y Torres (2008) observaron que el tipo de compostador no presentaba influencia en el resultado del proceso, a
excepcién de que permita la entrada de lluvia, lo que tiende a enfriar el material y ralentiza el proceso.

La ubicacion del compostador en general esta contemplada en la mayor parte de los manuales, donde el 98
% tiene en cuenta la época del afio, la insolacién y la pluviometria de la zona. La recomendacién mas habitual
es situarlo a la sombra (43 %) para reducir la desecacién o también a la sombra en verano y al sol en invierno
(34 %) para optimizar las condiciones ambientales.

El 71 % de los casos recomienda la utilizacion de una base seca sobre la que ubicar el compostador para
absorber el exceso de liquidos y a la vez favorecer el paso del aire mediante el efecto chimenea. La
recomendacion en cuanto a la altura de la base es muy variable, y va desde 12 cm a 40 cm. Una vez
instaurada la base, la forma de llenado preferida es mediante mezcla de la carga (74 %), frente al 17 % que
recomienda realizar capas. En un 40 % de los casos se recomienda cubrir con restos vegetales la superficie
como filtro de olores y para la reduccion de presencia de vectores como moscas.

La incorporacion de restos vegetales en la mezcla es recomendada en todos los manuales pero si que
existen diferencias en cuanto al tamafio y las proporciones. En general se recomienda que estén bien
troceados pero menos del 30 % especifican medidas concretas, que se sitlian entre 1-15 cm; Cornell
Composting Science and Engineering (2001) recomienda medidas entre 4 y 7 cm para evitar
compactacion o el exceso de porosidad. La recomendacién de sistemas mecanicos de trituracién no manuales
se contempla en el 31 % de los manuales (trituradoras domésticas o aportacién de material ya triturado por
parte del ayuntamiento). Respecto la proporcion en volumen de resto vegetales y fraccion organica, la mayor
parte de los manuales (34 %) indican una relacién 1:1, seguida de la relacién 1:2 (doble de vegetal) (26 %).
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Lladé y Pujol (2013) observaron una relacién G/N de 20 con proporcion 1:1, mientras que Andreu (2014),
determind que una proporcién 1:2 daba lugar a una C/N de 30.

3.3 Funcionamiento, mantenimiento y control

La aportacién de agua al proceso es un elemento clave para su éxito, ya que permite reponer el agua
evaporada por las altas temperaturas alcanzadas debidas a la actividad microbiolégica. Sin embargo, en el
caso del compostaje doméstico es dificil proponer una metodologia adecuada, ya que los recursos son
limitados asi como mantener una humedad correcta (Andreu, 2014), aunque en general, hay consenso en que
se debe controlar (80 %). Por ello, las recomendaciones se basan en observaciones tales como “muy seco”,
presencia de gotas de condensacién en la tapa o la prueba de la croqueta, la que presenta muy diversas
interpretaciones.

Junto con la humedad, la aportacién de oxigeno/aire es un aspecto fundamental en el éxito del proceso, asi
que las recomendaciones se basan en aplicar volteos (91 %), con una frecuencia normalmente semanal (31
%), que ademas favorecen la homogeneizacion del material y por tanto la mejor transformacion. Pese a la
importancia de este aspecto, en el 29 % de los manuales no se considera.

La temperatura es la garantia de higienizacion del material. Sin embargo, en general los manuales no
consideran métodos de control de temperatura, diversos estudios contrastan que en el compostaje doméstico
se pueden alcanzar temperaturas de higienizacion (Rudé y Torres, 2008; Storino y col., 2014), especialmente si
se ahiadian cantidades elevadas para la carga (Lladé y Pujol, 2013; Andreu, 2014).

En muchos manuales se habla de la duracién del proceso (80 %), aunque ésta depende de factores como
la cantidad de material incorporado, la época del afio o la intensidad del manejo, de manera que, aquellos que
indican duraciones especfficas hacen que se genere un intervalo entre 3 y 16 meses.

3.4 Materiales a incluir en el compostador

Los materiales a incluir en el compostador es el apartado de mayor controversia con diferencia a tratar
dentro de los manuales. En general, no hay inconveniente en la inclusién de restos de vegetales y que los
materiales inorganicos no se deben incluir, mientras que los excrementos de animales domésticos (69 %), la
came y el pescado (70 %), las plantas enfermas (44 %) y los lacteos (42 %) y los aceites y grasas (39 %) son
los menos recomendados. El 22 % de los manuales consideran que estos restos, especialmente carmne y
pescado, pueden ser gestionados sin problemas cuando el usuario posee cierta experiencia. Existen diversos
trabajos que demuestran que la presencia de restos camicos en el compostaje doméstico acelera la velocidad y
mantiene la temperatura elevada, contribuyendo a una mejor higienizacion y a la obtencion de un producto de
calidad adecuada (Storino y col., 2012; Lladé y Pujol, 2013; Andreu, 2014; Ceferino, 2015). Algunas referencias
de bibliografia anglosajona (Roulac, 1999; Martin y Gershuny, 1992) relacionan los restos de camne y de
pescado con la presencia de roedores. En el caso de lacteos, aceites y grasas, su presencia no es por si misma
perjudicial para el proceso, aunque si se debe considerar la cantidad que incidiria mas negativamente en
cuestiones fisicas (porosidad, intercambio de gases) que sobre la biologia del proceso (Rudé y Torres, 2008 y
2011; Storino y col., 2012 y 2014; Vazquez y col., 2012; Lladd y Pujol, 2013; Andreu, 2014; Ceferino, 2015). En
el caso de los excrementos de animales, plantas enfermas y semillas de malas hierbas, el principal problema
viene dado por la falta de temperaturas elevadas que puedan asegurar una adecuada higienizacién.

El 50 % recomiendan no incluir los restos de barrer o aspirar por la posibilidad de incorporacion de particulas
contaminantes nocivas (ftalatos, pirorretardantes, compuestos organoestannicos, etc) para los
microorganismos. Se recomienda no incluir cenizas en el 25 % de los manuales, aunque constituia una cierta
practica habitual, ya que puede reducir la porosidad y alcalinizar. De cara a aprovechar los nutrientes minerales
que contenga, se puede utilizar en pequenas cantidades como mezcla con el compost una vez producido pero
no durante el proceso. Otro material biodegradable que se recomienda incluir con cautela es el césped
(nicamente 1 manual lo excluye), que nunca debe considerarse como sustituto de los restos vegetales secos.
Rudé y Torres (2008) realizaron un seguimiento de olor, temperatura y humedad con distintas aportaciones de
césped en los compostadores y sefialan ciclos distintos entre las cargas sucesivas de este material. En cuanto
a otros materiales especificos como citricos, tomate o pifia, algunos manuales consideran que pueden llevar a
la acidificacién del material, aunque se podria corregir al final mediante la adicion de cenizas o cal.
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3.4 Problemas frecuentes

El 83 % de los manuales incluye una seccion sobre principales problemas y las soluciones existentes, donde
los principales consejos se dirigen a la presencia de moscas, olores, temperatura o humedad inadecuada del
material, etc. Todas estas indicaciones pretenden dar respuesta a las inquietudes con las que se va a encontrar
la persona que realice el compostaje doméstico, especialmente en las primeras veces y con falta de
experiencia. En la mayoria de los casos, las propuestas son afadir agua si esta muy seco y poder recuperar un
proceso probablemente parado o bien mezclar con restos vegetales secos para reducir humedad y por tanto, la
incidencia de olores y moscas.

4. Conclusiones

La revision realizada indica que hay informacion similar entre los manuales aunque en ocasiones la
interpretacion puede ser diversa. Por ello seria conveniente poner de acuerdo algunas ideas para aumentar la
confianza del usuario a la hora de llevar a cabo el compostaje doméstico en su domicilio.

Los manuales estan orientados a facilitar un correcto proceso de compostaje haciendo hincapié en uno o
varios de los siguientes propdsitos: que sea facil y sencillo para los usuarios (Factor FUNCIONAL); que
produzca un compost de excelente calidad (Factor AGRONOMICO); que permita “aprovechar” todos los restos
del hogar (Factor AMBIENTAL). Desde este punto de vista el manual ideal deberia ser aquel que consiga unir
en la metodologia los tres tipos de factores y consiga un buen equilibrio entre ellos.
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Resumen: El alperujo es el principal residuo generado durante la extraccion del aceite de oliva. En los
Ultimos anos este material es sometido a un proceso de deshuesado y posterior repaso para extraer parte
del contenido remanente de aceite, obteniendo un nuevo residuo “alperujo repasado y deshuesado”. El
estudio tuvo como objetivo desarrollar un proceso de vermicompostaje (litera de 1 m?y larga duracion -5
meses de vermicompostaje + 1 mes de maduracién-) utilizando alperujo repasado y deshuesado mezclado
con estiércol caprino (4:1 peso seco). Mensualmente, el proceso se evalué mediante el analisis de las
lombrices (Eisenia fétida), actividad dehidrogenasa, FDA y elementos extraidos con AB-DTPA. Ademas, en
la mezcla inicial y en el vermicompost maduro se analizaron otras propiedades quimicas. La biomasa de
las lombrices aument6 durante el periodo de vermicompostaje alcanzando su maximo después de 4 meses.
Se observé una correlacion positiva entre la biomasa de las lombrices y la actividad FDA y negativa con la
actividad deshidrogenasa. La mayoria de los elementos, excepto Mn, Pb y Mo, extraidos con AB-DTPA
disminuyeron durante el periodo de vermicompostaje y maduraciéon. En cambio los contenidos totales de
todos los elementos fueron mayores en el vermicompost maduro que en el material organico inicial. El
vermicompost maduro de alperujo repasado y deshuesado presentd elevados contenidos de materia
organica y nutrientes, escasa fitotoxicidad y baja relaciéon C/N, cumpliendo por ello con la legislacién (RD
506/2013) para ser utilizado como enmienda organica en agricultura o como material organico para
descontaminar suelos y aguas.

Palabras clave: Eisenia fetida, escala piloto, actividad deshidrogenasa, FDA, propiedades quimicas,
elementos extraidos con AB-DTPA

1. Introduccién

El alperujo es el principal residuo generado durante la extraccion del aceite de oliva por el
sistema de centrifugacién de 2 fases. En Espafia, su produccion varia entre 3,5-4,5 108 Tm/afo.
En los Ultimos afios y debido a la mayor demanda mundial de aceite de oliva, en muchas
almazaras, el alperujo es sometido a una segunda centrifugacién con objeto de extraer entre el
40-60% del aceite contenido en este material quedando como residuo final el alperujo repasado.
Ademas en algunas de ellas, el alperujo repasado es previamente deshuesado, para utilizar los
restos de hueso de aceituna como combustible en las propias calderas de las almazaras. Aunque
el alperujo natural, previa mezcla con otros residuos organicos, ha sido utilizado exitosamente
como residuo organico en procesos de compostaje y vermicompostaje (Castillo y col., 2013;
Melgar y col., 2009; Tortosa y col., 2011), no existe informacién previa sobre el uso del alperujo
repasado y deshuesado en ambos procesos biotecnologicos. En este sentido, el estudio tuvo
como objetivo evaluar, mediante el andlisis de parametros quimicos y enzimaticos, el potencial del
vermicompostaje y posterior maduracion como biotecnologia de bajo coste para obtener una
enmienda organica con valor afadido a partir del alperujo repasado y deshuesado.
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2. Material y Métodos

Se desarrollé un proceso de vermicompostaje convencional a escala piloto (litera de 1,5 m?),
de larga duracién (5 meses) utilizando lombrices de la especie Eisenia fetida que fueron
inoculadas en 81 kg (peso seco) de una mezcla de alperujo repasado y deshuesado:estiércol
caprino (4:1 peso seco). Una vez retiradas las lombrices, el material fue madurado durante 1 mes.
Mensualmente, el proceso de vermicompostaje se monitorizd analizando la evolucién de las
lombrices, carbono hidrosoluble (Sims y Haby, 1971), actividad deshidrogenasa (Garcia y col.,
1997), hidrélisis de diacetato de fluoresceina, FDA (Perucci y col., 2000) y elementos extraidos
con AB-DTPA (Soltanpour y Schwab, 1977). En la mezcla inicial (I) y en el vermicompost maduro
(VM) se analizaron otras propiedades quimicas y fitotoxicas segun métodos descritos por
Fernandez y col. (2010).

3. Resultados y Discusion
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Figura 1. Evolucion de la biomasa y numero de lombrices adultas y juveniles durante el periodo de
vermicompostaje (a), y del carbono hidrosoluble, actividad deshidrogenasa y FDA durante el periodo de
vermicompostaje y maduracion (b). Valores medios de tres repeticiones. Para cada parametro, valores con
la misma letra no son significativamente diferentes (p<0,05).

La biomasa y numero de lombrices adultas y juveniles aumentd significativamente durante el
vermicompostaje alcanzando su maximo después de 4 meses (Fig. 1a). Posteriormente (5° mes)
no se observaron lombrices adultas, reduciéndose ademas el nimero y biomasa de las lombrices
juveniles, lo que implicaria que habria que afadir mas mezcla organica para mantener
adecuadamente la poblacion de lombrices (Nogales y col., 2014). Castillo y col. (2013) utilizando
una mezcla de alperujo natural y estiércol caprino (4:1) observaron una dinamica poblacional
similar, aunque la méaxima biomasa de lombrices (21 g kg’ sustrato, 152 semana) fue
significativamente menor que la registrada con el alperujo repasado y deshuesado (42 g kg™
sustrato).

La mayor actividad deshidrogenasa, considerada un buen indicador de la actividad metabdlica
de los microorganismos, se observé al mes del inicio del vermicompostaje, disminuyendo
posteriormente durante este periodo y durante la etapa de maduracion (Figuraib). La disminucion
de esta actividad se relacionaria con la desaparicién de los compuestos carbonados facilmente
metabolizables (Melgar y col., 2009; Nogales y col., 2014), lo que quedd patente, transcurrido el
primero mes de vermicompostaje, por la correlacion positiva existente entre los valores de DHA y
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carbono hidrosoluble (r: 0,943, p<0,001). La tasa de la hidrdlisis de diacetato de fluoresceina
(FDA), indicativa de la actividad enzimatica hidrolitica del sustrato, ya que su reaccién involucra
diversos grupos de enzimas (proteasas, lipasas y estereasas principalmente) (Schnirer y
Rosswall, 1982) aumentd durante el periodo de vermicompostaje (Figura 1b), correlacionandose
con el niumero y biomasa de las lombrices (r: 0,737, p<0,001 y r: 0,771, p<0,001, respectivamente)
y disminuyendo significativamente durante el periodo de maduracién. Singh y col. (2014)
observaron aumentos de la actividad hidrolitica de la FDA en mezclas de residuos agroganaderos
inoculadas con lombrices de la especies Eisenia fetida'y Perionyx excavatus.

El proceso de vermicompostaje y posterior maduracién disminuyé significativamente los niveles
de carbono organico total (COT, 23%) y de conductividad (7%) (Tabla 1). Esos descensos fueron
similares o inferiores a los observados en otros estudios de vermicompostaje utilizando alperujo
natural mezclado con otros residuos organicos (Melgar y col., 2009; Castillo y col., 2013).
Asimismo y al igual que lo observado en esos estudios, el carbono extraido con solucién alcalina
disminuy6 apreciablemente (50%), descenso que fue menor para la fraccion de acidos humicos
(16%). Los alperujos presentan un contenido relativamente elevado de sustancias grasas y
compuestos organicos facilmente degradables que son extraidos conjuntamente con las
sustancias humicas por soluciones alcalina; compuestos que tienden a desaparecer durante el
proceso de vermicompostaje (Melgar y col., 2009).

Tabla 1. Analisis de la mezcla de alperujo repasado y deshuesado y estiércol caprino al inicio (1) y final (VM)
del proceso de vermicompostaje y maduracion. Valores medios de tres repeticiones.

pH CE COT NKT CET AH C/N  AH/AF IG P K Ca
dSm’ gkg” % gkg”
| 8,1 8" 438" 17 152* 43* 27* 0,4 2 7,2 46 54
VM 8,8" 7,4 338 22" 76 37 15 1* 98* 20" 94~ 166*
Mg Na Al Fe Mn Cu Zn Cd Ni Pb Cr Hg
gkg’ mg kg
| 15 2,8 10 6,5 253 58 200 0,6 28 17 62  <0,025
VM 41* 6,7* 33* 16* 689 153 417~ 1,5* 59* 41* 152*  <0,025

CE: Conductividad, COT: carbono organico total, CET: carbono extraible total, AH: &cidos humicos, IG: indice de
germinacion.
*indica diferencia significativa (P<0.05) entre inicio y final del vermicompostaje-maduracién

El nitrégeno kjeldahl total, indice de germinacién y la concentracion total de los elementos
analizados aumentaron significativamente después del vermicompostaje y maduracion (Tabla 1).
Las concentracion de Cu, Zn, Ni y Cr registradas en el vermicompost maduro superaron los limites
establecidos para la clase A de productos fertilizantes segun la legislacion de Espana (RD
506/2013), lo que restringiria su uso como enmienda organica en agricultura ecoldgica. El
descenso de la relacién C/N y de la actividad deshidrogenasa y el aumento del indice de
germinacion y relacion acidos humicos/acidos fulvicos indicaria un mayor grado de estabilidad y
madurez y un aumento de la sintesis de compuestos organicos resistentes a la degradacion
microbiana en el vermicompost maduro frente al material inicial.

Los valores de P, K, Ni y Cr extraidos con AB-DTPA (como medida de la asimilabilidad de los
nutrientes y metales pesados por los cultivos vegetales) disminuyé porcentualmente durante el
proceso de vermicompostaje (1-5 meses) y maduracion (VM) respecto a los valores iniciales
registradosen la mezcla de alperujo repasado y deshuesado y estiércol caprino (Figura 2). Esos
disminuciones fueron muy acusadas (>75%) para el AB-DTPA Ni y Cr. En cambio
porcentualmente, los valores de AB-DTPA Na, Cu y Zn aumentaron ligeramente y de forma mas
significativa los de AB-DTPA Mn, Mo y Pb durante el periodo de vermicompostaje, aunque la
extractabilidad de esos elementos disminuyd posteriormente durante la etapa de maduracién. El
grado de extractabilidad de los metales pesados téxicos (porcentaje del elemento extraido con
AB-DTPA respecto a su concentracién total) fue significativamente menor en el vermicompost
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maduro (entre 0,1 y 9%) que en el la mezcla inicial (entre 2 y 25%), lo cual implicaria una
disminucién significativa de la ecotoxicidad y potencial contaminante de los metales pesados
durante el proceso de vermicompostaje y maduracion.
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Figura 2. Cambios porcentuales de los elementos extraidos con AB-DTPA respecto a los valores de la
mezcla inicial durante el proceso de vermicompostaje y maduracion.

Elvira y col. (1989), Suthar (2009) y Singh y Kalamdhad (2013) observaron, con alguna
excepcion, disminuciones significativas de la extractabilidad del Fe, Mn, Cu, Zn, Ni y Cr extraido
con DTPA durante el vermicompostaje de diversos residuos organicos. La acumulacion de las
formas mas asimilables de esos elementos en los tejidos de las lombrices, la precipitacion de
algunos de ellos con los carbonatos liberados durante el transito de la mezcla organica por el
tracto intestinal de las lombrices, las reacciones de oxidacioén que favorecen la insolubilizacion, la
inmovilizacién intracelular por los microorganismos presentes en la mezcla organica y la formacion
de complejos organometalicos insolubles entre los metales y los acidos himicos y las fracciones
organicas mas polimerizadas neoformadas durante el vermicompostaje y maduracién serian los
principales mecanismos de la reduccion de la asimilabilidad de algunos nutrientes y metales
pesados observados en el estudio (Bhattacharya y Chattopadhyay, 2006; Nogales y col., 2014).

4. Conclusiones

El proceso de vermicompostaje y maduracién se mostré6 muy eficaz para biodegradar,
estabilizar y madurar el alperujo repasado y deshuesado mezclado con estiércol caprino. El
vermicompost obtenido cumpliria con la legislacion (RD 506/2013) para su uso como enmienda
organica en agricultura convencional e integrada. Ademas, y en base a sus propiedades organicas
y bioquimicas y a la reduccién de la toxicidad del contenido de metales pesados, podria ser
utilizado para diversos fines, entre otros, como materiales sustitutivos de la turba en sistemas de
bioremediacion biobed con potencial para eliminar contaminantes organicos de aguas.
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Resumen: La utilizacién de residuos y destrios de cultivos hortofruticolas en la alimentacién del ganado es
una estrategia innovadora dirigida a reducir costes, mejorar la calidad de la carne y leche y minimizar el
impacto ambiental de los sistemas pecuarios. La composicion de los estiércoles del ganado y las
enmiendas organicas obtenidas de ellos, deberian variar dependiendo del tipo de alimento suministrado. El
objeto del estudio fue biotransformar, en presencia o ausencia de lombrices (Eisenia fetida), estiércoles de
cabras alimentadas con una dieta control constituida por heno de alfalfa y un concentrado comercial en la
relaciéon 1:1 y una dieta experimental que incluia subproductos. El experimento se realiz6 a escala
laboratorio, bajo condiciones controladas, durante 4 meses y utilizando recipientes cilindricos de 1 | de
capacidad. Al inicio y final del proceso se realizd la caracterizaciéon quimica y fitotdxica de los estiércoles
ensayados. El vermicompostaje de ambos tipos de estiércol sigui6 un modelo similar, alcanzandose la
maxima biomasa y nimero de lombrices cliteladas tras un mes de iniciarse el proceso y el maximo nimero
de lombrices no cliteladas a los 3 meses. No se apreciaron diferencias significativas debidas al tipo de dieta
consumida por los animales ni en la evolucion de las lombrices ni en la composicion quimica de los
vermicomposts producidos. Sin embargo, en comparacién con el estiércol en cuya biotransformacion no se
utilizaron lombrices, los vermicomposts presentaron mayor calidad agronémica y madurez y se adecuaban a
la legislacién espafiola requerida para su comercializacion como enmiendas orgénicas en agricultura.

Palabras clave: destrios hortofruticolas, Eisenia fetida, fracciones orgéanicas, indice de germinacion,
analisis elemental.

1. Introduccién

La utilizacion de residuos y destrios de cultivos hortofruticolas y de otros subproductos
agroindustriales, como alimentos locales no convencionales, en la alimentacion del ganado es una
estrategia innovadora que permite reducir costes, mejorar la calidad de la carne y leche y
minimizar el impacto ambiental de los sistemas pecuarios (Romero-Huelva y col., 2012, 2013). La
composicion y calidad de las deyecciones del ganado debe variar dependiendo del tipo de
alimento suministrado y, la gestion y manejo adecuado de los estiércoles generados requiere su
bioestabilizacion mediante procesos biodegradativos aerdbicos (compostaje o vermicompostaje,
entre otros) previa a su aplicacion al suelo, para evitar efectos indeseables (contaminacion por
nitratos, emision de gases de efecto invernadero, etc.) sobre el medio ambiente (Burton y col.,
2005; Nasiru y col., 2013). El objetivo de este estudio fue establecer posibles diferencias, debidas
a la dieta consumida por cabras en lactacién, de la calidad agrondmica de estiércoles
biotransformados, en presencia (vermicompostaje) o ausencia de lombrices.

2. Material y Métodos

Se ensayaron dos tipos de estiércoles procedentes de cabras alimentadas con una dieta
control (DC), constituida por heno de alfalfa y un concentrado comercial en la relacién 1:1, y una
dieta experimental (DE), en la que el 50% de materias primas convencionales del concentrado
comercial fue sustituido por una mezcla de destrios de tomate, pulpa de citricos, bagazo y
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levadura de cerveza. Cien g (peso seco) de cada uno de los estiércoles se colocaron, por
sextuplicado, en recipientes cilindricos de 1 I. En tres de esos recipientes, los estiércoles se
inocularon con 10 g de lombrices (16 cliteladas o adultas y 42 no cliteladas o juveniles) de la
especie Eisenia fetida. Posteriormente, todos los recipientes se colocaron en una camara con
temperatura (20+2°C) y humedad, (80-85%) controladas mediante riegos periédicos. Alos 7y 15
dias, y mensualmente durante un periodo de 4 meses se determind el nimero de lombrices
cliteladas y no cliteladas y su biomasa. Una vez retiradas las lombrices, se determinaron las
propiedades quimicas y fitotoxicas, tanto de los estiércoles iniciales como de los productos
obtenidos, en presencia o ausencia de lombrices segin métodos descritos por Fernandez y col.
(2010) y Castillo y col. (2013).

3. Resultados y discusion
—b— Estiércol d eta control (DC) —8— Estiércol dieta experirmrental (DE)
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Figura 1. Evolucion de la biomasa de las lombrices (a), nimero de lombrices cliteladas (b) y no cliteladas
(c) durante el proceso de vermicompostaje. Valores medios de tres repeticiones. Para cada parametro,
valores con distinta letra (minlscula para DC o mayulscula para DE) son significativamente diferentes
(p<0,05).

El proceso de vermicompostaje de los dos tipos de estiércol siguié un modelo similar,
alcanzandose la maxima biomasa (Figura 1a) y nimero de lombrices cliteladas (Figura 1b) al mes
de iniciarse el proceso y el maximo numero de lombrices no cliteladas a los 3 meses (Figura 1c).
Durante el primer mes, la tasa de crecimiento diario de las lombrices inoculadas fue ligeramente
superior en el estiércol procedente de animales alimentados con la dieta experimental (12,64
+0,87 mg lombriz”' dia™) que en el estiércol de la dieta control (10,96 +1,06 mg lombriz" dia™).
Estas tasas de crecimiento fueron similares o incluso superiores a las observadas en otros
estudios de laboratorio, utilizando diferentes tipos de residuos organicos (Elvira y col., 1998, Haimi
y Huhta, 1990) y ponen de manifiesto la idoneidad de ambos estiércoles para ser utilizados en
procesos de vermicompostaje. Al mes, mas del 85% de las lombrices inoculadas tenian clitelo, lo
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que dio lugar a una elevada produccién de capsulas. Posteriormente, la disminuciéon de los
nutrientes contenidos en ambos estiércoles provocé la pérdida del clitelo de todas las lombrices
adultas (3* mes) y un descenso gradual de la biomasa total de las lombrices. Al final del
vermicompostaje las lombrices eran muy pequefas, con pesos muy bajos (162 14 mg lombriz") y
sin clitelo. Ello implicaria que los estiércoles ensayados habian sido ya biodegradados y que se
requeriria un aporte adicional de estiércol para mantener el crecimiento y desarrollo reproductivo
de las lombrices (Nogales y col., 2014).

Los dos tipos de estiércol ensayados presentaban valores de pH, fracciones organicas e indice
de germinacion similares, siendo mas salino el procedente de los animales que recibian la dieta
experimental (DE) en comparacién con la dieta control (Tabla 1). Los contenidos de carbono
organico total (COT), hemicelulosa y celulosa de ambos estiércoles disminuyeron
significativamente durante su biotransformaciéon, en presencia o ausencia de lombrices. El
descenso fue mas pronunciado en los estiércoles degradados por las lombrices (14-15% COT, 33-
34% hemicelulosa, 49-55% celulosa) con valores similares o inferiores a los observados en otros
procesos de vermicompostaje a escala laboratorio utilizando diferentes tipos de estiércoles
(Fernandez-Gémez y col., 2010; Nogales y col., 1999). Por el contrario, la conductividad, los
contenidos de nitrégeno, lignina, carbono extraible total (CET) y acidos humicos (AH), la relacion
de humificacion (RH) e indice de germinacion(IG) de semillas de berro (Lepidium sativum, L.),
como medida indirecta de fitotoxicidad, de los estiércoles aumentaron significativamente al final
del periodo de biodegradacion. El incremento de lignina fue debido a fenémenos de
policondensacion y neosintesis de esta fraccion organica, que suelen producirse durante las
Ultimas etapas de los procesos de biodegradacion aeroébica (Vinceslas-Akpa, M. & Loquet, 1997).
Los mayores aumentos del CET, AH, RH, IG y la menor relacion C/N de los estiércoles
biotransformados por las lombrices, implicaria que esos productos finales tendrian un mayor grado
de estabilidad y madurez y menor fitotoxicidad que los obtenidos en ausencia de lombrices. Al
igual que lo observado en los estiércoles iniciales, no se apreciaron diferencias significativas,
excepto en los contenidos de celulosa y lignina, entre los dos productos finales, obtenidos tanto en
presencia como en ausencia de lombrices. El tipo de dieta consumida por las cabras tuvo escasa
influencia sobre las caracteristicas organicas y fitotoxicas de los estiércoles excretados, asi como
sobre las enmiendas organicas producidas a partir de los mismos.
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Tabla 1. Valores medios (n=3) de pH, conductividad, fracciones organica e indice de germinacion (IG) de
los estiércoles iniciales y biotransformados en presencia o ausencia de lombrices. En cada columna, letras
distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

pH CE COT NKT Hemicel. Celulosa Lignina CET  AH C/N HR IG

dSm’ gkg’ %
Inicial
DC 7,6° 4,4d 407%  24° 2272 2012 132° 61° 45° 172 15° 65°

DE 7,6° 5,4° 399% 24° 193% 1972 133° 61° 46° 172 15° 64°
Final-biotransformado con lombrices
DC 747 o° 346° 32° 1520¢ 103° 1692 78% 61? 11° 23% 80%
DE 75° 85" 344° 31°  127° 88" 153°  74* 61" 11° 21°  82°
Final-biotransformado sin lombrices
DC 72* 103* 375° 30° 162" 115° 169°  65° 52°  13°  17°  e9°
DE 7,3 102° 3768° 28° 136° 103° 152°  64° 54> 13°  17°  66°
CE: Conductividad, COT: carbono orgéanico total, NKT: nitrégeno kjeldahl total, CET: carbono extraible total, AH: &cidos
hamicos, RH: relacién de humificacién, IG: indice de germinacién

Tabla 2. Valores medios (n=3) de nutrientes y metales pesados de los estiércoles iniciales y
biotransformados en presencia o ausencia de lombrices.. En cada columna, letras distintas indican
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

P S K Ca Mg Na Al Fe Mn Cu Zn Mo Ni Cr
gkg'

Inicial
DC 93% 38 47 419 8 11° 077° 0,75° 379° 90° 440 39° 6.2° 3.8°
DE 76° 39° 61° 52° 91° 41° 12° 0,849 330° 72¢ 416° 249 47% 47°
Final-biotrransformados con lombrices
DC 16° 6 56 71° 13" 14%® 14° 13" 626" 151° 475 57° 76° 57°
DE 13° 59 69 87° 14° 35° 19 14 543" 115° 432° 3° 9™ 68°
Final-biotransformados sin lombrices
DC 15° 2% 72° 68 13° 18° 12° 12° 604® 144° 461 61° 93* 54°
DE 13° 61° 97° 85 14° 59° 19° 13 515° 112° 427° 34° 82* 72°

El estiércol procedente de animales alimentados con la dieta experimental (DE) contenia mas
S, K Ca, Na, Al, Fe y Cr, mientras que los valores de P, micronutrientes y Ni fueron mayores en el
estiércol de animales que recibian la dieta control (DC) (Tabla 2). No se detectaron
concentraciones de Cd, Pb y Co por la metodologia analitica utilizada (<0,025 mg kg™) ni en los
estiércoles iniciales ni en sus productos biotransformados. La biotransformacién de ambos
estiércoles, en presencia o ausencia de lombrices, aument6 significativamente la concentracion de
todos los elementos analizados. Porcentualmente, los aumentos registrados (entre 6-60%
dependiendo del elemento), fueron similares para ambos procesos de biodegradacion. Esos
aumentos, también observados en otros procesos biodegradativos aerdébicos de residuos
orgénicos (Nogales y col., 2014; Varma y Kalamdhad, 2015) serian consecuencia de la
mineralizacion de la materia organica de los estiércoles y de la reduccion de su volumen,
ocurridas durante la biodegradacién de esos residuos pecuarios (Fang y Wong, 1999; Fernandez-
Gomez y col. 2010). Aunque los productos finales de ambos procesos biodegradativos podrian
utilizarse como productos fertilizantes segun la legislacion espafiola (RD 506/2013), las
concentraciones detectadas de Cu (>70 mg kg™) y Zn (>200 mg kg™') restringirian su uso como
enmiendas organicas en agricultura ecoldgica.
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4. Conclusiones

La sustitucion parcial del 50% de materias primas convencionales de un concentrado comercial
en la dieta de caprino por subproductos tuvo escaso efecto sobre la composicion de los
estiércoles producidos por esos animales, asi como sobre las enmiendas organicas obtenidas
después de su biotransformacion, en presencia o ausencia de lombrices. Sin embargo, las
enmiendas organicas de esos estiércoles, producidas mediante biotransformacion con lombrices,
fueron mas estables y maduras que las obtenidas sin lombrices, presentando mayor calidad
agronémica para su comercializaciéon en agricultura convencional, integrada y bajo cubierta.
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RESUMEN

En la actualidad la fraccién organica de residuos de procedencia domiciliaria e industrial representa
un porcentaje elevado, del 40 al 70%, variando su cantidad y composicion en funcién del nivel de
desarrollo de cada pais. Asimismo, el desarrollo del proceso de compostaje en su fase activa de
fermentacion puede verse influenciado ademas por la estacion climatica en que este se desarrolle. El
presente estudio hace referencia a la evaluacién del proceso de compostaje de mezclas de residuos
con caracteristicas similares y bajo igual localizacién durante las estaciones de verano e invierno: B
(100% Biorresiduos); M1 (90% Biorresiduos y 10% Biosolidos); y M2 (85% Biorresiduos y 15%
Biosolidos). De esta manera, al desarrollarse éstos bajo condiciones ambientales diferentes durante
la fase fermentativa (102 dias) se evalu6 la incidencia en el proceso de la climatologia estacional
mediante los parametros temperatura, humedad y nitrégeno total. Adicionalmente, se procesaron los
datos climatolégicos mediante histogramas de frecuencia de 5 afios de temperatura media diaria y la
pluviometria registrada durante el periodo de los ensayos en ambas estaciones. Se concluye que los
valores de temperatura de los ensayos registraron valores medios con diferencias apreciables, siendo
mas o menos elevados con respecto al periodo del estudio para las temperaturas medias ambientales
y la precipitacion. Asimismo, las diferencias significativas de los parametros evaluados estuvieron
condicionadas por el tipo de residuo presente en la mezcla, su heterogeneidad estacional y el aporte
de humedad en los biosolidos.

Palabras clave: biorresiduos, biosélidos, climatologia, compost, Windrow
1. Introduccién

Actualmente, la gestion de residuos en Europa se orienta hacia una sociedad eficiente en el
uso de los recursos, que produzca menos residuos y que sustituya una economia lineal basada
en producir, consumir y tirar, por una economia circular en la que se reincorporen al proceso
productivo una y otra vez los materiales que contienen los residuos para la produccién de
nuevos productos o materias primas (BOE, 2015).

De esta forma, una mejora de la gestién de los biorresiduos pasa por la adopcion de medidas
tendentes a establecer una recogida separada, su tratamiento bioldgico en instalaciones
especificas, asegurando la calidad de los materiales obtenidos y garantizando su uso seguro
en el suelo.

El co-compostaje es una practica de manejo utilizada frecuentemente para optimizar los
procesos y proporcionar productos finales de calidad (Cooperband, 2000;). Especificamente, el
co-compostaje de residuos soélidos urbanos con biosélidos puede contribuir a incrementar el
contenido final de nutrientes debido a la elevada concentracién de N y P en los biosoélidos (He y
col., 2001). Diferentes estudios sobre co-compostaje corroboran la importancia que tiene la
estacién climatica sobre el desarrollo del proceso de compostaje (Castaldi y col., 2005).
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En el estudio que aqui se presenta se busca demostrar la influencia de las condiciones
climatolégicas sobre el proceso de fermentacion (102 d) en pilas tipo windrow con
caracteristicas similares en cuanto a composicion, peso y localizacién. De esta forma, se busca
evaluar si las condiciones climaticas observadas en los diferentes ensayos inciden de manera
directa en la evolucién de parametros tales como la temperatura, humedad y nitrégeno total.

2. Material y Métodos

2.1. Pilas de compostaje:

La composicion de las pilas en ambos periodos (invierno (l) y verano (V)) estuvieron
compuestas por B (100% Biorresiduos); M1 (90% Biorresiduos y 10% biosélidos); y M2 (85%
Biorresiduos y 15% biosélidos).

Para su montaje se utilizaron los biorresiduos provenientes del Centro Integral de Tratamiento
de Residuos 'Las Calandrias' y los biosélidos de la EDAR Guadalete, ambos en el municipio
de Jerez de la Frontera. Los biosoélidos provienen de un proceso de digestion anaerobia
mesofilica de los lodos mixtos generados en la EDAR. En ambas experiencias B estuvo
conformada aproximadamente por 17 t de biorresiduos, M1 (125t (I) ¢ 16,8 t (V) de
biorresiduos y 1t (I) 6 1,6 t (V) de biosélidos, M2 (10t (I) 6 11,7 t (V) de biorresiduosy 1,9t (I) 6
2,2t (V) de biosolidos).

La determinacion de los parametros fisico-quimicos (temperatura, humedad y nitrégeno total)
en las muestras de compost, se realizé de acuerdo con los métodos normalizados recogidos en
el Estandar Methods (APHA, 1989).

2.2. Soporte estadistico, informatico e informacion climatica.

En el procesado de los resultados experimentales se ha realizado un analisis de correlaciones
de Pearson y un ANOVA para evaluar las interrelaciones del conjunto de variables, ambos
mediante el programa estadistico SPSS 15.0. Asimismo, para determinar la importancia de la
climatologia en el proceso, se ha hecho un andlisis mediante intervalos de frecuencia y
porcentajes acumulados con la hoja de calculo Excel de Microsoft de la temperatura media
diaria, evapotranspiracién y precipitacion, con registros de 5 afios (2002-2007), dos afios arriba
y dos abajo de nuestro periodo de estudios. Los datos climatolégicos fueron obtenidos de una
estacién agroclimatica préxima situada en el Poblado de Doia Blanca en el término municipal
de El Puerto de Santa Maria consultada a través de la web de la Consejeria de Agricultura,
Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia (Junta de Andalucia, 2015).
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3. Resultados y discusion.

3.1. Estudio de distintas variables climaticas. La posible influencia de algunos factores
climaticos de interés para el proceso de compostaje fue evaluada mediante el analisis de los
valores medios de temperatura y las precipitaciones. En la Tabla 1 se pueden ver los
porcentajes acumulados e intervalos de temperatura al 75% y la temperatura media ambiental

junto con su desviacion estandar para el periodo de estudio (2002-2007).
Tabla 1. Intervalos de Temperatura, porcentaje acumulado al 75% y temperatura media durante la fase de

fermentacion.
. % Acumulado Intervalo de T2 al T2 Mediay DS
Periodo 75% 75% (2C) (=C)

g 2002/2003 78,0 10-16 122+29
.g 2003/2004 75,0 11-15 12,1+22
£ | 2004/2005* 71,4 8-11 94+24
2005/2006 73,6 9-13 10,7+29
2006/2007 78,0 10-16 11,2+£29
2002 77,0 20-23 21,8+1,9

g 2003 75,9 21-29 23,5+ 3,0
© 2004* 75,9 21-25 23,4+25
g 2005 79,3 21-27 229+24
2006 79,3 20-28 23,6 +2,7

*Periodo correspondiente al desarrollo de los ensayos

El estudio mostr6 que especificamente para el periodo de desarrollo del ensayo de invierno, en
2004-2005, éste fue mas frio que en los afos precedentes y posteriores (ver Tabla 1). En ella
se confirma como en el porcentaje acumulado al 75% en invierno (2004-2005), marca un
intervalo de 8-112C y un valor medio de temperatura de 9,4°C. En informacion de la Agencia
Espafola de Meteorologia (2006) este invierno fue catalogado como especialmente frio en
distintas areas del sur peninsular. Por su parte, la experiencia iniciada en el verano de 2004 se
desarroll6 bajo la influencia de valores de temperatura media similares a los del conjunto de
anos estudiados con excepcion del 2002 (ver Tabla 1).

La Figura 1 muestra mediante un histograma de frecuencia, el perfil de las precipitaciones
registradas en el periodo de fermentacién de ambas estaciones. En ella se observa, como en
ambas estaciones fue habitual la ausencia de precipitaciones (76 d en invierno y 85 d en
verano), prevaleciendo déficits hidricos incluso en la época invernal. Las precipitaciones
registradas fueron las mas bajas de todo el periodo de estudio (2002-2007) (AEMET, 2006).

Invierno 2004-2005 Verano 2004
90 - 76 85
90

] K]
260 1 260 -
[ [
3 3
830 13 30 - s
- o — 1 1 [ . 1

0 12 37 50 0 1 3

precipitacion (mm/d) precipitacion (mm/d)

Figura 1. Histograma de frecuencia de la precipitacion registrada durante la fase de fermentacién en
ambas estaciones.
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3.2. Evolucion de los parametros fisico-quimicos.

De acuerdo con el ANOVA obtenido de los datos analizados de temperatura, humedad y NTK
en la Tabla 2 se recogen las diferencias significativas obtenidas en ambas experiencias.

Tabla 2. Resumen de las diferencias significativas obtenidas en el ANOVA entre pilas en ambas
estaciones para la temperatura, humedad y NTK (sombreado pilas de similar composicién).
Temperatura Humedad NTK
BI/BV °
BI/M1lI
BI/M2V
BI/M1V
BV/M1l
BV/M2I
M1l/M1V
M1I/M2V
M1V/M2I
M2I/M2V . °
Nota: El nombre del ensayo se acompana de la estacién (I: invierno, V: verano).

3.2.1. Temperatura. La evolucién de la temperatura de los ensayos siguié el patrén de ascenso
tipico de paso de la fase mesofilica a la termofilica, mostrando en ambas experiencias una
tendencia similar. Sin embargo, se registraron diferencias estadisticamente significativas en el
parametro entre pilas de similar composicién en ambas estaciones (ver Tabla 2 sombreado).
Adicionalmente se registrdé una influencia significativa de la composicion de las pilas (% de
biorresiduos y biosdlidos), en la evolucion del parametro entre distintas estaciones.

3.2.2. Humedad. Las diferencias significativas encontradas en el contenido de humedad (pilas
BV/M1l e BV/M2Il), estuvieron claramente relacionadas con los ensayos de invierno que
incluyeron biosolidos a diferencia del que solo contenia biorresiduos (B) en verano. Por lo que
bajos porcentajes de humedad en verano favorecieron la ralentizacion del proceso de
compostaje y demandaron, por tanto, un mayor aporte de humedad, en especial en la pila de
biorresiduos (B). Las deficiencias de humectacién sufridas durante el periodo estival fueron
consecuencia de las altas temperaturas, las escasas precipitaciones y ciertas dificultades al
humectar los ensayos.

3.2.3. Nitrégeno total. Los contenidos de nitrdgeno en invierno presentaron diferencias
apreciables con respecto al verano, debidas a la hetereogeneidad de las materias primas
utilizadas, siendo corroboradas mediante el ANOVA tales diferencias para todos los ensayos
en ambas experiencias.

Tal como se recoge en la Tabla 2, el numero mas elevado de diferencias significativas
encontradas para los diferentes parametros, se correspondieron con los ensayos B y las
mezclas que contenian biosélidos (M1 y M2), independientemente de la estacion. Asimismo,
las diferencias obtenidas entre B de verano y las mezclas con biosélidos, involucraron no solo
el nitrégeno total, sino también a la temperatura y la humedad. Por ello, las mayores diferencias
se detectaron al compararla con M2 de invierno, mezcla con una mayor proporcion de éstos,
permitiendo confirmar la existencia de mejores condiciones de desarrollo en este ensayo
debido a la presencia de biosolidos.

4. Conclusiones.

Las condiciones ambientales presentes a lo largo del estudio en el sistema de pilas de volteo,
abarcaron dos estaciones climaticas singulares en el lustro estudiado, registrando valores
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medios con diferencias apreciables, siendo mas o menos elevados con respecto al periodo del
estudio para las temperaturas medias ambientales y la precipitacion.

Asimismo, el estudio comparativo de las experiencias de verano e invierno, pudo determinar
que las diferencias de los parametros evaluados estuvieron principalmente condicionadas por
el tipo de residuo presente en la mezcla y su heterogeneidad estacional, siendo el aporte de
humedad en los biosolidos un factor determinante en la evolucion diferencial de los ensayos
que los contenian.
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Las plantas de compostaje realizan, usualmente, el tratamiento del residuo en dos zonas diferenciadas: una
zona donde se realiza la fase biooxidativa de mayor actividad biol6gica y una zona de maduracién. Por lo
general, existe una falta de control de proceso en la estancia en maduracion, lo cual, puede provocar
problemas, como la generacién de emisiones liquidas y gaseosas indeseables, y un detrimento de la calidad
del compost. Por ello, esta investigacion estudia los cambios fisico-quimicos y bioldgicos durante la estancia
en maduraciéon mediante dos manejos distintos: estatico y dinamico. Se realizaron dos pruebas con la
misma mezcla: lodo de depuradora de la industria de procesado de productos del mar mezclado con
madera triturada en una proporcion 1:2 (v/v). Cada prueba const6 de una fase activa en reactor estatico de
600L con aeracion forzada y una fase de maduracién por triplicado en cajas de 200L durante 112 dias. En el
tratamiento dinamico, el material se volte6 cuando las temperaturas superaron los 55°C mientras que en el
estatico el material se mantuvo sin voltear durante toda la maduracién. Se tomé muestra compuesta de
cada caja periddicamente para las determinaciones analiticas. El tratamiento dinamico posibilit6 mayor
duracién de la fase termdfila, mayor degradacion de la materia organica y mejores parametros de
estabilidad y madurez. El control del material mediante volteos en la zona de maduracién de las plantas de
compostaje posibilitara la optimizacion del proceso al acortar el tiempo en alcanzar valores de calidad
adecuados en los compost.

Palabras clave: volteos, PLFAs, biomasa microbiana, lodo de depuradora, compost
1. Introduccion.

Generalmente, las plantas de compostaje industriales presentan dos zonas diferenciadas: una
zona de compostaje activa y una zona de maduracion. La fase activa del compostaje se
caracteriza por mayores temperaturas, elevado consumo de oxigeno y alta producciéon de
emisiones gaseosas y liquidas (Haug, 1993). Como consecuencia, en las instalaciones de
compostaje esta fase se desarrolla con una técnica o tecnologia concreta y con mayor control y
seguimiento que la fase de maduracién. Cuando finaliza, el material se deposita en la zona de
maduracién que se considera, en ocasiones, como un mero almacenamiento del compost (Rynk,
2000). De manera habitual, el material obtenido tras la fase activa puede sufrir una reactivacion en
la etapa de maduracion. La falta de control de proceso en esta etapa provoca problemas
ambientales como olores y lixiviados y afecta a la calidad de los compost. El disefio y
funcionamiento de las plantas de compostaje deberia integrar ambas fases con la finalidad de
producir un compost estable y maduro (Haug, 1993). Diversos autores han estudiado el efecto que
ejerce el volteo y su frecuencia durante el compostaje observando que los volteos provocan
cambios en las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas que afectan a la tasa de
descomposicién y, por lo tanto, al tiempo necesario para alcanzar la madurez y obtener un
compost de calidad (Getahun et al., 2012; Ogunwande et al., 2008; Wong et al., 2001). Sin
embargo, no se ha encontrado informacién sobre el posible efecto de voltear el material durante la
estancia en la zona de maduracion, ya que los volteos se ejercen principalmente durante la fase
mas activa del proceso o de manera programada a lo largo de todo el compostaje. Por lo tanto,
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este trabajo trata de asimilar, a escala piloto, la fase de maduracién que se desarrolla en las
plantas de compostaje industriales, examinando el efecto de dos métodos de manejo: tratamiento
estético y tratamiento dindmico mediante volteos. Los objetivos de este estudio fueron investigar si
el manejo estatico o el manejo dinamico influyen en los parametros fisico-quimicos y bioldgicos y
determinar si el control sobre la fase de maduracién permite la obtencion de un producto mas
estable en menor tiempo.

2. Material y Métodos.
2.1 Diseno experimental.

Se empled lodo de depuradora procedente de una industria de elaboracion de alimentos
precocinados de pescado y cefaldépodos y madera de pino triturada <3 cm como material
estructurante. Ambos materiales se mezclaron en proporcion 1:2 (v/v), respectivamente. La
mezcla se compostd en un reactor estatico con aireacion mediante ventilacion forzada y control de
temperatura y oxigeno. El material se mantuvo en el reactor durante 30 dias hasta que las
temperaturas descendieron a valores inferiores a los 35°C. El material precompostado se dispuso
en cajas de madera de 200L de volumen donde se llevd a cabo la fase de maduracion. Estas
cajas presentaron la parte superior abierta y la parte inferior perforada y en ellas el material se
situd entre dos capas de estructurante. El tratamiento estatico se mantuvo durante 112 dias sin
homogeneizar, mientras que en el tratamiento dindmico el material se volte6 cuando las
temperaturas superaron los 55°C. Ambos tratamientos se llevaron a cabo por triplicado. El control
de temperatura se realizé diariamente los primeros 42 dias y 3 veces por semana hasta el final del
proceso a los 112 dias. Se tom6 muestra compuesta de un volumen total de 1.5 L de cada caja a
los 0 (vaciado del reactor), 14, 28, 42, 56, 70, 91 y 112 dias, la cual se cribé por un tamiz de 1 cm.

2.2. Andlisis

Los contenidos de humedad y materia organica se determinaron gravimétricamente mediante
secado a 105°C hasta peso constante y calcinacion a 550°C durante 4 horas, respectivamente. El
N-NH," y N-NO;™ se analiz6 en extractos 0.5 M K,SO, en una relacion 1:10(w/v) (Sims et al.,
1995). La tasa respiratoria se midi6 empleando respirometros manométricos mediante el sistema
OxiTop® (WTW Gmbh, Weilheim). La composicion de la comunidad microbiana se determiné
mediante el analisis de perfiles de acidos grasos fosfolipidos (PLFA) siguiendo el método descrito
por Gémez-Brandén et al. (2010) para muestras organicas.

Todos los test estadisticos fueron desarrollados con el software R (R Development Core Team,
2014). Para evaluar las diferencias entre tratamientos se emplearon modelos mixtos usando el
paquete nlme, con el tratamiento y el tiempo como factores fijos y la medida repetida en el tiempo
en cada caja como factor aleatorio. Se realizaron pruebas t de Student para determinar la
diferencia entre los compost.
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3. Resultados y Discusion.

Se observaron evoluciones significativamente distintas (p<0.05) en el perfil de temperaturas
entre tratamientos a lo largo de la maduracién (Figura 1).

Dinamico

=== Estatico

© Volteos Dinamico

Temperatura (°C)
@
g

~~~~~

==========

Tiempo (dias)

Figura 1. Perfil de temperaturas en el tratamiento dinamico y estatico durante la fase de maduracién.

En el tratamiento estatico se mantuvieron temperaturas superiores a los 45°C durante 10 dias
registrando un pico de temperatura a los 23 dias y siendo necesario el riego del material a los 14
dias para mantener la humedad superior al 40%. En el tratamiento dinamico, el material de las
cajas se volted en 7 ocasiones a lo largo de 20 dias, se regé en 3 de los volteos, y las
temperaturas terméfilas se mantuvieron durante 26 dias. Los volteos facilitaron la extension de las
condiciones termdfilas, por lo tanto, permitieron la reactivacién del proceso al incorporar el
material menos degradado aportando sustratos facilmente asimilables para la biomasa
microbiana, desde el exterior al interior de las cajas. Ruggieri et al. (2008) sugirieron que el volteo
durante el compostaje es preferible al sistema estatico, ya que se impide la formacién de
agregados y la compactacién.

Al finalizar la maduracion la pérdida de materia organica en la fase en cajas fue
significativamente mayor (p<0.05) en el tratamiento dinamico (11.1kg) que en el tratamiento
estéatico (7.4 kg) (Tabla 1). El volteo del material permitié una mayor degradacion del compost,
sugiriendo que el tiempo necesario para alcanzar la estabilidad se redujo al realizar el control del
proceso bajo condiciones dindmicas. Otros autores observaron resultados similares en
experiencias a lo largo de todo el proceso de compostaje (Brito et al., 2008; Nikaeen et al., 2015).

Tabla 1. Balance de masas en el tratamiento dindmico y estatico al inicio y al final de la fase de maduracién.

| Tiempo 0 Tiempo 112 Compost F<10mm
Fresco(Kg) MO(Kg) Fresco(Kg) MO(Kg) Fresco (Kg) MO(Kg)

Dinamico 78.2+0.4 35.7+0.2 59.8+1.0 24.7+0.3 18.1+0.5 71+0.2

Estatico 74.5 +0.4* 35.2+0.2 51.1+£0.7* 27.7+£04* 179+ 0.6 9.0 £0.3*
*indica diferencias significativas entre el tratamiento dinamico y estatico en la misma columna (p<0.05)

Tanto el ratio NH,/NO3z como la tasa respiratoria presentaron diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05) a lo largo de la maduracién (Figura 2a y 2b). A partir del dia 56 se
observaron condiciones de estabilidad y madurez en el tratamiento dindmico como fueron una
tasa respiratoria menor de 0.5 mgO, g'SVh™ (lannotti et al., 1993) y un ratio NH,*/NO;" inferior a
0.16 (Bernal et al., 1998). El compost estatico no presentd valores adecuados a dia 56 mientras
que a dia 112 la tasa respiratoria alcanzé valores de estabilidad.
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Figura 2. Ratio amonio/nitrato (a) y tasa respiratoria (b) durante la fase de maduracién del tratamiento
dindmico y estatico.

Una vez alcanzados parametros de estabilidad, las poblaciones microbianas se mantuvieron en
valores bajos en el tratamiento dinamico mientras que el aumento de bacterias y hongos en el
tratamiento estatico podria indicar la disponibilidad de sustratos biodegradables (Figura 3a). Asi
mismo, el ratio PLFAs monoinsaturados/PLFAs saturados mostré que las comunidades
microbianas del tratamiento dinamico estuvieron sometidas a un estrés nutricional mayor que en el
tratamiento estatico (Figura 3b).

a) b)
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Figura 3. Biomasa bacteriana y fangica (a) y ratio mono/sat (b) durante la fase de maduraciéon del
tratamiento dindmico y estatico.
Jindo et al. (2012) sugirieron que valores bajos de este ratio muestran la finalizaciéon de las

transformaciones de la materia organica durante el compostaje y Bastida et al. (2008) indicaron
que valores altos de este ratio muestran mayor biodegradabilidad de sustratos carbonatados. De
esta manera, la estabilizacion del ratio mono/sat puede ser indicativo de compost estables y
maduros. El volteo del material posibilité que se mantuvieran una diversidad microbiana mas
estable y similar tras alcanzar temperaturas meséfilas mientras que la no homogeneizacién de las
cajas mantuvo una mayor diferencia entre muestreos.

4. Conclusiones.

El sistema dinamico permite mantener las temperaturas y, por lo tanto, prolongar la fase
termdfila con lo cual se consigue mantener durante mayor tiempo una tasa alta de degradacion de
la materia orgénica. El estudio de la estructura microbiana ayuda a caracterizar el estado de
degradacion de la materia organica de manera que un compost estable presenta una estructura
microbiana estable mientras que la presencia de sustratos biodegradables provoca cambios
importantes en las poblaciones microbianas. A la vista de los resultados, en las plantas de
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compostaje los volteos del material durante la estancia en maduracién posibilitara la optimizacion
del proceso al acortar el tiempo en alcanzar valores de calidad adecuados.
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Resumen

Tras la entrada en vigor del reglamento (CE) n® 1069/2009 la gestion de los subproductos producidos en las
salas de incubacién de las granjas avicolas ha generado un gran problema y coste econdémico. Estos
subproductos estan constituidos por huevos infértiles, cascaras después del nacimiento (catalogados en el
reglamento como tipo 3), embriones abortados y pollitos machos procedentes del sexado, catalogados
como tipo 2. El tratamiento de estos subproductos mediante compostaje es viable al alcanzarse
temperaturas suficientes para higienizar el producto y transformar los residuos en un producto estable y rico
en sustancias humicas. En el presente trabajo se describe el experimento de compostaje de residuos
procedentes de granjas incubadoras avicolas junto con cama de gallina en proporcion 1:2: La fase bio-
oxidativa se realiz6 en dos biodigestores cerrados discontinuos utilizando una aireacién diferente en cada
uno (5 min/12 horas y 5 min/24 horas). Los biodigestores se llenaron formando capas alternas de
subproductos de incubadoras y cama de gallina, hasta completar el biodigestor. Una vez completada esta
fase (75 dias) se vaciaron los biodigestores y se construyeron sendas pilas al aire libre para la fase de
maduracioén, hasta completar el proceso en 275 dias. Ambas aireaciones permitieron alcanzar 55°C durante
varios dias pero la evolucion de los perfiles de temperatura reflejé un periodo terméfilo mas prolongado en
el proceso con menor aireacion (5 min/24 horas), por el contrario, aunque ambos compost presentan un
adecuado grado de madurez, es superior en el compost obtenido con la mayor aireacion (5 min/ 12 horas).

Palabras clave: biodigestor discontinuo, residuos avicolas, subproductos incubadoras
1. Introduccion.

Tras la entrada en vigor del reglamento (CE) n® 1069/2009 la gestibn adecuada de los
subproductos producidos en las salas de incubacion de las granjas avicolas ha generado un gran
problema y coste econémico (Galarza-Sanz, 2012).

La evolucién de la temperatura es un indicador de la actividad microbiana durante los procesos
de compostaje y se puede considerar un parametro conveniente y directo para determinar el
estado de los procesos de compostaje (Haug, 1993; Li et al., 2013). El sintoma mas claro de la
actividad microbiana es el incremento de la temperatura de la masa que se esta compostando, por
ello ha sido considerada tradicionalmente como una variable fundamental en el control del
compostaje (Liang et al., 2003; Miyatake y lwabuchi, 2006). Se observan tres fases en el proceso:
fase mesdfila inicial (T<45°C), fase termofila (T>45°C); y fase mesodfila final, considerandose
finalizado el compostaje cuando se alcanza de nuevo la temperatura inicial. Cada especie de
microorganismo tiene un intervalo de temperatura 6ptima en el que su actividad es mayor y mas
efectiva: 15-40 °C para los microorganismos mesofilos y 40-70°C para los terméfilos (Suler y
Finstein, 1977).

Los microorganismos que resulten beneficiados a una temperatura concreta son los que
principalmente descompondran la materia organica del residuo, produciéndose un
desprendimiento de calor. Asimismo, pequefias variaciones de temperatura influyen mas en la
actividad de los microorganismos que pequefos cambios de humedad, pH o relacion C/N, de lo
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que se deduce la importancia de los valores de la temperatura durante el proceso (Miyatake y
lwabuchi, 2006).

El mercado del compostaje debe caminar hacia la conciencia de calidad que permita adaptar
cada producto final a cada situacion particular, para ello se debe fomentar la sensibilizacién de los
productores y los consumidores (Raviv, 2005). Para una correcta evaluacion de la calidad
agronémica del compost se deben considerar diferentes parametros relevantes para su uso, tales
como: granulometria, pH, conductividad eléctrica, capacidad de intercambio catiénico, relacion
C/N, nivel de nutrientes, contenido y estabilidad de la materia organica, indice de germinacion y
actividad microbiana, entre otros (Masaguer y Capa, 2008). El destino final del compost determina
también su calidad, siendo de gran importancia seleccionar los pardmetros que mejor definan las
caracteristicas del compost en funcién de su uso (Masaguer y Capa, 2008). Miller y Sullivan
(2005) establecieron la importancia relativa de diferentes parametros fisicos, fisico-quimicos,
quimicos y bioldgicos, segun el uso final del compost producido. Independientemente de que se
haga una evaluacién de la madurez y estabilidad mas exhaustiva, el test de germinacién de
Zucconi (Zucconi et al., 1981) es uno de los indices mas usados para saber la madurez de un
compost.

2. Material y métodos

Se utilizaron dos biodigestores construidos por paneles prefabricados tipo sandwich de
dimensiones 2,37m de largo, 1,42 m de longitud y 1,08 cm de ancho y volumen de 3700 L. La
aireacion se aplica mediante un ventilador centrifugo de alta presiéon, que proporciona un caudal
de aire de 600 m3/h. El aire se introduce a la mezcla a través de tuberias perforadas de plastico y,
si es necesario, se acondiciona mediante 3 baterias calefactoras. La temperatura del material de
compostaje se midié de forma continua gracias a tres sondas de temperatura Pt100 ubicadas en
diferentes puntos de la mezcla. Los datos de temperatura fueron almacenados de forma
automdtica en un DATA LOGGER (HOBO U12-008, marca Onset) y se descargaron
semanalmente a un PC.

En un experimento anterior (Correa-Guimaraes et al., 2013; Sanchez-Bascones et al., 2008),
se utilizaron diferentes proporciones de mezcla y ciclos de aireacioén, los resultados permitieron
seleccionar en el presente estudio dos ciclos de aireacién: 5 minutos cada 24 horas (AT24) y 5
minutos cada 12 horas (AT12), y una proporcion de mezcla de residuos de incubadora: cama de
1:2 en peso. El llenado de los biodigestores se realiz6 alternando capas de residuos de
incubadora y cama de gallina, comenzando por una capa de viruta de madera para controlar los
lixiviados.

Los residuos de incubadora y la cama de gallinas fueron proporcionados por una granja avicola
situada en Valladolid (Espafia). Las experiencias se realizaron entre los meses de junio y octubre.
Todas las materias primas fueron plenamente caracterizadas, en la Tabla 1 se presentan los
valores que afectan a las proporciones de llenado.

Tabla 1. Caracterizacion fisico-quimica de residuos usados durante el compostaje.
Parametro I.-|u<’av.o Huevo Pollito Viruta Cama
infértil abortado
Humedad (% smf) 21,17 21,17 13,74 8,54 22,12
Nt (% sms) 5,86 7,21 10,08 0,51 1,88
Ct (Y%sms) 48,50 43,74 52,86 49,36 32,27

Cor 45,56 40,06 52,76 49,36 29,76
MO. (%sms) 86,55 88,06 90,95 95,09 85,30
Cor/Nt 7,77 5,62 5,23 96,07 15,80
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3. Resultados y discusion

La Figura 1 muestra la evolucion de la temperatura durante la fase bio-oxidativa. Los aportes
de agua durante el proceso se indican con flechas para mantener la humedad en torno al 55%. La
temperatura ambiente fluctué en un estrecho rango (25 a 35 °C) durante la fase bio-oxidativa.
Inicialmente, la temperatura de la mezcla fue de 22°C. Las fluctuaciones de las temperaturas
registradas durante el compostaje, para los dos tratamientos, fueron similares mostrando los tres
pasos clasicos del proceso (Inbar et al., 1993):

Fase mesofila: En esta fase predominan los microorganismos meséfilos, que toleran una
temperatura maxima de 45°C. Esta temperatura se alcanza de forma muy rapida a las 42 y 36
horas para los tratamientos TA24 y TA12, respectivamente. Este rapido aumento inicial de la
temperatura, sintoma del arranque del proceso, es causado por la descomposicién de la materia
organica y los compuestos nitrogenados, por parte de una poblacidon microbiana creciente
(Nikaeen et al., 2015).

Fase terméfila: La temperatura en el tratamiento TA24 subidé a un maximo de 62,2 durante el
sexto dia de compostaje. Este valor maximo de temperatura fue mayor en el caso de TA12,
alcanzando los 66,3 °C a los 4 dias de compostaje probablemente debido a que el tratamiento
TA12 suministra mas oxigeno a los microorganismos aerobios, dando como resultando un
aumento mas répido en la temperatura. Por otro lado, la fase termdfila (>45°C) se prolongé mas
en el tiempo en el tratamiento TA24 (84 dias), con respecto al TA12 (64 dias), posiblemente
debido a una menor tasa de degradacion y menores perdidas de calor por efecto de la aireacion.
Nikaeen et al. (2015) informaron del mismo comportamiento al estudiar diferentes sistemas de
aireacion en el co-compostaje de lodos de depuradora y restos de poda. La temperatura maxima
alcanzada es semejante a la observada por otros autores, tanto en el compostaje de gallinaza
(Gao et al., 2010; Khan et al., 2014; Tiquia y Tam, 2002) como en el de otros residuos ganaderos
(Chen et al., 2010; Jiang et al, 2015; Liu et al, 2011). Sin embargo, la duracién de la fase
termdfila fue mayor a las observadas por otros autores en el co-compostaje de diferentes residuos
orgéanicos con gallinaza (Khan et al., 2014; Shen et al.,, 2011; Wei et al., 2014). Esta larga fase
termdfila refleja una mayor disponibilidad de sustancias degradables, tales como hidratos
carbonos y sustancias grasas (Piotrowska-Cyplik et al., 2013).
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Figura 1. Perfiles de temperatura durante el proceso bio-oxidativo del co-compostaje de residuos de
incubadora y cama de ponedoras para los tratamientos TA24 (a) y TA12 (b) (Tg: t en parte inferior del
biodigestor r; Tgy: t2 en parte media del biodigestor; Tgs: t2 en parte superior del biodigestor; Ta: t ambiente)

Fase de enfriamiento: Tras la fase termdfila, la temperatura disminuy6é gradualmente. Este
descenso de la temperatura es provocado por la desaceleracién de la actividad microbiana y la
tasa de descomposicion de la materia organica, al aumentar la estabilidad de la misma. Después
de cien dias de compostaje, en los dos biodigestores la temperatura disminuye hasta valores
cercanos a los 35°C, dandose por finalizada la fase activa. Posteriormente, la fase de maduracién
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se realiz6 en pilas al aire libre, en las cuales la temperatura disminuyé hasta temperatura
ambiente (8-15 °C).

En el compostaje también se tiene que asegurar una correcta higienizacion de los sustratos, ya
que ello repercute de forma directa sobre la calidad y el potencial agronémico de los productos
obtenidos (Noble y Roberts, 2004). Para conseguir esta correcta higienizacion la Agencia
Estadounidense de Proteccion Ambiental (EPA, 2003) recomienda que el compostaje se
mantenga por encima de 55°C durante 15 dias o por lo menos 5 dias consecutivos. Estos
requisitos se cumplieron sobradamente en los dos tratamientos, ya que se superaron los 55°C
durante 32 y 25 dias en los tratamientos TA24 y TA12, respectivamente, a lo largo de toda la fase
bio-oxidativa.

Los resultados del test de germinacién de Zucconi para ambos compost son de 92,02% para
TA24 y 124,27% para TA12, ambos valores superiores al 80% establecido por Zucconi et al.
(1981) para ser considerados aptos.

4. Conclusiones

Los perfiles de temperatura reflejaron la evolucién del proceso, mostrando un periodo termdéfilo
mas prolongado en el caso del tratamiento TA24, debido a la velocidad del proceso
biodegradativo, consecuencia de un menor aporte de oxigeno. En ambos tratamientos se
alcanzaron temperaturas superiores a 55°C durante varios dias, lo que seguramente condujo a la
destruccion de gérmenes patégenos.

Se observo que ambos compost presentan un adecuado grado de madurez, siendo superior
para el compost TA12.
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Resumen

En este trabajo, se han comparado dos tecnologias (compostaje y vermicompostaje) aplicadas a una
mezcla constituida por lodos de aguas residuales urbanas y Phragmites australis (carrizo vegetal)
procedentes del Centro de las Nuevas Tecnologias del Agua (CENTA) de Carrion de los Céspedes (Sevilla).
Se han desarrollado dos ensayos experimentales a escala piloto. Uno con una mezcla de lodos y carrizo, en
proporcién 1:1 (en base seca) y el otro con la misma proporcion de mezcla inoculada con Eisenia foetida (1
kg). Ambas mezclas se han regado y volteado semanalmente durante 100 dias que han durado los
ensayos. Se han determinado el pH, los porcentajes de soélidos volatiles y nitrégeno total, el contenido
metdlico (Cu, Cd, Cr, Ni, Pb, Zn), la presencia de E. coli y Salmonella sp. y se ha evaluado el grado de
estabilidad, mediante la T maxima de Autocalentamiento y el andlisis de grupos funcionales presentes en
sustancias humicas. Los resultados indicaron que la aplicacién del compostaje acelera el proceso de
estabilidad en mayor medida que el vermicompostaje. Respecto al contenido de patdégenos, las condiciones
de operacion han permitido la higienizacion solamente en el caso del compostaje. En base a la legislacion
espafola (RD 1310/1990), tanto compost como vermicompost han presentado un contenido metalico dentro
de los rangos permitidos para uso agricola.

Palabras clave: compost, vermicompost, carrizo vegetal, metales pesados, estabilidad.
1. Introduccion

Actualmente, la generacion de aguas residuales urbanas e industriales representa uno de los
mayores problemas medioambientales al que nos enfrentamos. En este sentido, existe numerosa
investigacion que busca la optimizacion de los tratamientos biolégicos convencionales (aerobios y
anaerobios) de estas aguas residuales para incrementar la eficacia y en consecuencia, disminuir
los costes medioambientales y econdémicos. Sin embargo, cuando el agua residual procede de
pequefas poblaciones se buscan alternativas mas econdmicas, tales como la aplicacion de
humedales con especies vegetales capaces de reducir el poder contaminante (Chan et al., 2009)

El Centro de las Nuevas Tecnologias del Agua (CENTA) de Carrion de los Céspedes (Sevilla)
aplica diferentes tratamientos no convencionales, tales como humedales constituidos por
Phragmites australis (carrizo vegetal) que es una planta perenne, con tallos que se desarrollan en
un sistema de rizoma extenso y que puede alcanzar hasta 6 m de altura. Esta planta es invasora y
por tanto, debe controlarse su desarrollo mediante métodos quimicos, biolégicos o mecanicos
como la poda (Mal and Narine, 2004). Este ultimo, se lleva a cabo en el CENTA y genera una
cantidad de residuo vegetal que se suma a la ingente cantidad de lodo que también se produce en
el resto de operaciones que conlleva el tratamiento del agua residual urbana en el Centro.

El compostaje y el vermicompostaje resultan vias sostenibles de reciclaje para este tipo de
residuos. La bibliografia aporta datos acerca de la aplicacion de ambos procesos en mezclas de
lodos procedentes de aguas residuales urbanas con otro tipo de materiales (Garg et al., 2006;
Mohedo, 2002; Elvira et al., 1998) y compostaje aplicado a mezclas de carrizo vegetal con otros
residuos biodegradables, tales como los generados en actividades ganaderas (Toumpeli et al.
2013). Sin embargo, no existe bibliografia sobre estudios de mezclas de lodos y carrizo vegetal.
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En este trabajo, se comparan ambos procesos, compostaje y vermicompostaje, aplicados a una
mezcla de lodos y Phragmites australis, con el fin de evaluar qué tratamiento es mas efectivo y
estudiar la calidad de los productos.

2. Materiales y Métodos

Ambos experimentos se han realizado a escala piloto con una mezcla de lodos y Phragmites
australis, en la proporcion 1:1 (peso seco), tratada durante 100 dias con una frecuencia de riego y
volteo de una vez por semana. El proceso de compostaje se ha llevado a cabo en una plancha de
acero inoxidable mediante un sistema abierto de volteo manual y riego hasta alcanzar la humedad
del 55%. En el caso del ensayo de vermicompostaje, la cama de residuos, inoculada con Eisenia
foetida (1kg), se ha llevado al interior de un bidon de polietileno, sellado con tapa y abrazadera
metalica, y se ha regado hasta alcanzar una humedad del 85%. En ambos ensayos, se ha
seguido la evolucion térmica mediante sondas de temperatura (PT-100) y Data logger (TESTO). Al
final de los ensayos, el producto se ha obtenido mediante tamizado con una criba de 1 cm de luz.

En muestras tomadas, a diferentes momentos del proceso, fueron determinados parametros
fisico-quimicos, en base a métodos oficiales de andlisis o bien recomendados (RD 506/2013). Las
muestras se han secado a 70°C en estufa y se ha determinado la humedad mediante diferencia
de pesada. El pH se ha medido en suspension acuosa 1:25 (peso/columen) con pHmetro CRISON
Basic 20. El contenido de Solidos Volatiles se ha determinado mediante calcinacion en mufla a
550°C durante 4 horas y el contenido de Carbono Total se ha obtenido por multiplicacion del
anterior con el Coeficiente de Waskman. El Nitrégeno Total se ha analizado mediante una variante
del método Kjeldahl (Rosal, 2007) y el contenido metalico (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn) mediante la
técnica de Absorcién Atémica con un Espectrofotdmetro de Llama (Perkin Elmer AAnalyst 300).
Todos los analisis citados se han realizado por triplicado.

Por otro lado, la estabilidad del material se ha evaluado mediante la relacién C/N, la evolucién
de la Temperatura Maxima alcanzada en el Test de Autocalentamiento y la identificacion de
grupos funcionales presentes al final del proceso mediante Espectroscopia Infrarrojo con un
Espectrofotémetro FTIR-ATR (Perkin Elmer Spectrum Two).

Por ultimo, se han realizado andlisis microbioldgicos para cuantificacion de E. coliy Salmonella
sp. a los productos obtenidos, en base a las normas ISO 7251 e ISO 6579, respectivamente.

3. Resultados y Discusion

En las primeras semanas, se alcanzaron temperaturas terméfilas y la temperatura maxima fue
en torno a 55°C. A medida que avanza el proceso, disminuye la materia organica faciimente
degradable y con ello, se reduce la actividad microbiol6gica (Arcos et al., 2008).

En el caso del proceso de vermicompostaje, la temperatura interna de la cama se ha
mantenido dentro del rango de 15-35°C que es considerado como éptimo para la actividad de la
Eisenia foetida (Elvira et al., 1998).

La Tabla 1 muestra los resultados de los andlisis de parametros fisico-quimicos y
microbioldgicos realizados a muestras tomadas al inicio del proceso, en cuatro momentos
posteriores y al compost y vermicompost obtenidos mediante tamizado. El pH fue similar en
ambos casos y se mantuvo, practicamente, entre 6,00 y 8,00 que es rango aceptable para la
actividad de la microbiota y de la Eisenia foetida (Gémez, 2011). Este comportamiento del pH es
analogo al aportado por otros autores para residuos biodegradables tratados con este tipo de
tecnologias (Leite et al., 2015; Mohedo, 2002). Como es l6gico, se observa que el porcentaje de
solidos volatiles disminuye a medida que avanza el proceso (reduccién del porcentaje en torno a
20 puntos). Los productos incrementan ligeramente su contenido porque en el cernido, constituido
por las particulas de menor tamario, se concentra la fraccién organica (Rosal, 2007).

La relacion C/N es un parametro que junto con otros, tales como la Temperatura Maxima de
Autocalentamiento y la identificacién de grupos funcionales propios de las sustancias humicas, es
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utilizado para evaluar como evoluciona el grado de estabilidad (Arcos, 2011). En ambos
experimentos, la relacién C/N disminuyé a medida que avanz6 el proceso (Gutiérrez y Corredera,
2010; Rosal, 2007) aunque este descenso fue 1 punto méas acusado en el compostaje. Respecto a
la Temperatura Maxima de Autocalentamiento, se observa que la estabilidad alcanzada mediante
el proceso de compostaje fue superior a la que se alcanz6 con el vermicompostaje.

El contenido metalico fue menor en el caso del vermicompost. Este hecho podria deberse a
fendmenos de lixiviacion y a la capacidad de asimilacion metélica de la Eisenia foetida. En
cualquier caso, ambos productos presentaron concentraciones metdlicas significativamente
inferiores a las que por legislacién se exige para el uso de lodos en agricultura (RD 1310/1990).

En los analisis microbiolégicos, los resultados indicaron que el proceso de compostaje ha
conducido a un producto “higienizado”; sin embargo, en el caso del vermicompostaje, se detectod
presencia de Salmonella sp. y E. coli (<106 UFC/g) en el producto final.

Tabla 1. Caracterizacion fisico-quimica de la pila y la cama en cuatro momentos del proceso.
Muestreo

Parametros (dias) Compostaje Vermicompostaje
0 5,9+0,1 5,9+0,1
7 6,5+0,2 6,5+0,1
oH 14 6,6+0,2 6,5+0,3
42 6,9+0,3 6,8+0,1
84 7,6+0,1 7,2+0,1
100* 7,1+0,1 6,8+0,1
0 78,9+1,3 78,9+1,3
7 74,0+1,1 73,0+1,6
. . 14 65,7+1,2 72,1+2.4
Solidos Volatiles (%) 42 63441 1 65,042 1
84 60,6+1,0 62,7+1,2
100* 64,7+1,1 66,5+1,2
0 13,5 13,5
7 15,4 14,1
14 12,7 13,5
CN 42 11,9 12,1
84 10,8 11,6
100* 11,0 11,7
Temperatura Maxima 0 50,1 501
Autocalentamiento (°C) 21 32,6 34,8
100" 26,5 30,2
Cd (ppm) ND ND
Cr (ppm) 110 98
Cu (ppm) 100* 262 208
Ni (ppm) 33 24
Pb (ppm) 46 38
Zn (ppm) 811 858
E. coli (UFC/g) . <10 3,7x10°
. ) 100 . .
Salmonella sp. (Ausencia/Presencia/25g) Ausencia Presencia

Valores medios y desviacion estandar (n=3). ND=No Detectable.*Corresponden a compost y vermicompost.
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En la Figura 1, el espectro de infrarrojo al compost y al vermicompost realizado mostré bandas
correspondientes a diferentes grupos caracteristicos de las estructuras moleculares de las
sustancias humicas y cuya presencia resulta indicativo del avance de cada proceso.

% T

cmd
Figura 1. FTIR-ATR del producto obtenido en cada proceso.

Se registré una banda ancha a 3300 cm™ correspondiente a grupos (O-H) de diferente
naturaleza (carboxilica, fendlica, alcohdlica) y grupos (N-H). Las bandas, en torno a 2900 cm™,
pertenecen a grupos (C-H) simétricos y asimétricos de cadenas alifaticas. La banda registrada a
1625 cm™ corresponde a grupos funcionales (C=C) de estructuras aromaticas, con grupos (C=0)
de quinonas y cetonas. Una banda ancha, con centro a 1.430 cm™, se atribuye a vibraciones de
diferentes grupos, entre ellos, (-C-H) de anillos aromaticos, y (-C-O) de fenoles y carboxilos. La
banda a 1.008,6 cm™ se corresponde con vibraciones (-C-O) asociadas a estructuras de restos de
polisacaridos, carbohidratos y ésteres aromaticos. Por Gltimo, la banda (-H), registrada a 828 cm™,
se asigna a vibraciones de anillos aromaticos (Andrés C. et al., 2012; Huang et al., 2006).

4. Conclusiones

A las condiciones de operacion que se han desarrollado los experimentos, ambas tecnologias
han incrementado el grado de estabilidad del material; aunque, en este sentido, el compostaje ha
resultado mas eficaz. Respecto al contenido de patégenos, la “higienizacion” solamente se ha
conseguido en el caso del compostaje. Compost y vermicompost cumplieron los limites
establecidos respecto al contenido metalico para su posible uso agricola, segin RD 1310/1990.
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LINEA TEMATICA II:

USOS DE LOS RESIDUOS ORGANICOS, COMPOSTS Y
DIGESTATOS.
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Resumen: La aplicacién de compost en el suelo produce un aumento de la cantidad, diversidad y actividad
de los microorganismos, bien sea los que provienen del compost o por la activacion de la microbiota del
suelo. Los suelos enmendados con materia orgénica son colonizados por microorganismos que compiten
por nutrientes, parasitan o controlan el crecimiento de potenciales patégenos edaficos, como seria el caso
de Fusarium graminearum. La gestion ecoldgica de los cultivos de cereales en Catalufia Central, donde hay
abundancia de ganaderia, se basa en la aplicacién regular de estiércoles compostados, que afecta a la
reserva de materia organica y a su capacidad de mineralizacion de nitrégeno.

En este contexto se plantearon los siguientes objetivos i) evaluar la supresividad natural frente a F.
graminearum de los suelos de cultivos de cereales, con y sin gestion ecoldgica, segin contenido de carbono
organico y nitrégeno ii) evaluar el efecto en la supresividad de un aporte de material compostado o fresco.
Para ello se han seleccionado 4 suelos con gestién ecolégica y 4 en convencional en los que se ha
evaluado la supresividad frente a F. gramineraum seglin el modelo de gestién y las interacciones de la
aplicacion de compost o de estiércol fresco.

Los resultados obtenidos muestran una supresividad muy alta (entre 75 y 100%) en todos los suelos,
comparada con el control turba (supresividad 6%). Los suelos con gestion ecolégica muestran una
tendencia en aumentar esta supresividad. Las aplicaciones Unicas de enmiendas organicas no aumentaron
la supresividad.

Palabras clave: supresividad natural, estiércol fresco, compost de residuos municipales (FORM),

1. Introduccion.

Las enfermedades edaficas estan provocadas por hongos patégenos que se transmiten a través
del suelo. En el caso de la podredumbre de la raiz del trigo o de la cebada (dryland root complex;
DLRRC) es una enfermedad provocada por los hongos patdégenos Bipolaris sorokiniana,
Microdochium nivale y diversas especies de Fusarium (principalmente F. culmorum,
pseudograminearum i graminearum). Estos hongos pueden producir podriduras en semillas,
plantulas, corona, tallos basales e incluso en las espigas (Paulitz et al. 2002). El dafio que estos
hongos hacen a menudo pasa desapercibido hasta que se observa una maduracién prematura del
grano (whiteheads en inglés). Las plantas infectadas presentan mayores sintomas en presencia
de estrés hidrico. El DLRRC se encuentra casi en todo el mundo, a menudo de forma latente y en
situaciones de sequia y temperatura elevadas en el periodo final del cultivo puede producir
pérdidas de hasta el 50% de la cosecha, con efectos muy negativos en la calidad del grano
(Tunali, B. et al. 2008).

Los materiales compostados ademas de favorecer el aumento de la reserva de C del suelo son
conocidos por su capacidad supresora de enfermedades edaficas (Trillas-Gay et al. 1986; Erhart
et al. 1999; Yogev et al. 2009). La competencia, la antibiosis y el hiperparasitismo son los
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principales mecanismos relacionados con la supresividad de algunos compost. Al aplicar compost
en el suelo se produce un aumento de la cantidad, diversidad y actividad de los microorganismos
ya sea de los que provienen del compost o por la activacion de la misma microbiota del suelo
como resultado a la aportacion de materia organica (Janvier et al. 2007). Los suelos enmendados
con materia organica compostada son ampliamente colonizados por microorganismos que
compiten por los nutrientes con los patdgenos edaficos; o bien los parasitan o bien controlan
quimicamente su crecimiento (Hoitink and Boehm 1999). Mas concretamente, sabemos que los
materiales compostados pueden suprimir enfermedades producidas por el género Fusarium en
diversos cultivos (Cotxarrera et al. 2002; Raviv et al. 2005) por lo tanto esperamos que la aplicacion
de compost como enmienda puede tener efectos significativos sobre la podredumbre de la raiz en trigo.

Las practicas agricolas ejercen una gran influencia en la salud del suelo y en su capacidad
supresora (Janvier et al. 2007). Las rotaciones de cultivos, la intensidad del arado y las
aplicaciones de materia organica pueden tener efectos importantes en las propiedades del suelo y
en consecuencia afectar también a la capacidad supresiva de un suelo. En concreto los efectos de
las aplicaciones de materia organica dependeran de las dosis de aplicacion y del grado de
madurez de las enmiendas (Erhart et al. 1999).

Las practicas ecoldgicas que se llevan a cabo en los cultivos de cereales de Cataluna Central
tienen como caracteristica diferencial a las practicas convencionales la aplicacion continuada de
materiales organicos compostados y la introduccién de leguminosas en sus rotaciones (Romanya
et al. 2011). Como resultado de estas practicas los suelos con gestién ecoldgica tienen unos
niveles de materia organica superiores y unas tasas de mineralizacién de N inferiores a los suelos
con gestion convencional. En este contexto nos planteamos la siguiente hipétesis: debido a su
mayor contenido en materia organica los suelos con gestidon ecoldgica presentaran una
supresividad superior a los de gestion convencional y una menor capacidad de respuesta a la
aplicacion de materiales organicos sean frescos o compostados.

En este trabajo presentamos los resultados de un experimento de supresividad natural frente
Fusarium gramineraum de cuatro suelos con gestion ecoldgica y de cuatro suelos con gestion
convencional con y sin la aplicacién de enmiendas organicas compostadas (FORM) o frescas
(estiercol de ovino). Los objetivos del trabajo son i) evaluar la supresividad natural frente a F.
graminearum de los suelos de cultivos de cereales, con y sin gestion ecoldgica, segun contenido
de carbono organico y nitrogeno ii) evaluar el efecto en la supresividad de un solo aporte de
material compostado o fresco.

2. Material y Métodos.

2.1. Seleccion de suelos y diseno experimental

Para el estudio de la supresividad natural frente a F. graminerarum en suelos y en suelos
enmendados con compost y estiércol fresco se han seleccionado 8 suelos procedentes de
campos de cultivo de cereales de Catalufa central. Cuatro de estos suelos, con gestion ecoldgica,
se habian fertilizado con estiércoles compostados durante por lo menos 10 afios mientras que los
otros cuatro habian recibido fertilizacién mineral, purines y estiércoles frescos (Tabla 1). Ademas
los suelos congestion ecologica los cereales han rotado con leguminosas en contraste del
monocultivo de cereales en los convencionales.
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Tabla 1. Fertilizacién durante los 10 dltimos afios en los campos seleccionados.

Loc

Car
Man

Esp

Pil

Campos ecologicos Campos convencionales
Enmienda C N Enmienda C N
kg/ha/afho kg/ha/afio

Bovino compostado 1053 97  Purines 978 214

Bovino compostado 1034 90  Purines+ 1101 195
gallinaza

Ovino compostado 827 81 Purines+ 1089 288
Bovino

Bovino + conejo comp. 986 76 Purines+ 754 191
mineral

El ensayo de supresividad natural se realizd6 en una camara de crecimiento (Fitotron) con una
iluminacion de 100 pmol m? s y una temperatura de 24 + 2°C, donde se colocaron los tiestos de
400 ml con mezclas de suelo o turba y enmienda organica. La turba se utilizd6 como control dado
que se conoce que es un medio con alta conductividad a F. graminearum. Como enmienda
organica se utilizd estiércol fresco ovino y un compost de alta calidad procedente de la fraccién
organica de residuos municipales (FORM; Tabla 2) a una dosis de 6.25 g por 100 g de suelo. En
cada tiesto se sembraron 10 semillas de trigo (Triticum durum var. regallo) y se monitored su
crecimiento durante 6 semanas. Las condiciones experimentales del emsayo consistieron en el
tipo de suelo (4 convencionales +4 ecoldgicos +turba) y el tipo de enmienda organica (nada,
compost y estiércol) y el in6culo de F. graminearum. El experimento en conjunto se repitid tres
veces.

Tabla 2. Caracteristicas del compost y del estiércol.

pH Ntotal (%) C/N
Compost FORM 7.98 3.0 7.0
Estiércol Bovino 5.50 1.9 18.5

2.2 Preparacion del inoculo. El inéculo se prepard a partir de muestras himedas de suelo que
se autoclavaron 2 dias consecutivos. Al tercer dia se les anadio patata troceada y se autoclavaron
de nuevo. Posteriormente se inoculd el patégeno producido en agar (carnation leaf agar). Luego
se homogeneizé y se dejé colonizar por el patégeno durante 3 semanas. Después se secd en
condiciones estériles y se almacené a 4°C hasta su utilizacién. En cada tiesto inoculado se
anadieron 100 g de in6culo.

2.3. Evaluacion de la enfermedad. Al cabo de 6 semanas se cosecharon las plantas y se evalud
Su peso seco. Los tratamientos no inoculados se tomaron como control. El porcentaje de
supresividad se calculd a partir de del cociente entre la produccién de las plantas inoculadas y las
no inoculadas.

2.4. Analisis de suelos. Al final del ensayo se tom6 muestra d ellos suelos y se analizé su
contenido en C organico, N total y N mineral (NO3 y NH,)

2.5. Anadlisis estadistico. La supresividad de la enfermedad segln el modelo de gestion del suelo
y segun la aplicacion de enmiendas orgénicas se testé mediante un ANOVA de dos factores. Se
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caslcularon las correlaciones de Pearson entre la supresividad y el contenido en C, N y N mineral
de los suelos.

3. Resultados y Discusion.

Los suelos con gestién ecolégica tienen mayor contenido en C organico y en nitrégeno total. Este
hecho pude ser debido a la aplicacién repetida de materiales organicos compostados (Romanya et
al. 2011). También vemos como una simple aplicacion de compost aumenta mucho mas la
reserva de C organico y de N total que la aplicacion de materiales frescos en este caso mas
pobres en materia organica. Sin embargo, la aplicacion repetida de de materiales compostados no
afecta al N mineral ni al potencialmente mineralizable (datos no mostrados). Vemos también como
el poder supresivo sobre la podredumbre de la raiz es muy elevado en todos los suelos
estudiados ya que en todos los casos sobrepasa el 75% frente al 6% de la turba (material de
referencia).

Destacamos que los suelos con gestién ecoldgica que han recibido materiales compostados
durante por lo menos una década muestran una ligeras tendencia a aumentar su capacidad
supresora (Fig. 1). Dicha tendencia coincide con un aumento en materia organica y en N total pero
no se relaciona con los cambios en el nitrbgeno mineral o mineralizable.

Sistema de cultivo 0.062 Convencional
[ Ecolégico

100 4

80
kel
I+
he}
>
‘e 60 1
o
=%
>
(2]
* 40

20 A

0 T T T T
Turba Suelo Suelo + Compost Suelo + Estiércol

Figura 1. Supresividad de la podredumbre de la raiz medida segln respuesta al crecimiento de plantulas
de trigo en suelos de cultivo de cereales con y sin enmiendas de compost y estiércol fresco. También se
muestra la supresividad de la turba.

4. Conclusiones.

En conclusién podemos inferir que el incremento de la capacidad supresiva de los suelos con
gestion ecolodgica tendra que ver con los cambios en la reserva de materia organica mas que con
los procesos de mineralizacion de nitrégeno. Una sola aplicacion de material compostado no
muestra ningun efecto sobre la capacidad supresiva de un suelo a F. graminearum si bien muestra
un efecto importante en la disponibilidad de nitrégeno.
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Resumen: Existen diversos estudios sobre uso de té de compost para el control de enfermedades. En estos
extractos se han encontrado microorganismos aerébicos, que incluyen cepas de bacterias y hongos, que se
reconocen como agentes potenciales de control biolégico (Weltzien et al., 1991) y supresor de patégenos.
Este es el punto de partida de este trabajo en el vamos a estudiar la aplicacién de los extractos de compost
en distintas dosis para el control de Rizoctonia en patata. En primer lugar, se ha realizado un andlisis fisico-
quimico del té de compost empleado en dilucion 1:5 (v/v), mostrando que contienen una cantidad importante
en Ny K (superior a 2000 ppm), asi como &cidos humicos (10.3% sobre materia seca). En segundo lugar,
se ha comprobado el efecto supresor in vitro cultivando Rhizoctonia solani en PDA (Potato Dextros Agar)
con extracto en concentracioén de 1:10 (v/v). En el intervalo de 2 a 5 dias el crecimiento del hongo en el
medio con el extracto se ralentizd, mostrando un cierto control sobre el patégeno. Por Ultimo, se ha
ensayado la aplicacién en maceta con dos dosis distintas (60 y 120 ml/maceta y semana) y tres variedades
de patata (Agria, Hermes y Lady Amarilla). En dichos ensayos, el extracto ha presentado un efecto
vigorizante y supresor sobre R. solani.

Palabras clave: lucha bioldgica, fungicida, solanaceas, fitopatologia

1. Introduccion.

El cultivo de patata en Espana, y en concreto en Castilla y Ledn, es uno de los principales motores
de la economia agraria, siendo una de las fuentes principales de ingresos y el principal producto
horticola consumido.

La tendencia actual hacia una agricultura mas sostenible y la limitacion del uso de productos
quimicos para combatir plagas y enfermedades, origina la necesidad de buscar nuevas formas
para controlarlas. En este contexto se encuadra el estudio de los tés de compost, extractos a base
de agua, que se puede preparar usando composts de origenes variables. Las caracteristicas del
compost de partida influyen de manera importante en las propiedades bioldgicas, fisicas y
quimicas que adquiere el propio extracto (Scheuerell and Mahaffee, 2002).

El uso de estos extractos para el control de enfermedades ha sido estudiado por Weltzien (1991),
que sefala la presencia microorganismos aerdbicos reconocidos como agentes potenciales de
control biolégico.

Varios experimentos han indicado que la aplicacion de extractos de compost y vermicompost
mejora la salud de las plantas, el rendimiento y la calidad nutricional (Al-Dahmani et al., 2003; Elad
y Shteinberg, 1994; Scheuerell and Mahaffee, 2004). Los extractos de compost pueden
suministrar biomasa microbiana, materia organica con granulometria fina y acidos organicos, que
pueden actuar como reguladores del crecimiento vegetal y aportar nutrientes minerales solubles.
Estas investigaciones muestran que la eficacia de los extractos es variable y depende
principalmente de la naturaleza y caracteristicas del compost de partida, asi como del tipo de
cultivo y el patégeno a controlar.
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El estudio del uso de compost de residuos altamente organicos estd motivado por el poder de
supresion que presentan (Marin et al., 2014), en los que la microbiota que permanece en el
producto final esta directamente implicada.

Por ello, en este trabajo se estudié el efecto supresor de dos dosis de té de compost de residuos
vegetales en el control de una de las enfermedades que mas afecta al cultivo de patata, la
Rizoctonia.

2. Material y Métodos.

En primer lugar, se realiz6 una caracterizacion fisico-quimica del té de compost procedente de
la empresa “Viveros El Arca” utilizado en los ensayos de produccion. Para ello se analizaron los
siguientes parametros: pH, CE, N, P,Os, K0, S, Mg, Ca asimilables, medidos mediante fotémetro
portatil Hanna y acidos himicos mediante precipitacion y oxidacién con dicromato.

A continuacion se realiz6 una prueba de supresion en placa, afiadiendo al PDA un 10% de
extracto de compost (v/v). Se valor6 el diametro de crecimiento del hongo en comparacién con un
control sin extracto.

El ensayo de producciodn se llevé a cabo en macetas de 25 | de capacidad, con seis plantas por
tratamiento. Las variedades de patata (Solanum tuberosum L.) utilizadas fueron Hermes, Lady
Amarilla y Agria. Se trata de variedades muy utilizadas por la industria de procesado para su uso
como Chips.

La variedad Hermes se caracteriza por su rusticidad, mientras que la variedad Agria se
caracteriza por ser altamente sensible a los ataques producidos por hongos, siendo la variedad
Lady Amarilla catalogada como una variedad de resistencia intermedia.

La plantacién se realizé el 10 de mayo de 2016 en un sustrato formado por turba rubia y
vermiculita en proporcion 1:1 (v/v).

Se planted la utilizacién de dos dosis de té de compost: 60 y 120 ml/semana, para evaluar el
efecto supresor frente a R. solani.

Los tratamientos ensayados fueron:

T1: R. solani + aportes de 60 ml semanales de té de compost.
T2: R. solani + aportes de 120 ml semanales de té de compost.
T3: R. solani.

T4: Control sin patégeno y sin té de compost.

Para la inoculacion del patégeno se crecid el hongo en PDA hasta que alcanzé el borde de la
placa. Posteriormente se realizé una emulsién de cada placa en 200 ml de agua destilada. Se
anadieron 20 ml de esta emulsién por maceta, 15 d después de la plantacion.

Los tratamientos con té de compost se iniciaron 10 d después de la plantacion.

Semanalmente se aplicé un riego de 500 cm® por planta (descontandose en las plantas que se
aplica el tratamiento la correspondiente cantidad de agua para evitar que los resultados puedan
ser erréneos) y de 1000 cm® en las 3 Gltimas semanas del ensayo dadas las necesidades hidricas
de las plantas.

A lo largo del ensayo se midio la altura de las plantas y se estimé el grado de infeccion de las
plantas aplicando valorando de 1 a 5 el grado de infeccién, correspondiendo el valor 1 a planta

sanay el valor 5 a planta muerta.
3. Resultados y discusion.

En la tabla 1 aparecen recogidos los resultados del analisis fisico-quimico del extracto de
compost utilizado.
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Tabla 1. Analisis fisico-quimico del extracto de compost.

CE N P,0s KO s Cca mg  Acidos
pH humicos
(dS/m)  (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
(% ms)
7.16 1.2 2240,4 61.4  2851.2 20 280 20 10,3

El pH fue similar al obtenido por otros autores que utilizaron sustratos variables (Ferruzi, 1986,
Martinez, 1996, Bollo, 1999 Masciandaro et al.,, 2000). Sin embargo, otros investigadores como
Tognetti et al. (2005), obtuvieron valores mas elevados, debido a la naturaleza de los materiales
utilizados para la elaboracion del compost.

En cuanto a la conductividad eléctrica (CE) podemos observar resultados similares a los
obtenidos por Pant et al. (2012).

El contenido en los elementos quimicos es destacable, sobre todo en fosforo y potasio, datos
que concuerdan con los expuestos por Labrador et al. (2001) en su estudio sobre compostaje de
alperujo.

El contenido en acidos humicos es mas elevado que el de los extractos analizados por Pant et
al. (2012).

En el ensayo de cultivo en placa se comprobd la reduccién de crecimiento de R. solani,
corroborando asi el efecto supresor, seguramente mediado por el crecimiento de distintos
microorganismos desarrollados a partir del extracto de compost (Figura 1).

Figura 1. Diametro de crecimiento de Rhizoctonia solani (mm).
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Por ultimo, en la tabla 2 se muestran los resultados del ensayo de produccién en maceta.

Tabla 2. Altura y grado de infeccién de las plantas (1-sana/5-muerta).

Variedad Tratamiento Altura (cm) Grado infeccién
T1 89,41 2,33
. T2 98,1 2,8
Agria
T3 76,41 4,66
T4 49 1,66
T1 137,25 2,33
T2 148,16 1
Lady Amarilla
T3 109,86 3,66
T4 104,41 1,33
TH1 96,66 2,33
T2 98,5 3,33
Hermes
T3 62,16 45
T4 87,91 1,16

Como se puede apreciar los tratamientos con extracto presentan una mayor altura en
comparacion con los testigos a los que Unicamente se les aplicé el agua de riego. Los primeros
sintomas de la enfermedad estan comenzando a aparecer, mientras que las testigos acusan
rapidamente la enfermedad, las plantas tratadas alin no muestran signos de la enfermedad siendo
su aspecto normal.

Se aprecia un mayor tamafo en las plantas del tratamiento T2 de las tres variedades en las
que la enfermedad aun no se ha presentado. Asi mismo se ve una reduccién de la incidencia de la
enfermedad, tal y como apuntan autores como Dionne et al. (2012).

La variedad Agria es muy sensible a R. solani y muestra dafios en las plantas del T3
rapidamente y en algunas plantas del tratamiento T1, mientras que las plantas del tratamiento T2
tienen mejor comportamiento frente a la enfermedad.

La variedad Hermes, mucho mas rdstica no es tan sensible a R. solani y los dafos que
presentan las plantas del T3 son menores, ademas el poder vigorizante de los extractos se refleja
con mayor claridad, siendo estas las que mayor altura presentan.

En la variedad Lady Amarilla, una variedad de sensibilidad intermedia los resultados del inicio
del ensayo son muy buenos, apreciandose un mayor poder vigorizante para las dos dosis de Té,
aunque siendo levemente superior en el tratamiento T2.

Este efecto supresor que poseen los extractos frente a los patégenos ha sido asociado con la
actividad microbiana y con la capacidad para sostener esta actividad que presentan (Hoitink and
Fahy, 1986; Hoitink and Boehm, 1999; Noble and Coventry, 2005).
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Resumen: El compostaje comunitario se estd afirmando como una via sostenible para prevenir la
generacion de residuos organicos domiciliarios. Sin embargo, en algunos casos las personas participantes
en los programas de compostaje comunitario plantean ciertas dudas y desconfianzas sobre la utilizacion del
compost obtenido.

El trabajo realizado tiene por objetivo disefiar e implementar una herramienta sencilla y barata para
demostrar y divulgar el uso del compost en el ambito de la jardineria y superar las posibles barreras para
promover su utilizacion.

La herramienta proporciona a los usuarios la posibilidad de constatar directamente como influyen distintas
dosis del compost procedente de las zonas de compostaje comunitario en el crecimiento de césped. El
sistema presentado quiere ser Unicamente una herramienta de divulgacion y no un ensayo cientifico-técnico
para lo que obviamente precisaria tener repeticiones.

En una zona publica ajardinada con césped bien implantado, préxima a un area de compostaje comunitario,
se delimitan 5 parcelas de menos de 10 m®. En cada una de ellas se aplica superficialmente dosis
crecientes de compost. Periddicamente el propio servicio de jardineria municipal corta y pesa in situ la
hierba de cada parcela. La ciudadania y el propio servicio de jardineria pueden dia a dia constatar el efecto
de las dosis de compost en el desarrollo del césped al estar en zonas muy visibles.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en dos municipios en los que se ha probado esta
herramienta, uno con clima mediterraneo (Noain) y otro atlantico (Baztan).

A la luz de los resultados obtenidos la herramienta ha demostrado ser un sistema sencillo y barato para la
promocion del uso del compost, con un gran potencial educativo y divulgativo.

Palabras clave: Autocompostaje, Compostaje Descentralizado, FORM, in-situ, Prevencion

1. Introduccion.

Las actuales politicas europeas (Directiva 2008/98/CE) contemplan un sistema jerarquico para
la gestion de los residuos, en el cual las acciones de prevenciéon constituyen las mas alta
prioridad. El compostaje comunitario se esta afirmando como sistema eficiente y sostenible de
prevencion de la fracciéon organica de los residuos municipales (FORM), en diversas zonas del
estado espanol y de Europa (Vazquez y col., 2015).

Sin embargo, habitualmente parte de los participantes en los diversos programas de
compostaje local, y de los ciudadanos en general, manifiestan dudas y una cierta desconfianza
sobre cémo utilizar el compost de FORM. Existe por lo tanto la necesidad de generar instrumentos
para dar a conocer como se usa en el ambito de la jardineria y superar las posibles barreras para
promover la utilizacion del compost comunitario por parte de usuarios y vecinos del entorno.
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Para este fin se ha desarrollado e implantado una herramienta, sencilla y de bajo coste, para
dar a conocer in-situ los efectos de la aplicacion del compost doméstico en jardineria. El trabajo
presentado describe los resultados obtenidos tras la implantacion en dos municipios de Navarra.

2. Materiales y Métodos.

La herramienta proporciona a los usuarios la posibilidad de constatar de manera muy aplicada
el efecto de las distintas dosis de compost sobre el crecimiento de césped.

La ciudadania dia a dia puede observar directamente el desarrollo de la prueba al estar en
zonas muy visibles. El sistema ideado se trata de un sencillo experimento de dosis-respuesta,
inspirado en pruebas de crecimiento experimentales (Lépez y col., 2010), en el que se aplica el
compost como fertilizante organico sobre un césped y se observa el efecto que éste tiene sobre el
crecimiento en la hierba. Se trata Unicamente de una herramienta de divulgacion de la utilizacion
del compost comunitario y, al no realizarse repeticiones, no puede ni quiere constituir un ensayo
técnico-cientifico para la evaluacion de la calidad del compost.

Se procede identificando una zona ajardinada con césped homogéneo (Lolium sp.) y bien
implantado cercana al area de compostaje comunitario, en la cual se delimitan unas parcelas de
entre 5-10 m?. En primavera se fertiliza aplicando superficialmente, por encima del césped, una
cantidad de compost correspondiente a las dosis a ensayar. Durante 4 meses los servicios
municipales realizan cortes periddicos, el primer de los cuales cuando la hierba alcanza los 5 cm
de altura. El peso de la hierba cortada es determinado in-situ con una bascula portatil o peso de
algun establecimiento comercial del entorno y apuntado en un registro (fig.1).

Figura 1. Control de producéic’m con una bascula portatil realizada por el servicio de jardines.

El sistema ha sido probado en dos localidades navarras, respectivamente de clima
mediterraneo y atlantico: Noain y Baztan (fig.2). En Noain el jardin seleccionado disponia de riego
automatico por aspersion puesto que esta zona mediterranea es imprescindible para el correcto
desarrollo del césped. En Noain antes de la aplicacién del abono se realiz6 una escarda manual
con azada para eliminar malas hierbas y se resembro con césped con el fin de mejorar la
homogeneidad de la zona del ajardinamiento seleccionado para el ensayo. El abonado en
superficie se realiz6 en abril y el primer corte un mes después. Los cortes han sido efectuados con
un cortacésped con sistema de recogida, realizados con periodicidad mensual. Se previeron 4
cortes en Baztan y 2 en Nodin.
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Figura 2. Localizacion del experimento en las dos Iocaliades (izquierda: Noain, derecha: Baztan)

En ambas localizaciones se marcaron con estaquillas fosforescentes en los extremos 5
parcelas, de 1,5 x 5 m en Nodin (7,5 m® y de 1,5 x 3 m en Baztan (4,5 m®. En cada parcela la
fertilizacién se manej6 de forma diferente (fig. 3). Una parcela sirvié como testigo sin fertilizacién.
Tres parcelas fueron fertilizadas con compost procedente del gallinero-compostador “Avicompo”
de Nodin, una iniciativa de compostaje comunitario asistido por gallinas (Storino y col., 2014),
aplicado a tres dosis distintas (10, 5 y 2,5 kg compost/parcela). La quinta parcela fue fertilizada
con 5 kg de compost diferente en las dos localizaciones. En Noain se utiliz6 compost procedente
de la microplanta municipal de compostaje de FORM vy residuos agricolas de Larrabetzu, Bizkaia
(Larrabetzu Zero Zabor, 2016). En Baztan se utiliz6 el compost comunitario del mismo municipio,
procedente de una de las 10 areas de compostaje comunitario de Elizondo, constituida por 3
compostadores de 800 L, en el que participan 8 familias, y que se encuentra al lado de las
parcelas. En la tabla 1 se presentan las caracteristicas de los diferentes compost.

También se realiz6 una encuesta final a los técnicos de Agenda 21 de ambos ayuntamientos.

Tabla 1. Caracteristicas analiticas de los compost utilizados.

“Avicompo” “Elizondo” “Larrabetzu”
. gallinero- compostaje compostaje
procedencia o .
compostador comunitario municipal
pH 8,6 7,6 8,0
conductividad eléctrica (uS-cm™) 2176 3757 1960
humedad (%) 35,2 61,4 59,1
Materia organica (g-100g™ss) 432 76,5 428
C/N 10 17 10
N total (g-100g™'ss) 2,79 2,67 2,07
P,Os (9-100g'ss) 1,67 1,18 1,88
K20 (g-100g™"ss) 2,40 2,05 0,73

ELIZONDO 5 | . - |Avicompoto | AVICOMPO 5 AVICOMPO 25 | 3 0 (testigo)

Figura 3. Aplicacién de distintas dosis (Kgpe/parcela) y tipos de compost (parcelas de Baztan)
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3. Resultados y Discusion.

La implantacién y seguimiento de las dos experiencias fue muy sencilla y no fue necesaria la

realizacion de inversion alguna para su desarrollo. Este tipo de pruebas han aportado informacion
interesante sobre las modalidades de uso del compost y han suscitado importante interés entre la
poblacion en general y los usuarios del compostaje comunitario en particular. Los 4 cortes de
hierba previstos inicialmente en cada localidad no se llegaron a realizar. En Baztan sélo se
realizaron 3 debido a la falta de lluvias en el mes de agosto. A su vez, en Noain sélo se realizaron
2 cortes debido a que desconocidos retiraron las sefializaciones de las parcelas y el personal de
jardineria seg6 accidentalmente la pradera sin realizar controles de peso. En cualquier caso en
todas las parcelas el desarrollo del césped fue adecuado no percibiéndose grandes diferencias en
funcién del abonado recibido. En ningun caso la aplicacién de compost tuvo efectos negativos en
el césped ni siquiera cuando se aplicaron a las dosis mas elevadas de 10 kg de compost por
parcela (tabla 2). Tener en cuenta que estas dosis ensayadas son muy elevadas y corresponden
con la aplicacién de 400 kg N/ha en Baztan y 250 kg N/ha en Noain. Al contrario, la aplicacion de
compost a las dosis méas altas aparentemente beneficid el desarrollo del césped en ambas
localidades, especialmente en el primer corte.
En Noain las parcelas abonadas con dosis intermedias de compost, 2,5 y 5 kg/parcela, produjeron
en el primer corte claramente mas hierba que las parcelas control. Observando los resultados
obtenidos en Noain se aprecia un crecimiento similar de la hierba en las parcelas abonadas con
el compost de Larrabetzu respeto a las que recibieron compost del Avicompo. Al contrario en
Baztan el compost del Avicompo produjo un mayor crecimiento de la hierba que el compost de
Elizondo posiblemente motivado por la elevada relacién C/N del compost de Elizondo.

Tabla 2. Peso fresco (kg) de la hierba producida en las dos localidades.
dosis y tipo de compost (kgpr /parcela)
0 (testigo) 2,5 Avicompo 5 Avicompo 10 Avicompo 5 Larrabetzu 5 Elizondo

12 corte 2,9 3,2 3,6 4,8 4.4 na
29 corte 2,2 1,8 1,9 2.4 1,9 na
total Noain 51 49 55 7,2 6,4 na
12 corte 4.4 49 6,1 6,3 na 49
29 corte 2 2,2 2,8 2,7 na 2,4
3¢ corte 6,4 6,4 7 5,4 na 57
total Baztan 12,8 13,5 15,8 14,4 na 13

Es necesario destacar que mas alla de los resultados técnicos, el verdadero resultado del
presente trabajo son los aspectos divulgativos y el potencial educativo de esta sencilla y barata
experiencia replicable por cualquier servicio de jardineria municipal. La valoracion en las
encuestas de los técnicos municipales y de los participantes en compostaje comunitario ha sido
muy buena, valorando principalmente la funcion demostrativa de la herramienta propuesta. Como
se ha indicado en Noain se realizaron sélo 2 cortes por la desaparicién accidental de las
estaquillas sefalizadoras del ensayo. Este hecho demuestra la necesidad de una mejor
comunicacion y coordinacion entre todos los agentes participantes en estas experiencias
colaborativas en espacios publicos. Por otra parte las encuestas realizadas a los técnicos
municipales, indican que el sistema propuesto no resuelve completamente sus dudas técnicas
avanzadas sobre el posible uso en jardineria del compost autoproducido, aunque reconocen su
utilidad para familiarizarse con sus posibles aplicaciones. Finalmente evidenciaron la facilidad de
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implantacién de esta herramienta, su bajo coste, la sencillez y el escaso requerimiento de mano
de obra.

Por dltimo se considera el potencial divulgativo de esta experiencia que podria ser amplificado
implicando a centros educativos de primeria 0 secundaria en su ejecucion. Dada su simplicidad y
bajo coste incluso los controles de crecimiento del césped podrian ser realizados por el alumnado
de asignaturas de ciencias naturales.

4. Conclusiones.

La puesta a punto y la implementacion de esta herramienta pueden considerarse exitosas. Se
ha proporcionado a la ciudadania una herramienta para experimentar directamente e in-situ la
utilizacion del compost obtenido localmente. Se trata de un sistema de facil manejo, barato y con
posibilidad de adaptarse a cualquier entorno. Los beneficios divulgativos han sido evidenciados
por los diferentes colectivos participantes (entidades locales, usuarios de los puntos de
compostaje comunitario, jardineros). Esta herramienta es muy Util para solventar las dudas y
desconfianzas de parte de la ciudadania sobre la utilizacién en jardineria de compost de FORM
procedente del compostaje comunitario y presenta un gran potencial vinculandola a los programas
de compostaje escolar.
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VALORACION DE TE DE COMPOST DE RESIDUOS DE JARDINERIA
COMO POTENCIADOR DEL CRECIMIENTO DE TOMATE Y LECHUGA

Morales-Corts, R.', Gomez-Sanchez, M.A.", Pérez-Sanchez, R.", Gonzalez-Rodriguez, S.’

'Area de Produccion Vegetal, Facultad de Ciencias Agrarias y Ambientales. Avda. Filiberto
Villalobos, 119. 37007 Salamanca. reme@usal.es

Resumen:

Los extractos o los tés de compost se generan realizando una mezcla de compost con agua e incubando
dicha mezcla durante un periodo de tiempo definido y filtrando posteriormente. Segun indican Reeve et al.
(2010), los tés de compost tienen un potencial prometedor para suplementar o reemplazar a otros
fertilizantes y como supresores de patégenos (Marin et al., 2014), pero se requieren estudios concretos de
aplicacion y analisis de la composiciéon de cada té de compost. En este trabajo se analizan fisico-
quimicamente dos tés de compost aireados, en proporcién 1:5 (v/v), (obtenidos con distintos tiempos de
maceracion y aireacién) a partir de compost de residuos de jardineria. Se ensaya la aplicaciéon en tomate y
lechuga, de dos dosis de té de compost, en dos sustratos (turba y vermiculita) y dos tipos de aplicacion
(foliar y al sustrato). Los resultados muestran que estos tés tienen una cantidad importante de N y K
(superior a 3000 ppm) y contienen acidos himicos (200 mg/l) que pueden estimular el desarrollo de los
cultivos. Tanto para tomate como para lechuga las aplicaciones al sustrato han dado mejor resultado que
las aplicaciones foliares, siendo estas uUltimas perjudiciales en el caso de lechuga. Para tomate las dosis
semanales de 40ml/planta al sustrato de turba y 60 ml sobre vermiculita, producen la mejor estimulacién del
crecimiento. En lechuga, la dosis semanal de 60 ml/planta, aplicada al sustrato, produce los mejores efectos
tanto en turba como en vermiculita.

Palabras clave: nitrato, potasio, acidos humicos, SPA, peso seco.
1. Introduccion.

Los extractos o los tés de compost se generan realizando una mezcla de compost con
agua e incubando dicha mezcla durante un periodo de tiempo definido y filtrando posteriormente.
Generalmente, los extractos son preparados mezclando compost maduro con agua sin cloro en
proporciones de 1:5 a 1:10 (v/v) (Al-Dahmani et al., 2003). Los tés de compost tienen un potencial
prometedor para aportar fertilizantes y como supresores de patdégenos (Marin et al., 2014). Como
respuesta a la necesidad creciente de utilizar productos mas sostenibles y que garanticen una
mayor seguridad alimentaria, los tés de compost pueden suponer una alternativa al uso de
fungicidas de sintesis (Pane et al., 2012).

La efectividad de los tés de compost puede variar considerablemente debido a las
diferencias en el tipo de compost y en el procedimiento de preparacion (Egwunatum y Lane,
2009). Algunos estudios como los de Marin et al. (2014), indican que los mejores resultados se
obtienen cuando se aplican tés aireados frente a no aireados. Este mismo autor sugiere también,
que los tés de compost tienen un papel importante como promotores del crecimiento vegetal y en
el control de enfermedades, apuntando que son necesarios nuevos estudios para llegar a
comprender su efectividad.

Algunos autores han sefialado que el compost de residuos vegetales presenta ventajas
respecto al de otros residuos organicos, debido a su menor riesgo de toxicidad por metales
(Benito et al., 2005) y por el interés de su alta actividad bioldgica (Ros et al., 2005). Segun indican
Reeve et al. (2010), parece ser prometedor el potencial que tienen los tés de compost como
suplemento o sustitutivo de otros fertilizantes, siendo necesario realizar estudios en cultivos
concretos, bajo diferentes condiciones de invernadero y de campo para ajustar su empleo. De
igual forma, Siddiqui et al. (2008; 2009) afirman la necesidad de estudiar la composicién quimica y
la calidad de los tés de compost.
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El objetivo de este estudio es analizar la composicion quimica de dos tés de compost de
residuos de jardineria (obtenidos con distintos tiempos de maceracion y aireacién) y ensayar su
uso en tomate y lechuga, sobre dos sustratos distintos, y con diferentes dosis y formas de
aplicacién.

2. Material y Métodos

2.1 Analisis quimico.

Se prepararon dos tés de compost de residuos de jardineria obtenidos en proporcién 1:5
(v/v) con agua. El primero, fue obtenido con 5 de dias de maceracién realizando una aireacion
diaria de 5h (T1.1). El segundo, se obtuvo con 15 dias de maceraciéon y 4h de agitacion diaria
(T2.1). En cada té se determinaron los siguientes parametros: Conductividad eléctrica y pH
usando respectivamente un pH-metro y un conductivimetro. NOg, P,Os, K20, SO,%, Cay Mg, con
un fotdbmetro HANNA HI 993310. Se analiz6 ademas el contenido en acidos humicos realizando
un fraccionamiento alkali/acido siguiendo el procedimiento indicado por Pant et al. (2012).
Transcurridos 6 meses después de su extraccion volvieron a analizarse muestras de cada uno de
los dos tés (T1.2y T2.2).

2.2 Ensayos de produccion

Se establecieron ensayos de crecimiento de lechuga romana (cv. Teresa) y tomate (cv. Roma
VF) sobre macetas de 1| de capacidad con 10 repeticiones de cada tratamiento. En el ensayo se
consideraron 2 sustratos diferentes (turba rubia y vermiculita), y dos modelos de aplicacién del té
de compost (sobre sustrato y foliar) aplicando dos dosis diferentes (40 ml/planta por semana y 60
ml/planta por semana). El té aplicado fue T1.1. Los planteles se transplantaron a maceta con una
hoja verdadera y el ensayo finalizé a las 12 semanas del transplante.

Los tratamientos realizados tanto en lechuga como en tomate fueron los siguientes:
AOQ: Control sustrato turba

A1: Aplicacion de 40 ml/semana de té al sustrato de turba

A2: Aplicacion de 60 ml/semana de té al sustrato de turba

A3: Control foliar (turba)

A4: Aplicacion de 40 ml/semana de té con pulverizacion foliar (sustrato turba)

A5: Aplicacion de 60 ml/semana de té con pulverizacion foliar (sustrato tuba)

B0: Control sobre vermiculita

B1: Aplicacién de 40 ml/semana de té al sustrato de vermiculita

B2: Aplicacién de 60 ml/semana de té al sustrato de vermiculita

B3: Control foliar (vermiculita)

B4: Aplicacién de 40 ml/semana de té con pulverizacion foliar (sustrato vermiculita)
B5: Aplicacion de 60 ml/semana de té con pulverizacién foliar (sustrato vermiculita)

Los parametros analizados en cada planta fueron: contenido en clorofila (unidades SPA)
medido con SPA-Konica Minolta, peso seco de la parte aérea, peso seco del sistema radicular y
peso seco total (mediante secado en estufa P-Selecta-210 de circulacién de aire a 60°C durante
48h).
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3. Resultados y Discusion.

Los resultados de los andlisis quimicos de los dos tés, tras su obtencion y pasados seis
meses, se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién quimica de los dos tés de compost en diferentes tiempos.
pH EC NO; P,Os K.O SO, Ca Mg Acidos Humicos

mScm' ppm ppm ppm ppm ppm ppm mg L’
Ti1 732 122 3200 102 3848 28 79 150 190
T12 746 146 4700 105 4039 12 26 138
Toi1 733 148 3300 368 4123 31 110 135 179

T22 712 1.43 3934 315 4016 13 0 128

A pesar de haber aplicado distintos tiempos de maceracion (15 dias y 5 dias) y de
aireacion en la obtencion de T1 y T2, la composicion en nutrientes y acidos humicos es muy
similar en los dos tés. El pH es proximo a 7 en ambos tés, variando muy poco con el transcurso de
6 meses. Morales-Corts et al. (2014) obtuvieron valores bastante similares a los obtenidos en el
pH de este estudio para extractos de compost de residuos de jardineria obtenidos en laboratorio.
La conductividad es ligeramente mas alta en el té de extraccion durante 15 dias y de igual forma
que para el caso del pH se produce una minima variacién con el transcurso de 6 meses. En
ambos casos, a los 6 meses, aumenta el contenido en nitratos, posiblemente debido a la
mineralizacion de la materia organica. Los resultados muestran que estos tés tienen una cantidad
importante de Nitrato y K,O (superior a 3000 ppm) en ambos casos, valores parecidos fueron
obtenidos por Naidu et al. (2010) en té de compost obtenido de residuos agricolas. T1 y T2
contienen &cidos himicos en valores préximos a los 200 mg/I que pueden estimular el desarrollo
de los cultivos. Mora et al. (2012) encontraron una relaciéon positiva entre la aplicacién de acidos
humicos y el crecimiento de raices en tomate.

Los resultados de la aplicacion del T1.1 sobre tomate se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros de crecimiento analizados en planta de tomate.

Contenido en Peso seco Peso seco parte Peso seco
clorofila raiz (g) aérea (g) total (g)
(unidades SPA)
AO0.Control s 14,9° 0,54° 2,327 2,867
A1.D1s 17,4' 1,06° 4,69° 5,75
A2.D2s 20,5 1,012 4,62° 5,642
Turba a b < c
A3.Control f 25,7 0,78 2,98 3,76
A4.D1f 21,3 0,80° 3,36° 4,16°
A5.D2f 21,6 0,85° 3,23% 4,08
B0.Control s 18,7 0,00° 0,00' 0,01°
B1.D1s 22,1 0,17° 0,32° 0,48°%
Vermiculita B2 D25 22,6%° 0,19° 0,39° 0,58°
B3. Control f 18,0°' 0,00° 0,00' 0,01¢
B4. D1f 21,3 0,02° 0,07 0,09°
B5. D2f 24,4% 0,06% 0,14 0,20"

s:aplicaciones a sustrato, f:aplicacion foliar, D1: dosis de té 40 ml/semana, D2: dosis de té 60 ml/semana
letras distintas *° en la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)
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Segun los resultados obtenidos, tanto en turba como en vermiculita, el té de compost aplicado
al sustrato, muestra mejores resultados en los pardmetros analizados, que la aplicacién mediante
pulverizacién foliar. Tanto la dosis de 40 ml semanales como la de 60 ml aplicadas al suelo
producen incrementos significativos frente al control consiguiendo ambas dosis resultados
similares en sustrato de turba. En el caso de vermiculita, al ser un sustrato mas deficitario en
nutrientes, la dosis de 60 ml, en general produce mejores resultados que la de 40 ml. Las
aplicaciones foliares al tomate con sustrato de turba, en ningin caso mejoran al control
correspondiente, suponiendo una bajada en el nivel de clorofila respecto al control, debido
probablemente al taponamiento de estomas producido por la aplicacién foliar. En el caso de
vermiculita, el tomate con aplicacién foliar de té mejora al testigo correspondiente, sobre todo en la
dosis mas alta, pero siempre generando plantas deficitarias en crecimiento y desarrollo. En el
caso del tomate, cuando la planta es muy pequefia se producen efectos negativos por la
aplicacion foliar, pero hemos observado que a partir de 4 hojas verdaderas, la hoja es mas dura y
ya no se producen efectos perjudiciales.

Los resultados de la aplicacion del T1.1 sobre lechuga se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de crecimiento analizados en planta de lechuga.

Contenido en Peso seco Peso seco parte Peso seco
clorofila (unidades raiz (g) aérea (g) total (g)
SPA)
A0. Control s 18,3° 0,03° 0,27° 0,30%
A1.D1s 19,1¢% 0,25° 0,77° 1,01°
Turba A2. D2s 23,4:°° 0,59° 1,06° 1,65%
A3. Control f 20,6°°% 0,08% 0,51° 0,58°
A4. D1f 18,4% 0,01° 0,04 0,05'
A5. D2f 22,620 0,01° 0,08% 0,09%
BO. Control s 24,3% 0,00° 0,01 0,11
B1.D1s 23,3%° 0,17% 0,14° 0,32°
Vermiculita B2 D25 23,2°% 0,39° 0,33° 0,71¢
B3. Control 17,9° 0,00° 0,01' 0,01'
B4. D1f 24,4% 0,02° 0,02' 0,03
B5. D2f 26,7° 0,01° 0,03 0,04'

s:aplicaciones a sustrato, f:aplicacion foliar, D1: dosis de té 40 ml/semana, D2: dosis de té 60 ml/semana
letras distintas *9 en la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)

En lechuga la dosis semanal de 60 ml/planta, aplicada al sustrato, produce los mejores efectos
tanto en turba como en vermiculita. En este caso, la aplicacion foliar resulta totalmente ineficaz al
ser la lechuga “Teresa” de hoja muy fina y acusar problemas con la aplicaciéon desde el inicio de
ésta. Wéjcik (2004) senald que los tés de compost en aplicacién foliar son efectivos en plantas con
baja actividad radicular. Este hecho puede ser también al causa de la baja efectividad de las
aplicaciones foliares ya que comenzaron a aplicarse sobre planteles muy pequenos con alta
actividad radicular.

En ambos ensayos, para tomate y lechuga, se observa claramente un aumento del peso de
las plantas con al aplicacion del té al sustrato frente a los controles no tratados. Esta mejora en los
pesos, esta de acuerdo con resultados obtenidos por otros autores como Hargreaves et al. (2009)
y Marin et al. (2014).

El efecto positivo producido por la aplicacion del té de compost (principalmente sobre sustrato)
puede ser debido, segun indican Zmora-Nahum et al. (2008) a los nutrientes aportados, a los
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promotores del crecimiento tales como los &cidos humicos y posibles fitohormonas y a los
microorganismos presentes en el té.

4. Conclusiones.

El t¢ de compost de residuos de jardineria obtenido en proporcién 1:5 (v/v) durante 5 dias de
maceracion y 4h diarias de agitacion aporta N, K y acidos hamicos en una cantidad suficiente
como para estimular el crecimiento de plantas de tomate y lechuga. Este té no cambia sus
propiedades quimicas a los 6 meses de su obtencién. Los aportes de té de compost de residuos
de jardineria sobre plantel pequefio (de tomate y lechuga) son mas eficaces sobre sustrato que
con aplicaciones foliares. Dosis de 40 | semanales al tomate producen un aumento notable del
desarrollo respecto a plantas no tratadas, mientras que en lechuga el aporte de 60 | semanales es
mas eficaz que la dosis de 40 |.
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Resumen

El objetivo de este trabajo ha sido el estudio comparado de diferentes escenarios de fertilizacién organica
en la produccion comercial de espinaca (Spinacia oleracia) frente a la fertilizaciéon inorganica usualmente
utilizada (abonos NPK con y sin liberacién lenta), dosificados a 150 kg N/ha, asi como su repercusion en el
secuestro de C en el suelo y a las emisiones de gases GEI durante el cultivo.

Palabras claves: rendimiento, espinaca, NPK, extraccion, carbono organico del suelo, GEI, CO,
1. Introduccion

Las practicas de fertilizacién usualmente empleadas en la agricultura intensiva del sureste
espanfiol constituyen un factor de riesgo para la calidad de los suelos debido a que no incluyen en
muchos casos la restauracién de la fertilidad organica. El uso de biofertilizantes de matriz organica
representa una oportunidad para el desarrollo de un manejo mas sostenible y respetuoso en el
precario contexto ambiental que existe en la cuenca Mediterranea, incluyendo externalidades
como secuestro de C en el suelo y reduccién de emisiones de gases GEIl. El aumento en la
superficie agricola bajo practicas de manejo intensivo ha generado una serie de impactos
medioambientales tales como una mayor erosiéon, cambios en el uso del suelo, sobreexplotacion
de recursos, contaminacion de aguas subterrdneas o aumento de emisiones de GEIl a la
atmésfera (Mattsson y col., 2000). Adicionalmente en cultivos como la espinaca es necesario
controlar los niveles de nitrato en hoja por lo que es habitual el uso de fertilizantes de liberacién
lenta (encapsulados y/o con inhibidores de la nitrificacion). El objetivo de este trabajo ha sido el
estudio comparado de diferentes escenarios de fertilizacion organica en la produccion comercial
de espinaca (Spinacia oleracia) frente a la fertilizaciéon inorganica usualmente utilizada (abonos
NPK con y sin liberacion lenta), dosificados a 150 kg N/ha, asi como su repercusion en el
secuestro de C en el suelo y en las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) durante el
cultivo.
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2. Material y métodos

Este experimento de campo fue llevado a cabo durante la primavera de 2016 en Librilla
(Murcia-S N 37° 53' 16"; 37°55'01.9"N 1°17'16.8"W; 180 m.s.n). El clima en esta zona es
semidrido calido y durante el experimento, las condiciones climaticas fueron temperatura media de
17,2°C y maxima de 24°C, humedad relativa media 46,75%, precipitaciones totales de 62,47 I/m?
(8 eventos) en los 61 dias de experimento. El suelo donde se establecié el cultivo fue determinado
como calcaric fluvisol (FAO, 2014).

Se establecieron 12 tratamientos incluyendo 7 enmiendas organicas estabilizadas (COM
fertilizante 6rgano-mineral comercial, Venus Bitop®; TP compost lodo-tronco palmera; HP
compost lodo-hoja palmera; JU compost vegetal procedente de jardineria urbana -cespaceas,
arbustivas y lefiosas-; VT vermicompost de origen ganadero; y PV mismo vermicompost
peletizado), 2 residuos organicos frescos (DI digerido de un digestor anaerdbico agroalimentario; y
LO lodo EDAR fresco). Se usaron también 3 fertilizaciones inorganicas (NOLI fertilizante
convencional NPK triple 15; 2 fertilizantes comerciales inorganicos NPK de liberacion lenta LI-1
Nutricote® y LI-2 Nitrofoska®). Se establecié un tratamiento testigo sin fertilizar (B). ElI ensayo
consistié en un disefio de subparcelas de 12 m? con distribucién al azar por triplicado, cultivando
espinaca (Spinacia oleracia) con densidad de plantaciéon de 150.000 plantas/Ha, y riego por goteo
(4L/h). Los tratamientos se ajustaron para lograr un aporte de 150 kg/ha de nitrégeno total. Tras
61 dias de cultivo, se determind el rendimiento comercial, la variacion del contenido de C orgéanico
total del suelo para estimar el secuestro de C se estudi6 a lo largo del experimento, asi como las
emisiones de los gases GEls CO,, CH, y N>O utilizando metodologia de Viguria y col. (2014).

3. Resultados

3.1. Rendimiento biomasa

Los resultados obtenidos han sido homologables en su conjunto a los obtenidos
comercialmente en la zona de estudio. De todos los tratamientos propuestos en este estudio, tanto
el digerido (DI) como el vermicompost (VT) fueron los que produjeron los mejores resultados de
produccion. Se observa un efecto residual fertilizante en la zona de estudio al alcanzar el
tratamiento testigo sin fertilizar rendimientos estadisticamente similares que el fertilizante
inorganico convencional y uno de los fertilizantes de liberacién lenta. Se aprecian diferencias en
funciéon de compost utilizado, siendo mas eficiente los compost derivados de la palmera TP y HP
que los tratamientos JU y AD que fueron obtenidos con otros materiales vegetales. El lodo de
depuradora fresco no ha sido muy eficiente a nivel productivo. En general se han obtenido los
mejores resultados en la produccion gracias a compost y vermicompost (homologables a los
fertilizantes de liberacion lenta avanzados generalmente usados en espinaca para evitar
concentraciones superiores a 1500 mg NOs/kg en hoja) probablemente debido al aporte de
materia organica estabilizada, a su riqueza de nutrientes, aportadas de forma secuencial.
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Tabla 1. Produccién de biomasa aérea del cultivo de espinaca

Tratamiento Biomasa aérea (t/ha)
sobre materia fresca  sobre materia seca

Testigo (B) 322a 224 a
Fert. Inorganica NPK 15-15-15 (NOLI) 41,7 abc 2,56 a
Fert. Inorganica Lib. lenta Nutricote (LI-1) 42,7 abc 2,85ab
Fert. Inorganica Lib. lenta Nitrofoska (LI-2) 48,0 bc 3,15 abcd
Digerido Agroalimentario (DI) 49,7 ¢ 3,90d
Lodo depuradora (LO) 38,0 ab 2,91 abc
Fert organo-mineral Venus Bitop (COM) 47,8 bc 3,87d
Vermicompost comercial (VT) 50,5¢ 3,89d
Vermicompost comercial pelletizado (PV) 46,7 bc 3,81 cd
Compost Lodo+TP (TP) 445 be 3,08 abcd
Compost Lodo+HP (HP) 44,8 bc 3,54 bcd
Compost vegetal (JU) 39,4 abc 3,17 abcd
Compost Lodo+AD (AD) 39,5 abc 2,96 abcd
F-anova y significacion 5,37 8,0

3.2. Fijacion de carbono por el cultivo y extraccion de nutrientes primarios y Na

Los tratamientos establecidos proporcionan diferentes entornos fertilizantes y en muchos casos
las enmiendas organicas frescas y en menor grado las compostadas pueden inducir ciertas
deficiencias o desequilibrios nutricionales. En el presente experimento, la fijacién de C en tejido
vegetal aéreo nos podria indicar la eficiencia fotosintética del cultivo asi como su respuesta
vegetativa, existiendo correspondencia entre fijacién de C y el rendimiento comercial obtenido. Sin
embargo, el efecto de los tratamientos fertilizantes se observan mejor cuando se considera la
extraccion de elementos como N, P y K por parte del cultivo. Respecto a la absorcion de
nutrientes primarios NPK por el cultivo, que puede indicar fortalezas y debilidades de los
tratamientos establecidos, se observa que el digerido es un tratamiento muy eficiente en el
suministro de N aunque es el mas salinizante (absorcion de Na), mientras que los vermicompost
destacan en el suministro de P y K (tabla 2). Combinando todo este analisis podemos concluir que
los materiales vermicompostados estan al nivel de los fertilizantes inorganicos de liberacién lenta.
Los compost también se asemejan mucho a los fertilizantes LI-1 y LI-2 salvo a nivel de K pues
inducen menores extracciones.
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Tabla 2. Fijacion de C por la biomasa vegetal aérea y extraccion de NPK y Na por el cultivo en funcién de
los tratamientos.

Tratamiento Fijacion C Extraccion N P K Na

(kg C/ha) (kg N/ha) (kg P/ha) (kg K/ha) (kg Na/ha)
Testigo (B) 793a 9%a 94a 149a 78a
Fert. Inorganica NPK 15-15-15 (NOLI) 929 b 117 b 10,6 ab 234 cde 83 ab
Fert. Inorganica Lib. lenta Nutricote (LI-1) 1013 ¢ 122b 12,7 bed 256 def 101 abcd
Fert. Inorganica Lib. lenta Nitrofoska (LI-2 1104 d 140c 12,9 bcd 297 fg 110 cd
Digerido Agroalimentario (DI 1399 f 170f 13,4 bed 275 efg 134 e
Lodo depuradora (LO) 1065 cd 111b 10,9 ab 234 cde 87 abc
Fert organo-mineral Venus Bitop (COM) 1357 f 151 cde 14,9 cde 256 def 111d
Vermicompost comercial (VT) 1377 f 162 ef 17,7 f 319¢ 103 becd
Vermicompost comercial pelletizado (PV) 1377 f 159 def 16,7 ef 308 g 102 abcd
Compost Lodo+TP (TP) 1051 cd 123b 13,1 bcd 173 ab 86 ab
Compost Lodo+HP (HP) 1266 e 144 cd 15,2 def 193 abc 95 abcd
Compost vegetal (JU) 1101d 124 b 12,2 bc 196 abc 92 abcd
Compost Lodo+AD AD) 1054 cd 114b 12,7 bcd 207 bed 80 ab
F-anova y significacion 258" 39*** 15,6 22,37 8,9

3.3. C organico en el suelo y emision de gases de efecto invernadero

Los tratamientos establecidos (incluido el testigo sin fertilizar) suponen el incremento inicial del
C organico del suelo, COS (asociado a la entrada exdgena de C organico) pero también al
laboreo-preparacion-riego del suelo) frente al suelo original de la finca, COS 0,59% (tabla 3).

Tabla 3. Incremento del C organico (COS) del suelo (concentracién tratamiento — concentracion suelo inicial
sin tratar) y emision acumulada de CO, durante el experimento.
Variacion COS vs suelo inicial

Tratamiento (kg COSt suelo) Emision CO,
t=0 t=61 dias (kg C-CO./ha)
Testigo (B) +0,27ab -1,11a 295ab
Fert. Inorganica NPK 15-15-15 (NOLI) +0,08a +0,93def 179a
Fert. Inorganica Lib. lenta Nutricote (LI-1) +0,21ab -0,24abc 288ab
Fert. Inorganica Lib. lenta Nitrofoska (LI-2) +0,16a -0,96ab 263ab
Digerido Agroalimentario (DI +0,82abc +0,14cd 177a
Lodo depuradora (LO) +0,82abc +0,03bcd 584c
Fert organo-mineral Venus Bitop (COM) +1,16bc +1,24ef 285ab
Vermicompost comercial (VT) +3,63e +1,39ef 363ab
Vermicompost comercial pelletizado (PV) +2,73d 3,04h 388b
Compost Lodo+TP (TP) 3,82e +0,67cde 241ab
Compost Lodo+HP (HP) +1,63¢c +1,82fg 310ab
Compost vegetal (JU) 3,93e +2,41gh 367ab
Compost Lodo+AD (AD) +2,60d +1,05def 371ab
F-anova y significacion 43*** 25** 7,5

Aunque el incremento observado para los diferentes tratamientos organicos tras la enmienda
es dispar (muy similar entre lodo y digerido) destacan los compost elaborados con restos
vegetales, mas ricos en materia organica. Tras el experimento (61 dias), el suelo presenta
incrementos frente al suelo inicial en general menores, asociado a la pérdida de fracciones
organicas mas labiles como consecuencia de los procesos de mineralizacion, salvo para el
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vermicompost peletizado cuyo formato parece favorecer un mayor secuestro de C en el suelo.
Destaca el efecto total negativo de los fertilizantes inorganicos de liberacion lenta (LI-1 y LI-2) al
igual que el testigo sin fertilizar respecto al suelo inicial, indicando un proceso de mineralizacion
neta de la materia organica del suelo, que pone en riesgo la fertilidad sostenible de la parcela;
mientras que el fertilizante inorganico tradicional induce un leve aumento. El uso de enmiendas
frescas (LO y DI) no ejerce una influencia significativa al final del experimento.

La emisién de CO, durante el experimento se situ6 entre 177 y 584 kg C-COy/ha (tabla 3). Este
rango es similar al reportado por Pardo y col. (2016). Cabe destacar la alta tasa de emision
asociada al lodo (LO), indicativo del alto contenido de C orgéanico labil aportado por esta
enmienda. Por el contrario, el digerido debido su procedencia (el C labil ha sido trasformado en
metano en la biometanizacién), presenta emisiones minimas junto al testigo. No se observan
grandes diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos basados en compost
aunque parece existir mayor emisién en los vermicomposts. No se constatan mayores emisiones
de CO, para entornos fertilizados inorganicamente respecto a lo emitido por el testigo sin fertilizar.

4. Conclusiones

En la produccién horticola intensiva y para un cultivo muy especializado como es la espinaca
(que incluye restricciones de nitrato en hoja), las enmiendas organicas avanzadas (compost y
vermicompost) tienen un comportamiento muy similar a los fertilizantes complejos NPK de
liberacion lenta generalmente utilizados, especialmente el vermicompost. A nivel de C edéfico, se
observa disminucién del contenido de COS después de 61 dias de cultivo en las parcelas tratadas
con fertilizantes inorganicos de liberacion lenta y un aumento del mismo para los tratamientos con
fertilizantes organicos estabilizados. La emision de CO; resulté méxima en los tratamientos con
lodos frescos de depuradora y minima para los suelos tratados con digeridos.
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En este resumen pretendemos poner de manifiesto la problematica, siempre presente y todavia sin abordar
en su totalidad, de uno de los residuos organicos “urbanos” de mayor interés: LODOS EDAR. Trataremos
de poner en claro el uso mayoritario que a dia de hoy se le da a dicho residuo organico: su valorizacion y
empleo como enmienda organica en agricultura. Para ello, se aporta informacion sobre como se esta
llevando a cabo el reciclado de lodos en suelos agricolas en Europa, en EEUU, en Espafia, y en alguna de
nuestras Comunidades Auténomas. Se finaliza con algunas Conclusiones que consideramos necesarias, y
que podrian ser tenidas en cuenta dentro de los diferentes ambitos en los que este problema incide.
Asumimos que los lodos EDAR son, hoy por hoy, un ‘“residuo necesario” (hay que depurar aguas, y eso
genera la aparicion de lodos como residuo organico). Pero también asumimos que, si se trabaja en
condiciones adecuadas y con el control necesario tanto en las plantas de tratamiento eliminando
contaminaciones innecesarias, como en la gestion del mencionado residuo, también existe la posibilidad de
valorizarlos desde un punto de vista ambiental, social y econémicamente sostenible. Una de esas posibles
valorizaciones, siempre y cuando la calidad de los lodos lo permita, es como se ha indicado, su reciclado en
los suelos agricolas o naturales, como enmienda organica. Todo ello debe realizarse sin poner en riesgo
nuestra forma de vida y los ecosistemas que debemos proteger, en particular el suelo y el agua.

1.- ENMIENDAS ORGANICAS (RESIDUOS ORGANICOS): UNA VALORIZACION NECESARIA

En un pilar econdmico clave para nuestro pais, como es la agricultura, el suelo y su
productividad se revela fundamental. Sin embargo, en nuestro pais existe una buena proporcion
de nuestros suelos productivos, sometidos a riesgo de desertificacion situada principalmente en la
vertiente Mediterranea), y ello complica su fertilidad. Parece claro que los procesos de
degradaciéon de suelos suponen un grave problema para su conservacion y proteccion, ya que
dicha degradacion les impedira realizar funciones claves tales como ser un medio para el
crecimiento de las plantas.

En la reciente Estrategia Tematica para la Proteccion del Suelo, preambulo de una nueva
Directiva que aparecido en 2006, se concede al suelo un papel ambiental decisivo, tanto en el
ambito agricola como en cualquier otro ambito. Ademas, se identifica a la pérdida de materia
orgénica como una de las principales amenazas para la degradacion del suelo. Dentro de esta
Estrategia Tematica europea se sefala que la materia organica exdgena, es decir, aquellas
enmiendas organicas que son adicionadas al suelo con objeto de desarrollar un cultivo, mejorar la
calidad o restaurar un suelo degradado para un uso posterior, constituye hoy en dia una fuente
inestimable de materia organica, y puede contribuir ademas a fijar C en dicho suelo, y por tanto, a
disminuir en parte el efecto invernadero, derivado de la liberacién de diéxido de carbono a la
atmésfera (Ros y col., 2003; Bastida y col., 2015).

En los paises sometidos a climas semiaridos y aridos (como los del sur de Europa, donde se sitia
Espana), necesitamos introducir materia organica exdgena a los, siempre que sean de calidad y no
conlleve riesgos no asumibles, si queremos realizar estrategias contra su degradacion y
desertificacion, y fomentar su productividad y fertilidad edéfica. Una buena estrategia para recuperar
suelos degradados, y en concreto su fertilidad y su actividad microbiana, es aportarles materia
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organica exdégena que actuard sobre: i) las propiedades quimicas de ese suelo (nutrientes y
carbono); ii) propiedades fisicas (porosidad, estabilidad de agregados, densidad, etc.); iii)
propiedades bioldgicas y microbiolégicas, activando el desarrollo de las poblaciones microbianas
existentes en el mencionado suelo, sin llegar a producir efectos adversos en el mismo. La enmienda
organica es una materia organica joven si se compara con aquella autéctona del suelo, con periodos
de formacion de afnos. Pero esa enmienda podra estar mas o menos estabilizada, y proceder de un
origen determinado (animal, vegetal o urbano), cada uno de ellos con “calidad” de su C diferente. En
todo este proceso influye pues la calidad de la enmienda, asi como el suelo receptor (sus
propiedades fisicas, su contenido en materia organica, etc.).

2.- “LODOS EDAR”: UNA ENMIENDA USADA EN AGRICULTURA

Los LODOS EDAR, generados durante el tratamiento de aguas urbanas, constituye uno de los
principales residuos organicos generados hoy en dia por nuestra sociedad. Dentro de las
diferentes valorizaciones para este tipo de residuo, su uso potencial como enmiendas de suelos
es el aspecto fundamental que aqui se va a tratar. Si los lodos tienen calidad suficiente para ser
considerados como enmienda organica para suelos, podremos beneficiar a éstos con la entrada
en los mismos de nutrientes y carbono, y eliminar de manera razonable ese residuo organico
(Garcia et al., 1998).

Los lodos presentan gran variabilidad en cuanto a su composicion, siendo los constituyentes
mas comunes la materia organica, determinados compuestos inorganicos y metales, asi como
diferentes microorganismos. Las caracteristicas de los vertidos o efluentes de una EDAR, asi
como el tratamiento que experimentan los lodos en ella determinard en gran medida la
composicion final del lodo. Asi, los principales factores que condicionan su composicién final son,
por una parte, el origen del agua residual y, por otra, la tipologia de los tratamientos particulares
aplicados tanto en la linea de aguas como en la de lodos.

El uso mayoritario para los lodos EDAR es su aplicacién a suelos agricolas como enmienda
organica, bien mediante su aplicacion directa al suelo o después de someter los lodos a procesos
de higienizacion y estabilizacién, como el compostaje y el vermicompostaje. Si esta préactica se
realiza de manera adecuada, con lodos que cumplan criterios de calidad idoneos (aspecto
fundamental para la valorizacién como enmienda organica), y con un manejo sostenible y
apropiado para que no se pongan en riesgo los ecosistemas que se pueden ver afectados,
podemos indicar que los lodos EDAR pueden llegar a ser adecuadas enmiendas organicas para
suelos, tanto para uso agronémico (mejorar la fertilidad y productividad del suelo), como su
empleo desde una perspectiva puramente ambiental, con animo de recuperar los suelos
degradados. Los lodos cuentan con un contenido en N elevado (media de 3-3,5%), asi como un
adecuado nivel de P, elemento de méaximo interés para suelos agricolas (2-2,5%); también
contiene K (sobre 0,2-0,5%), ademas de otros micronutrientes de interés. Cuenta con una
elevada cantidad de materia orgénica, cuya calidad viene dada por la procedencia del lodo y por
su estabilizacion.

Los lodos EDAR también tienen aspectos negativos no deseables dentro de una enmienda
organica: exceso de algin nutriente problematico para el equilibrio de la biota del suelo o para los
ecosistemas (como el nitrégeno, por ejemplo, por su posible contaminacién de suelos), exceso de
sales disueltas, contenido en metales pesados tdxicos, otros compuestos organicos perjudiciales,
microorganismos patdgenos indeseables, o el mal olor derivado de las propias transformaciones
de su materia organica. Hay estudios que describen como la aplicacién incontrolada de residuos
organicos en los suelos puede afectar negativamente a los mismos. Este tipo de investigaciones
estan en marcha actualmente, y si bien los principales problemas de los lodos para su aplicacion
agricola son su contenido en metales pesados, y la posible contaminacién por microorganismos

V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje = 199



$RECG

patégenos como Salmonlella y E coli, otros contaminantes emergentes (nonifenoles, LAS, AOX,
etc.,) deberan ser tenidos en cuenta en un futuro.

Un aspecto importante dentro del estudio de las enmiendas orgénicas es la estabilizacion de su
materia organica. Los lodos, por lo general, han sufrido ya una digestién en la planta de
tratamiento, y que, junto con la calidad propia de las aguas tratadas, le confiere asimismo la
calidad de esa posible enmienda organica y la posibilidad de que puedan ser empleados de
manera directa para ser reciclados en los suelos agricolas o naturales; pero a veces, podria
interesar una mayor estabilidad de la materia organica contenida en ellos y, con ello, mejorar la
calidad de los mencionados lodos. El proceso de compostaje es, por ejemplo, una de las
posibilidades que tenemos (biotecnologia de bajo coste), para estabilizar de una manera mas
controlada la materia organica contenida en los lodos, ademas de sanearla de posibles
microorganismos patégenos u otras sustancias fitotoxicas, ya que consigue que el residuo se
caliente hasta alcanzar temperaturas situadas en el intervalo de pasteurizacion (50-70°C), y por
tanto, permite la destruccién de organismos patégenos entéricos, por lo que esta perfectamente
indicado como método de higienizacién de lodos. El proceso de compostaje (siempre que se
realice de manera adecuada), esta en consonancia con los principios jerarquicos marcados por la
legislacion en materia de gestién de residuos, anteponiéndose el reciclaje de residuos frente a
otros tipos diferentes de gestion. El vermicompostaje (tratamientos de lodos con lombrices),
también puede finalizar en una buena enmienda organica estable para los suelos.

Ademas del compostaje sefialado anteriormente, existen otros medios para conseguir la
desinfeccion de los lodos, y la eliminacién en los mismos de microorganismos patdgenos:
procesos de estabilizacion con cal, tratamientos térmicos, digestion anaerobia y aerobia mediante
microorganismos termdfilos, la pasteurizacion con la elevacién de temperatura del lodo, etc. La
higienizacion de los lodos, o de cualquier otro material organico destinado a enmiendas organicas,
tendra cada vez mayor importancia.

Podemos sefialar de manera clara que existe una “necesidad de valorizar lodos como
enmienda orgénica para aprovechar su contenido en nutrientes como el nitrégeno, el fésforo que
ganara en importancia, y otros micronutrientes de interés”, siempre que dichos lodos cumplan una
serie de condicionantes que no impidan su reciclado en los suelos: a) tratamiento previo
adecuado; b) calidad nutricional y ambiental acorde con las normativas y condiciones propuestas;
y ¢) un manejo apropiado a este tipo de producto. Se conseguird asi un doble beneficio: de una
parte, dar salida racional, ambiental, social y econdémica, a un residuo que, de no hacerlo, crearia
problemas de gestién enormes; de otra, mejorar la calidad y fertilidad de suelos agricolas y
naturales, lo que evita procesos de degradacion y desertificacién ayudando a proteger un Recurso
Natural tan importante como el SUELO (Directiva 86/278/CEE; Real Decreto 1310/1990; Directiva
91/271/CEE, 2006; Ley 22/2011, 28 de julio; Orden 26 de octubre de 1993; Orden
AAA/1072/2013, 7 de junio; | (2001-2006) y Il (2006-2015) PNIR Plan Nacional de Lodos de
Depuradora).

3.- CONCLUSIONES

Sobre la problematica de los lodos generados en nuestras estaciones depuradoras, las leyes
ambientales europeas prohiben aspectos tan negativos como su vertido al mar, o su introduccion
masiva en vertederos (este Ultimo aspecto estd muy restringido). Una posible alternativa seria la
valorizacién agricola de los lodos mediante su reciclado en los suelos como enmienda o
fertilizante organico. Teniendo presente los aspectos positivos y negativos del problema, tal y
como se ha puesto ya de manifiesto, lo importante seria establecer criterios claros de actuacion
para decidir sobre su futuro. Si el uso de lodos en agricultura puede ser una salida racional para
ellos, tiene que contar con un exhaustivo seguimiento y control del suelo receptor, estableciendo
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ademas ciertas premisas: qué tipo de lodos (calidad) pueden usarse; qué tipo de manejo debe ser
empleado; y en qué condiciones se podran emplear.

Europa no termina de legislar de forma definitiva al respecto (ver Documentos sobre lodos,
elaborados por la UE o asociaciones ligadas a ella); no es clara tampoco nuestra posicién a nivel
estatal; y al final son las Comunidades Auténomas las que legislan con criterios muchas veces
diferentes entre ellas, adaptandose a su realidad y a sus necesidades actuales. Las
administraciones deberian ofrecer la mejor salida posible para los lodos de depuracion (opcion
de uso agricola directa; aplicacion después de procesos de estabilizaciéon; o bien contemplar
futuras opciones energéticas como la carbonizaciéon hidrotermal), sin tener en cuenta intereses
sesgados que a menudo se observan sobre esta problematica. Ante todo, las administraciones
deberian tomar en consideracién la investigacion cientifica que durante afos se viene realizando
en este campo, e incentivar nuevas investigaciones en el futuro, que permitan adoptar
soluciones con criterios nada aleatorios y cada vez mas realistas y aplicados.

Ante la gran heterogeneidad observada en Europa en materia de gestiéon de lodos de EDAR,
se considera necesaria la publicacion definitiva de una nueva Directiva en materia de gestién de
lodos con fines agricolas, a fin de estandarizar procedimientos de tratamiento y gestion, ya que
cada Estado Miembro ha ido desarrollando diversas disposiciones legales de forma
independiente para hacer frente a su situacion en este ambito. Si Europa no legisla, a nivel
estado y de Comunidad Auténoma hay que dar respuesta con una normativa clara y concreta,
administrativamente coherente con las necesidades existentes, y que no deje al azar cualquier
circunstancia que pueda aparecer. Ademas, la informacién aportada en este estudio pone de
manifiesto que es basico mejorar nuestro conocimiento sobre como afrontar el reciclado de lodos
en los suelos (condiciones de manejo y monitorizacion); se deberia de incrementar y fomentar
experimentos que permitan actualizar de manera continua dicho conocimiento sobre los efectos
del uso de lodos como enmienda organica de suelos sin riesgos para los ecosistemas.
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INFLUENCIA DEL COMPOST DE “ALPERUJO” EN EL METABOLISMO
OXIDATIVO DE PLANTAS DE PIMIENTO (Capsicum annuum L.)
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Resumen: El compost de “alperujo” posee un gran potencial como abono y/o enmienda organica debido a
su alto contenido en materia organica parcialmente humificada. Hoy en dia existe una creciente demanda
de abonos alternativos a los fertilizantes de sintesis motivada por el incremento en el coste de su
produccién. También debido al desarrollo de nuevos sistemas de produccion agricola mas respetuosos con
el medio ambiente como la agricultura ecolégica. El pimiento (Capsicum annuum L.) es una de las hortalizas
mas consumidas a nivel mundial, de la cual Espana es uno de los paises lideres en su cultivo y produccion.
Asi, el empleo de estos abonos organicos es de gran interés para el sector al suponer un beneficio tanto en
lo econdmico como en lo ambiental. Para evaluar el posible efecto beneficioso del compost de “alperujo” en
el cultivo de pimiento, se ha analizado el metabolismo de las especies de oxigeno reactivo (ROS: reactive
oxygen species) como indicador metabdlico del desarrollo fisioldgico de las plantas. Para ello, se cultivaron
plantas de pimiento (tipo California) en condiciones de invernadero con diferentes dosis de compost y se
compararon con sus correspondientes controles a los que se adicion6 fertilizacién mineral. Se analizaron
diversos parametros fisiolégicos y las actividades enzimaticas catalasa y superdxido dismutasa. Asimismo,
en las muestras analizadas, se determiné la peroxidacién lipidica. Los resultados obtenidos indican que el
compost de “alperujo” incrementa la actividad antioxidante en las plantas de pimiento sin generar estrés
oxidativo, lo que, ademas, podria favorecer la produccion de frutos.

Palabras clave: compost de “alperujo”, pimiento, ROS, antioxidantes.

1. Introduccion.

El orujo de oliva de dos fases (“alperujo”) es uno de los principales residuos
agroindustriales que se generan actualmente en Espafa (Alburquerque y col., 2004). Su
tratamiento mediante compostaje ha demostrado ser viable para su revalorizacién y utilizacién
agricola, conduciendo a la produccion de composts ricos en materia organica humificada de clara
naturaleza lignocelulésica, que pueden constituir una excelente materia prima para la produccion
industrial de abonos organicos y 6rgano-minerales de calidad (Tortosa y col. 2012). Su uso como
abono y/o enmienda organica puede ayudar a reducir la dependencia de los fertilizantes minerales
de sintesis, cuyo incremento en su coste de producciéon y su impacto ambiental, esta generando
un cambio por sistemas de produccion alternativos mas respetuosos con el medio ambiente como
la agricultura ecolégica.

Una forma de estudiar el efecto positivo del compost como abono organico en el desarrollo
fisiolégico de las plantas es analizar la evolucion de su metabolismo oxidativo. Por un lado, la
presencia de un exceso de especies de oxigeno reactivo (ROS, reactive oxygen species), entre
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las que se incluyen los radicales superoxido (O,"), el peréxido de hidrogeno (H.O,) y los radicales
hidroxilo (-OH), pueden generar graves dafios a nivel celular. Por otro lado, a bajas
concentraciones, estas moléculas son fundamentales en determinados procesos de sefializacién
implicados en el crecimiento vegetal, la respuesta a ciertos estimulos ambientales, muerte celular
controlada, etc (Halliwell y Gutteridge 2015). Para regular la adecuada concentracién de ROS
dentro de las células, las plantas cuentan con sistemas de enzimas antioxidantes capaces de
eliminar el exceso de ROS formadas. Entre ellas, cabe destacar la catalasa (EC 1.11.1.6), una
enzima implicada en la descomposicion de H,O, en oxigeno y agua, y las superdxido dismutasas
(SODs; EC 1.15.1.1), metaloenzimas que catalizan la dismutacién de los radicales libres O, en
agua y perdéxido de hidrogeno (Palma y col. 2015). Asi, un incremento en la presencia y/o
actividad en estas enzimas puede significar una mejora en el crecimiento y desarrollo fisiolégico
de las plantas ante determinadas condiciones ambientales.

El objetivo de este trabajo fue estudiar como el compost de “alperujo” puede afectar al
metabolismo oxidativo de una de las hortalizas de mayor consumo a nivel mundial, el pimiento
(Capsicum annuum L.), de la cual Espafa tiene un papel relevante tanto en su cultivo como en
produccion.

2. Material y Métodos.
2.1. Compostaje de “alperujo’.

El compost empleado se obtuvo usando la metodologia descrita previamente en Tortosa y
col. (2012). Se bas6 en una mezcla inicial de “alperujo” con estiércol de oveja en proporcién 1:1
(v/v) y el compostaje se realiz6 en pilas trapezoidales de aproximadamente 10 toneladas. Tanto la
mezcla como el volteo se hicieron con una maquina retroexcavadora con una pala pequefa
acoplada. La humedad se mantuvo cercana al 40% gracias a un sistema de riego por aspersion.
Se aplicaron 7 volteos en total y el proceso duré unas 22 semanas. El compost resultante
presentd un pH ligeramente alcalino (7,83 + 0,21) y una salinidad baja (1,16 = 0,03 mS cm™),
ademas de un importante contenido en materia organica (55,7 £ 2,1 %), principalmente de
naturaleza lignoceluldsica. El contenido final de nitrdgeno fue de 1,71 £ 0,31 %, fundamentalmente
de naturaleza organica. También presenté un importante contenido himico (80,7 + 1,4 % de
porcentaje de acidos humicos) y ausencia de fitotoxicidad (indice de germinacién de Zucconi de
92 t 4).

2.2. Cultivo de pimiento.

Las semillas de pimiento (Capsicum annuum L.) usadas en este trabajo fueron de tipo
California y las proporcioné la empresa Syngenta Seeds S.A. (El Ejido, Aimeria, Espafa). Para el
cultivo, las semillas se esterilizaron superficialmente, se germinaron y crecieron a 25°C durante 30
dias en vermiculita N.2 3. Posteriormente se trasplantaron aquellas que presentaban similares
caracteristicas fenotipicas poniendo una planta por maceta de 1 litro de capacidad que contenia
también vermiculita. Se aplicaron cuatro tratamientos en funcién de la cantidad de compost
anadido, manteniendo constante la cantidad de nitrogeno inorganico que recibian las plantas:
Control (sin compost), C1 (8 %, v/v), C2 (17 %, v/v) y C3 (33 %, v/v). El riego consistié en 200 ml
semanales de disolucién nutritiva de Hewitt modificada (del Rio y col. 1985) para el tratamiento
Control y 200 ml de 12 mM de NO;3 para el resto de tratamientos. De forma complementaria, se
realizaron riegos con agua destilada en volumenes similares segun la evolucion y las necesidades
del cultivo. Se hicieron dos cosechas, una al inicio de la etapa de floracion (98 dias) y otra en la
fase de produccion de fruto (107 dias). Las plantas crecieron en condiciones controladas de
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temperatura y luz en el Servicio de Invernaderos y Camaras de Cultivo disponible en la Estacion
Experimental del Zaidin (EEZ-CSIC).

2.3. Analisis fisioldgicos y actividades enzimaticas antioxidantes.

Una vez terminado el experimento, se determind el peso seco de la parte aérea (PSPA) y
el peso seco de la raiz (PSR) por diferencia de peso tras secar las muestras a 70°C durante 72
horas. También se contabiliz6 el nUmero de frutos obtenido y su peso seco, medido de forma
similar al PSPA y PSR. Para el analisis de las actividades enzimaticas antioxidantes, se prepar6
un extracto crudo de las muestras foliares. Las muestras se congelaron en nitrégeno liquido y se
homogenizaron con un mortero de porcelana. El polvo obtenido se suspendié en una disolucion
tampoén en proporcién (1:4, peso/volumen) que contenia: 0,1 M Tris—HCI (pH 8,0), 0,2 mM EDTA,
0,1 % (v/v) Triton X-100, 10 % (v/v) glicerol y 5 mM DTT. El extracto se centrifug6 a 27,000 g a 4
°C durante 20 minutos, usandose el sobrenadante para las determinaciones bioquimicas. El
contenido en proteina foliar se hizo segun el método de Bradford (1986), usando albumina de
suero bovino como patrén analitico. La determinacion de la actividad catalasa, de la peroxidacion
lipidica mediante la reaccién con &cido tiobarbitdrico (método TBARS) y de la actividad SOD total
e isoenzimatica, por electroforesis nativa en geles de poliacrilamida, se llevé a cabo segun los
métodos descritos en Mateos y col. (2013).

2.4. Analisis estadistico.

Todos los tratamientos consistieron en 8 repeticiones, a los que se calcularon estadisticos
descriptivos como la media aritmética y desviacion estandar. Ademas, con el fin de determinar
diferencias estadisticas entre los tratamientos, se realizé el andlisis de la varianza (ANOVA de un
factor) usando el test post-hoc de Duncan (p< 0,05), asumiendo que los datos presentaban
homocedasticidad y distribucion normalizada.

3. Resultados y Discusion.

3.1. Efecto del compost en el desarrollo vegetal de las plantas de pimiento.

El compost afadido provocé un claro efecto positivo en el desarrollo fisioldgico de las
plantas de pimiento, siendo mayor segun la dosis, especialmente con C3 (Tabla 1). Este efecto
fue mas notable durante la primera cosecha (98 dias), aunque también fue relevante al final del
cultivo (107 dias). Asi, tanto el PSPA como el PSR se incrementaron cerca de cuatro veces con la
dosis mayor de compost (C3) con respecto al tratamiento Control a los 98 dias, siendo este efecto
de solo 1,2 veces tras los 107 dias de crecimiento (Tabla 1). En cuanto a los frutos, también se
observé un incremento en la produccién con la dosis de compost, afectando sobre todo a la
biomasa obtenida mas que al nimero de los mismos (Tabla 1).

3.1. Efecto del compost en las actividades enzimaticas antioxidantes.

En ambas cosechas se observé un incremento de la actividad catalasa en las hojas de
pimiento conforme la concentracion de compost fue mayor (Tabla 1). Cabe destacar que este
incremento fue mas notable en la primera cosecha que en la segunda. Asi, los maximos valores
para la actividad catalasa se encontraron con el tratamiento C3, dando valores de 73,96 y 71,26 u
moles de H,O, min® mg™ de proteina, tras 98 y 107 dias de cultivo respectivamente, lo que
significd un incremento de cerca del doble con respecto al tratamiento control en la primera
cosecha. Por otro lado, la actividad SOD total a los 98 dias se increment6 significativamente con
la cantidad de compost afadido, siendo el doble para C1 y C2, y cerca de 7 veces con C3 con
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respecto al tratamiento control respectivamente (Figura 1A). Este efecto se correlacioné con el
incremento de la intensidad de las bandas observadas en el perfil de las diferentes isoenzimas
SODs presentes en las hojas (Figura 1B). El andlisis con inhibidores especificos de las iso-SODs
determind la presencia de una Mn-SOD, una Fe-SOD y una CuZn-SOD (I) en las hojas Control,
C1y C2 a los 98 dias de tratamiento. Por el contrario, en el tratamiento C3 se detectd, al menos,
una nueva CuZn-SOD (ll) (Figura 1B).

Finalmente, los valores de peroxidacién lipidica no mostraron diferencias significativas con
la concentracion de compost ensayado (Tabla 1), lo que confirm6 que el compost de “alperujo”
aumenta la actividad antioxidante en las plantas de pimiento sin que eso implique la generacién
de estrés oxidativo. Tal y como se observa hasta el momento, el efecto de la concentracion del
compost en el desarrollo fisiolégico de las plantas fue mas evidente durante la primera cosecha
(98 dias) que al final del experimento (107 dias), presumiblemente porque el compost acelero el
ciclo de vida productivo de la planta de pimiento, sin que ello ocasiones sintomas claros de estrés.
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Tabla 1. Peso seco de la parte aérea (PSPA), peso seco de la raiz (PSR), produccién de frutos
(gramos), actividad catalasa y peroxidacion lipidica en las hojas de pimiento recogidas en los
diferentes tratamientos aplicados durante las dos cosechas estudiadas.

PSPA Produccion de (S:i)all?-ls:(l)g Peroxidacion
Cosecha Tratamiento PSR (g) L4 lipidica
9) frutos (g) min~ mg (nmol MDA g)
proteina)

Control 1,6a 1,5a 0,0 39,65 a 0,33

98 dias C1 35b 32b 0,0 31,20 a 0,35
Cc2 51c 57c¢ 0,0 43,37 b 0,41

C3 6,8d 59c 0,0 73,96 ¢ 0,47

Control 7,7a 79a 19,0 a 68,34 b 0,34

C1 80a 75a 37,4b 47,35a 0,32

127 dias Cc2 10,6 b 124c¢ 476 b 69,57 b 0,38
C3 92b 10,6 b 725¢ 71,26 ¢ 0,41

Nota: Para cada cosecha, los valores medios de los parametros seguidos con letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05)
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Figura 1. Actividad SOD total (A) y deteccion de las diferentes isoenzimas SODs (B) presentes en las hojas
de pimiento a los 98 dias en funcion de los tratamientos ensayados.
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VALORACION DEL USO DE BIONUTRIENTES EN HIDROPONIA
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Resumen

Los fertilizantes organicos y/o biofertilizantes se han identificado como una alternativa
viable a la fertilizacion quimica y/o mineral para incrementar la fertilidad del suelo y
productividad del cultivo en agricultura ecol6gica. El objetivo de esta investigaciéon fue
evaluar la riqueza en elementos minerales del t¢ de vermicompost en funcién de la
riqueza elemental para uso como biofertilizante en cultivo hidropénico de lechuga
(Lactuca sativa). Se realizaron 4 tratamientos: cultivo en sustrato de fibra de coco y
fertilizacién organica, sistema NGS (New Growing System) con fertilizante organico,
sistema NGS con mayor aireacién para incrementar la oxigenacion en la solucién nutritiva
con fertilizacion organica y sistema NFT (New Film Technigue) con nutricién mineral como
testigo. Se analiz6 la evolucion de la composicién quimica del té de vermicompost con el
paso del tiempo, encontrando diferencias significativas en la concentracién de elementos
nutritivos, asi como en el desarrollo del cultivo entre los diferentes sistemas de
produccion. Los resultados de este estudio permiten concluir que es posible enriquecer la
concentracion de elementos nutritivos contenidos en él té de vermicompost mediante
actividad de microorganismos que incrementan la cantidad de elementos asimilables por
las plantas lo cual permite utilizar este biofertilizante como alternativa a la fertilizacion
mineral, debido a su composicion como fuente de nutricién durante todo el ciclo de cultivo
obteniendo altos rendimientos, y manteniendo un bajo costo de produccion.

Palabras clave: agricultura organica, vermicompost, Lactuca sativa.

1. Introduccidn

La hidroponia y/o cultivo sin suelo es una técnica eficiente para la producciéon de
cultivos horticolas en condiciones protegidas que ha permitido incrementar los
rendimientos y la calidad de frutos, al propiciar un ambiente éptimo para potenciar el
crecimiento y desarrollo de especies horticolas (Preciado y col. 2011), pero esta limitada a
la aplicacion de fertilizantes inorgénicos solubles en el agua como medio nutricional
(Shinchara y col. 2011). Actualmente los fertilizantes organicos no se utilizan en los
sistemas tradicionales de hidroponia debido a que pueden generar efectos fitotdxicos al
contener elementos no asimilables por las plantas (Kawamura y col. 2014) y no
suministrar los nutrientes en forma y cantidad suficiente. Los biofertilizantes representan
alternativa para satisfacer las necesidades nutrimentales de los cultivos, disminuir los
costos de produccion y la dependencia de los fertilizantes minerales (Gonzalez y col.
2013).

2. Material y métodos

Se establecié un cultivo de lechuga tipo Batavia, en sistema hidroponico y en sustrato
distribuido en 4 tratamientos: 1) sistema NFT con solucién nutritiva formulada con
fertilizantes minerales y utilizado como testigo (T1); 2) cultivo en sustrato de fibra de coco
con solucién nutritiva elaborada a partir de materiales organicos (T2); 3) plantacion en
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sistema NGS con mayor oxigenacion en la solucién nutritiva organica (T3); 4) sistema
NGS con nutricion organica (T4).

La recoleccion se realiz6 cuando las plantas alcanzaron el porte comercial; a los 35 dias desde
el transplante (DDT) en el tratamiento mineral (T1), mientras que en el resto (T2, T3 Y T4;
tratamientos con solucién nutritiva organica) se coseché a los 50 DDT. La densidad de plantacién
fue de 30 plantas m®.

La solucion nutritiva para los tratamientos organicos (T2, T3, T4), se realiz6 a base de té de
vermicompost de origen vegetal, el cual fue diluido hasta obtener una conductividad eléctrica (CE)
de 2.0 dS m™ mediante un conductimetro Tec-Hu TE52 a fin de evitar problemas de fitotoxicidad
(Preciado y col. 2009). Posteriormente fue aireado durante 8 dias para incrementar la actividad
bacteriana (Ingham, 2005). Para el tratamiento testigo la solucién nutritiva (Tabla 1), se elaboré de
fertilizantes minerales (Steiner, 1961).

El pH y la concentracién de iones (NOg, CI, NH,*, K*, Ca**, Mg, Na*) en la solucién nutritiva y
savia se determind mediante la técnica de potenciometria con una sonda modular de electrodos
selectivos de iones Multi lon iMa Cimus de la empresa NT Sensors (Espafa). La determinacion de
fosfatos (H.PO,) se realizd por medio de analisis espectrofotométrico basado en la colorimetria
del azul de molibdeno obtenida a para extracciones de P en medio acuoso (Guzman, 1987). El
contenido de oxigeno disuelto y temperatura de la solucion nutritiva se analiz6 con un oximetro
portatil marca Crison modelo Oxi45+.

El procedimiento elegido para el andlisis estadistico de los parametros evaluados fue el
andlisis de la varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del 95.0% ante las pruebas de rango
multiples para conocer el grado de significacion mediante la diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher.

Tabla 1. Composicion quimica inicial concentracion de iones (mmol L), pH, CE y O, de las
soluciones nutritivas empleadas en los tratamientos.
Tratamiento NO; H,PO, CI' NH,, K* Ca® Mg” Na* pH C.E. 0,
(@dsm’) (mglL”)
T2T3T4 7.9 0.5 6.7 02 42 33 12 6.3 825 2.1 7.67
T1 12 2.0 6.1 21 50 438 20 50 6.50 2.5 6.95
T1, NFT fertilizacion mineral; T2, cultivo en sustrato (fibra de coco) con fertilizaciéon organica; T3,
NGS con fertilizacion organica y mayor aireacién en tanque de soluciéon nutritiva; T4, NGS
nutricion organica.

3. Resultados y Discusion

Andlisis de savia

En la tabla 3 se describe la concentracién media de la composicion quimica contenida en el
extracto de savia. La maxima concentracién de NO; se obtuvo en los extractos de las plantas
cultivadas en los tratamientos T1 (mineral) y T3 (organico + aireacion), no habiendo diferencia
estadistica significativa entre estos ellos. Estos resultados que concuerdan con el andlisis de la
solucion nutritiva donde los resultados indican que las mayores cantidades de N en forma de NOj’
se encuentranen T1y T3.
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Tabla 3. Concentracion media y DS de elementos nutritivos contenidos en savia (mmol L™).

NOs- H2PO4 Cl- NH4* K* Ca Mg Na* pH

™ 59.0+3.5 121£3.0  49.3#35 55402 76.0£5.0 14+01 1804  29.0£5.0 5.65
a a b c a a a a a

T2 48.6+5.03 8.4+2.1 68.6%15 6.2+0.2 71.0£3.6 0.5£0.1 0.6+£0.1  33.3%4.0 5.68
b b a b a c b a a

T3 53.6+0.5 7.96£1.5 69.0+3.0 7.0£0.2 71.3+£2.0 0.5£0.0 0.5£0.0 26.6+£3.7 5.73
ab b a a a bc b a a

T4 50.0+2.6 8.5+1.1 64.0+5.0 7.0+£0.5 71.0+3.6 0.7£0.0  0.4+0.0 18.6+1.5 5.66
b b a a a b b b a

T1, NFT fertilizacién mineral; T2, cultivo en sustrato (fibra de coco) con fertilizaciéon organica; T3, NGS con
fertilizacion organica y mayor aireacion en tanque de solucién nutritiva; T4, NGS nutricién organica. Valores
con letras iguales dentro de cada columna son similares estadisticamente (LSD 95%).

Las mayores concentraciones de H,PO, se obtuvieron en el tratamiento mineral (T1). En el
caso de K no se observo diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos lo que
indica que los diferentes sistemas de produccién no tuvieron influencia en K*.

El tratamiento con fertilizacién mineral (T1) obtuvo la mayor concentracién de Ca®* en savia,
mientras que a mayor concentracién de Mg?* se obtuvo en el tratamiento mineral (T1). Dentro de
los tratamientos organicos la mayor acumulacion de Na* se encontré en el cultivo regado con
solucion organica con sustrato (T2), lo cual pudiera indicar una acumulacién de sales en el
sustrato, ademas de que la fibra de coco tiene alto contenido de sales (Gayosso y col. 2016).

Solucion Nutritiva

Se realizaron andlisis periddicos de las soluciones nutritivas para controlar el equilibrio de
nutrientes y evaluar la variacion de la concentracion de los elementos nutritivos en funcion del
tiempo durante el desarrollo del cultivo. En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en
cada uno de los tratamientos estructurados en 3 quincenas con datos medios de cada periodo.
Referente a N, se expresan diferencias estadisticamente significativas (LSD 95%) entre el
tratamiento testigo (T1) y los tratamientos organicos (T2, T3, T4) en la concentracion de NOs'.

El contenido de NH4" fue muy similar (<5%) durante las quincenas 1 y 2, no habiendo
diferencias significativas entre tratamientos. Respecto a la concentracion de H,PO, fue mayor en
el tratamiento mineral (T1) durante todo el ciclo de cultivo. En el caso de Ca® no existen
diferencias significativas entre tratamientos y se observa un incremento en la concentracién en
Ca* con el paso del tiempo en la totalidad de tratamientos. El contenido de Mg®* en el T1 se
encuentra dentro de los rangos aceptables durante todo el ciclo de cultivo. En el caso de Na* y CI',
no se registraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos durante el ciclo de
cultivo.
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Tabla 2. Datos medios y DS (desviacion estandar) de la composicidn quimica (mmol L), pH, CE y
02 (mg L") de la solucion nutritiva analizado por quincenas desde el trasplante en funcién de los
tratamientos evaluados en un cultivo de lechuga.

Quincena T1 T2 T3 T4

1 NO; 11.25+1.06 a 5.90+0.99 ¢ 7.10£0.21b 6.05+0.49 ¢
H,PO, 2.600.02 a 0.36+0.10 b 0.41+0.91 b 0.21+0.93 ¢
cr 10.85+1.63 a 8.90+1.56 a 8.35+2.19 a 7.15#2.19 a
NH,* 0.25+0.21 a 0.30+0.14 a 0.20+0.14 a 0.20+0.14 a
K* 3.95+1.48 a 3.60+0.20 a 3.15+0.07 a 2.70+0.28 a
ca* 4.25+0.07 a 3.30+0.42 a 3.20+0.14 a 3.35+0.78 a
Mg** 2.00+0.57 a 1.100.14 b 1.20+0.14ab  1.20+0.14 ab
Na* 9.55+0.64 a 9.55+0.64 a 8.95+0.64 a 7.10+0.14 a
pH 7.00£0.47 b 8.39+0.01 a 8.54+0.05 a 8.23+0.16 a
CE 2.63+0.28 a 2.20+0.08 ab 2.11+0.14 b 1.91+0.65 b
0, 6.89+0.14 b 6.97+0.24 b 7.62+0.22 a 6.91+0.13 b

2 T1 T2 T3 T4
NO; 11.03+2.10a  5.13+0.54c 7.30+0.37 b 5.38+0.41 ¢
H,PO, 2.20+0.04 a 0.41+0.20 b 0.38+0.05 b 0.36+0.06 b
cr 9.83+1.90 a 10.03+1.13a  9.85+1.98 a 10.28+1.66 a
NH,* 0.43+0.10 a 0.30+0.08 a 0.28+0.15 a 0.30+0.13 a
K" 4.50+0.90 a 4.30+0.73 a 4.13+0.99 a 4.00+0.72 a
ca™ 4.45+2.40a 4.34+1.69 a 3.82+0.70 a 4.05+0.68 a
Mg** 1.60+0.30a 1.23+0.25 a 1.10+0.30a 1.2040.70 a
Na* 11.30+2.34a 10.45¢3.21a  9.35+1.47a 8.75+4.37 a
pH 6.87+0.10b 8.26+0.40 a 8.41+0.30a 8.26+0.20 a
CE 2.83+0.15a 2.62+0.18 b 2.36+0.05¢ 2.35+0.16 ¢
0, 6.72+0.14 b 6.78+0.24 b 7.36+0.22 a 6.73+0.13 b

3 T1 T2 T3 T4
NO; 9.80+1.27 a 5.64+0.34 ¢ 6.90+0.27 b 5.54+0.56 ¢
H,PO, 2.10+0.06 a 0.39+0.14 b 0.38+0.12 b 0.32+0.03 b
cr 11.50+3.54 a 12.14+3.90 a 11.88+4.22a  10.92+4.05a
NH,* 0.50+0.14 a 0.44+0.10 a 0.20+0.09 b 0.20+0.07 b
K* 5.05+0.92 ab 5.10+0.66 a 3.80+0.93bc  3.08+1.02¢
ca* 3.85+0.49 a 4.50+0.75 a 4.42+1.15a 5.04+1.20 a
Mg* 1.80+0.14 a 1.66+0.54 a 1.98+0.72 a 1.72+0.73 a
Na* 9.00+0.14 a 11.90+3.54 a 12.40+3.81a 10.90+3.47 a
pH 7.1240.06 b 8.23+0.10 a 8.30+0.20 a 8.18+0.20 a
CE 2.59+0.27 b 2.98+0.03 a 2.93+0.05 a 2.85+0.05 b
0, 6.60+0.14 b 6.50+0.24 b 7.18+0.22 a 6.67+0.13 b

Peso medio parte aérea y peso medio raiz

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en
el peso medio de fruto, sin embargo, T3 supera a la totalidad de los tratamientos pudiendo
ser un factor determinante la mayor cantidad de oxigeno disuelto en la solucién nutritiva.,
lo cual estimula el desarrollo de la raiz y la mayor absorcion de nutrientes (Urrestarazu y
Mazuela, 2005). En otro experimento Martinez y col. (2012) determinaron que porcentajes
de oxigeno disuelto superiores al 90% en solucién nutritiva generan los mayores
aumentos en la produccién de un cultivo de lechuga, lo que coincide con los datos
obtenido en T3 al tener un promedio de 7.39 mg L™ lo que equivale a 92.47% de oxigeno
disuelto a una temperatura de 26°C.

Materia seca

Los resultados obtenidos indica un mayor contenido de materia seca en hoja y raiz en
el tratamiento con nutricién a base de fertilizantes minerales (T1), siendo estadisticamente
significativa la diferencia en comparacion a los tratamientos organicos.
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No se presenté diferencia estadisticamente significativa en la produccién (kg m?) entre el
tratamiento mineral (T1) y los tratamientos organicos T3 y T4, lo que coincide con datos reflejados
en el peso promedio de fruto y el andlisis de savia entre estos tratamientos, sin embargo, el T3 al
igual que en peso fresco de hoja y raiz fue el tratamiento més productivo alcanzando un
rendimiento de promedio de 5 kg m? de acuerdo a la densidad de plantacién.

Contenido de nitratos en hoja

Respecto a los tratamientos con solucion nutritiva preparada a base de fuentes organicas, la
acumulacién fue muy inferior respecto al testigo, probablemente por la lenta mineralizaciéon del N
organico que provoca una absorcion progresiva de N por las plantas. Esta lenta absorciéon otorga
el tiempo necesario para que se lleven a cabo los procesos metabdlicos de asimilacion en los
tejidos vegetales para formar estructuras por lo que la acumulacion de nitratos es menor
(Hernandez y col. 2016), lo cual representa un valor agregado en calidad del producto.

4. Conclusion

La disponibilidad de nutrientes en la solucién nutritiva orgénica esta directamente influenciada
por el manejo de la solucién de la solucion durante el cultivo y la composicion quimica inicial del
vermicompost.

El té de vermicompost utilizado como solucién nutritiva en sistema hidropénico aporta la
mayoria de los nutrientes necesarios para el desarrollo del cultivo de lechuga, siendo necesario la
aplicacién puntual de una fuente de fosforo y magnesio para evitar posibles deficiencias.

El uso de soluciones nutritivas organicas preparadas a base de té de vermicompost de
residuos vegetales horticolas puede convertirse en una alternativa para la produccion de cultivos
de ciclo corto como la lechuga.
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Resumen: La agricultura urbana es una actividad en expansion a nivel mundial. Se estima en mas de
20.000 el numero de huertos urbanos en Espafa, siendo cultivados la mayor parte de ellos bajo manejo
ecoldgico y con frecuente uso de diversos tipos de composts o estiércoles. A pesar de los multiples
beneficios que nos aporta la agricultura urbana, se han detectado en ciertas ocasiones presencia de
metales pesados en los suelos y cultivos urbanos lo que implica un riesgo para los consumidores. En el
presente trabajo se han determinado las concentraciones de metales pesados y nutrientes en plantas y
frutos de habas (Vicia faba) y lechugas (Lactuca sativa) recolectadas en huertos urbanos de la provincia de
Sevilla, en poblaciones de diverso tamafo y a diferentes distancias de vias de comunicacion. En todos los
casos las plantas mostraron niveles de nutrientes minerales satisfactorios, de acuerdo con la elevada
fertilidad y materia organica que de forma generalizada mostraron los suelos de los huertos urbanos. Las
concentraciones de metales pesados estuvieron generalmente por debajo de los limites de seguridad
permitidos. Se observaron diferencias entre localizaciones que pueden relacionarse con la deposicion por
via aérea de metales pesados, con la contaminacion previa del suelo y con el uso de fungicidas de cobre.
Aunque parciales por lo limitado del muestreo, estos resultados indican que los productos procedentes de la
agricultura urbana ofrecen seguridad a sus consumidores.

Palabras clave: Lechuga, haba, Sevilla, plomo

1. Introduccioén

La agricultura urbana es una actividad en crecimiento en, o alrededor de muchas ciudades del
mundo. En Espafia existen unos 20.000 huertos urbanos. Se practica con el propédsito de
entretenimiento pero también por seguridad alimentaria y conlleva beneficios sociales,
economicos, medioambientales y de salud humana (Mok y col., 2014). Sin embargo, existe
preocupacion por la eventual contaminacion de frutas y hortalizas urbanas por sustancias
organicas o inorganicas (metales pesados) (Meharg, 2016). En este trabajo se han determinado
las concentraciones de metales pesados y nutrientes en plantas de haba (Vicia faba) y lechuga
(Lactuca sativa) recolectadas en 4 huertos urbanos de la provincia de Sevilla situados a diferente
distancia de carreteras y en poblaciones de diferente tamafio.

2. Materiales y métodos

Se muestrearon plantas y suelo (no considerado aqui) de 22
parcelas asignadas a personas mayores o desempleados, de
100 m?, en 4 huertos urbanos de la provincia de Sevilla: parque
de Miraflores en ciudad (Ml), y en las poblaciones de Utrera
(UT), Osuna (OS) y Almensilla (AL). Los huertos estaban
cultivados bajo practicas de agricultura ecolégica con uso
abundante de enmiendas organicas, pero difieren en su
situacion en la ciudad, distancia a carreteras y tamafo de la
poblacion (Tabla 1). Se seleccionaron las especies vegetales
Vicia faba y Lactuca sativa presentes en los 4. Se tomaron

Fig. 1: Localizacion de los huertos
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hojas y vainas de habas y hojas de lechuga. Las muestras de habas se analizaron sin lavar y
después de lavarlas. Las de lechuga se analizaron siempre lavadas. Se determinaron los nutrientes
P, K, Ca, Mg y S y metales pesados mediante digestion en microondas e ICP-OES y N en
autoanalizador. Los valores medios de cada huerto se compararon con el test de Tukey (p<0,05).

Tabla 1: Caracteristicas de los Huertos Urbanos

Huerto AL uT (O] Ml
Localidad Almensilla Utrera Osuna Sevilla
Poblacion ~ 6.000 53.000 18.000 700.000
Posicion en la Limite urbano Limite Periurbano Interior
ciudad urbano

Distancia a 200 100 20 100
carretera (m)

Intensidad de Baja Media Baja Elevada
trafico

Otras Autovia en Via de tren Industria de conservas Via de tren (800 m) y
infraestructuras construccién (200m) (200 m) y parque industrial parque industrial
(m) (1600m) (500 m) (300 m)
Antigliedad (afios) 4 9 8 25

Tabla 2: Nutrientes en hojas de haba (g kg™

Minimo Maximo Media
N AL 43,6 51,0 47,9
0S 305 40,7 36,6 Tabla 3. Concentracion de metales en hojas de
UT 458 51,4 49,2 lechuga (mg kg™")
Ml 320 388 35,4 AL uT 0S MI Ref’
RE' 480 550 Fe 208 a 392 a 212a 218 a 40-100
P AL 372 466 4,15 Cu 46a 9a 112a 13 a 520
3? ;22 2;2 i‘z‘? Zn 222 a 197 a 230a 472b 20-250
M 203 3.7 289 Cd 0,18 a 0,19 a 0,177 a 048 Db
RE' 3.20 4.20 Po 1,00 a 0,80 a 068 a 2,19 a
K AL 256 47,9 36,4 Cr 225a 221 a 126a 1,18 a
OS 253 43,2 32,6 Valores seguidos de la misma letra en la misma fila no
ur 179 301 21,7 difieren significativamente segin el test de Tukey
MI 178 283 22,8 (p<0,05).
RE 24,0 32,0 "Valores de referencia segun Mills y Jones (1996)
Ca AL 104 15,6 12,9
0os 27,2 45,7 33,4
UT 9,73 15,6 13,0
Ml 26,9 28,8 27,5
RE' 5,0 75
Mg AL 2,89 4,70 3,66
0Os 3,02 4,84 3,78
UT 1,80 2,84 2,27
Ml 3,66 4,90 4,29
RE' 38 4,2
S AL 2,34 3,03 2,69
OS 1,46 2,07 1,87
UT 2,43 3,10 2,74
Ml 1,85 2,67 2,25
RE? 25

" Intervalo de suficiencia segtin Mills y Benton Jones (1996)
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3. Resultados y discusion
3.1. Contenido de macronutrientes

En la Tabla 2 se muestran los valores minimo, maximo y medio encontrados para los
macronutrientes en hojas de haba para cada uno de los huertos considerados. Se obtuvieron
valores con tendencia a ser menores en los muestreos mas tardios realizados en OS y MI, aunque
en general los cultivos mostraron niveles de nutrientes adecuados suministrados por la fertilizacién
organica.

3.2. Contenido foliar de metales pesados

En la Fig. 2 se muestran los contenidos de los metales Fe, Cr, Zn y Cd en hojas de habas de
los 4 huertos. Como se observa en la Fig. 2, las plantas de UT resultaron diferenciadas de las de
los otros huertos porque presentaron contenidos significativamente mayores de Fe, Cry Cd, y las
de MI presentaron contenidos significativamente mayores de Zn. En la tabla 3, se muestran los
contenidos de Fe, Cu, Zn, Cd y Pb en las hojas de lechuga. En lechuga puede observarse en
cambio que las diferencias mas notables se obtuvieron para las plantas del huerto MI con mayores
concentraciones de Zn, Cd y Pb (no estadisticamente significativa para este Ultimo). Las lechugas
de UT presentaron también un nivel de Fe que duplicé al de las otras localidades. Esto induce a
pensar que en ambos huertos, UT y MI, las variaciones observadas en los metales han sido
producidas por efectos o agentes diferentes.

Las concentraciones obtenidas de Cd fueron, en todos los huertos y para los dos cultivos, muy
inferiores a la concentracién tolerable para cultivos agricolas (3 mg kg™). Los valores medios de
Cr en el caso de las lechugas de Al y UT sobrepasaron la concentracion tolerable en cultivos (2
mg kg') seglin Kabata-Pendias y Pendias (2001) aunque sin alcanzar la concentracién excesiva o
téxica para las plantas (5-30 mg kg') segtin los mismos autores. También los niveles en habas de
UT se acercaron a la concentracion tolerable. Las concentraciones de Fe estuvieron
comprendidas en el intervalo adecuado (100-800 mg kg™') seglin Reuter and Robinson (1997).

Las muestras de UT fueron tomadas pocos dias después, de lo que se conoce como “lluvia
roja”, que es una deposicién de polvo sahariano junto con la lluvia. La composicién de este polvo,
segun Avila y col. (1998) es Al 9,94%, Fe 3,40%, Ca 3,14%, K 0,62%, Mn 540 mg kg'1, Zn 142 mg
kg”, Cr 68 mg kg y Pb 47 mg kg™ (sin datos para Cd) aunque puede ser variable segin la
procedencia concreta del polvo. Esta lluvia roja explica las concentraciones mas elevadas de los
elementos Fe, Cr, Cd (e incluido el Al, datos no mostrados) en las muestras de UT. Sin embargo,
a pesar de la presencia moderada de Zn y Pb en el polvo sahariano descrito por Avila y col. (1998)
en esta ocasion no se detectaron incrementos de estos elementos en las muestras de UT lo que
puede deberse a una precedencia y composicion diferentes de este polvo en suspension.
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Para las muestras de MI cabe destacar las mayores concentraciones de Zn (Fig. 2, Tabla 3).
Este metal puede tener variados origenes antropogénicos, aunque frecuentemente su aparicion
en ambientes urbanos se asocia al trafico ya que las gomas y los metales galvanizados lo
contienen (Heidary-Monfared, 2011). En el caso de las hojas de haba tomadas en MI, no se
encontr6 diferencia en el contenido de Zn entre

muestras no lavadas y lavadas (59,7 y 59,5 mg kg’
' respectivamente) por lo que la deposicién
atmosférica de este metal no parece explicar su
mayor contenido respecto a los otros huertos. En
lechuga, los valores encontrados pueden
considerarse cercanos al limite inferior del intervalo
de suficiencia (Tabla 3) por lo que no debe

300,00

200,00

Fe en hoja (mglkg)

considerarse como problematico. -

En general, el contenido de Pb en todas las '
muestras se encontrd por debajo del nivel de
tolerancia para los cultivos (10 mg kg") (Kabata-
Pendias y Pendias, 2001). Las concentraciones
maximas se encontraron también en dos muestras
de lechuga de MI, que alcanzaron valores de 6,4 y

-

Cr en hoja (myikg)

6,5 mg kg'. Estas concentraciones equivalen a —
0,34 y 0,35 mg kg"' sobre peso fresco, valor —*T
superior al contenido maximo de 0,30 mg kg 1
fijado para hortalizas de hoja por la Unién Europea
(2006). Aunque la dispersién de resultados
correspondientes a las diferentes parcelas del
huerto MI no permiten concluir que el valor medio
encontrado en lechuga sea significativamente

Zn en hoja (mglkg)

14
s
"
i

fror Estandar

superior a los otros huertos, este valor medio fue
2-3 veces superior a las otras medias (Tabla 3). El
contenido medio de Pb en suelos de Ml fue de 292
mg kg') mientras que para las otras tres
localizaciones fue de 15 mg kg” por lo que la
mayor concentracion a nivel de planta esta
claramente relacionada con una contaminacién por

008

Cd en hoja (mgkg)

=
l_

este metal en suelo. Diversas evidencias e ; AL
informacion suministrada por los agricultores de Ml

indican que esta contaminacion por Pb ha sido  Figura 2: Concentraciones en hojas de haba
posiblemente producida por restos de pinturas en

residuos de construccion y demolicién. Esta fuente de contaminacién ha sido citada anteriormente
por ejemplo por Walraven y col. (2016).

Los contenidos de Cu mostraron gran dispersién de valores desde 4,9 mg kg™ en lechugas de
UT hasta 525 mg kg™ en lechugas de OS. La normativa legal europea no restringe el contenido de
Cu en hortalizas destinadas al consumo humano, aunque concentraciones superiores a 20-100
mg kg” podrian ser téxicas para las plantas (Kabata-Pendias y Pendias, 2001). En muchas
parcelas se observaron manchas azules en los cultivos debidas al uso de sales de Cu como
fungicida, ya que su uso se autoriza en agricultura ecolégica.

Aunque no se muestran datos concretos en este trabajo por motivos de espacio, los compost y
estiércoles muestreados en los huertos no presentaron contenidos de metales pesados que

Lugar
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sobrepasaran los limites establecidos ni que pudieran justificar los relativamente elevados
contenidos encontrados en los cultivos.

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que las hortalizas de huertos urbanos pueden haberse
contaminado por metales procedentes de diversas fuentes: por deposicion atmosférica, por
contaminacion previa del suelo o por actividades agricolas. En algunos casos las concentraciones
por metales tales como plomo pueden alcanzar valores que supongan riesgos toxicolégicos para
los consumidores, riesgos que podran verse acrecentados por el consumo permanente que
determinadas personas o familias pueden hacer de estas hortalizas.
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Resumen: La plantacion de arboles de crecimiento rapido en suelos contaminados, en combinacion con el
uso de residuos organicos, podria resolver parcialmente un problema ambiental dual: la eliminaciéon de
residuos y la mejora de la calidad de estos suelos degradados. En este estudio investigamos, durante dos
campanas de experimentacion en contenedores de 90 L, el efecto de dos compost (compost de alperujo y
compost de biosolidos) y la cantidad y calidad de biomasa producida por un cultivo de Paulownia fortunei en
tres suelos (dos suelos contaminados con elementos traza (uno de pH &cido y otro de pH neutro) y en un
suelo no contaminado de baja fertilidad). Los compost aumentaron la produccién de biomasa,
especialmente en la segunda campafa de experimentacion, y la calidad del gas de sintesis obtenido tras la
gasificacion de la misma. Las plantaciones de P. fortunei enmendadas con compost podrian ser una
oportunidad para mejorar el equilibrio econémico de la revegetacién de suelos contaminados, teniendo en
cuenta que otras opciones comerciales, tales como la produccién de alimentos o de cultivos forrajeros no
son posibles en estos suelos.

Palabras clave: Biomasa, gasificacién, poder calorifico, elementos traza, fitorecuperacion.

1. Introduccioén

La estabilizacion y la fitorrecuperacion de suelos contaminados son técnicas en las que se
utilizan enmiendas y / o plantas para alterar las formas fisicas y/o quimicas de los elementos traza
(ET), y en ultima instancia para reducir su movilidad (Madején y col. 2006). Entre las enmiendas
mas comunmente utilizadas se encuentran los compost procedentes de residuos organicos. La
investigacion sobre el uso agronémico de residuos y compost muestra resultados consistentes: el
uso de estos materiales beneficia la calidad y productividad del suelo, pero su aplicacion debe
hacerse seleccionando materiales de calidad.

Los cultivos de crecimiento rapido podrian tener un interés afnadido, ya que su biomasa
constituye una fuente importante de material lignocelulésico para la producciéon de
biocombustibles. Sin embargo, la creciente demanda de alimentos, como resultado del
crecimiento de la poblacion humana, compite con los biocombustibles por los suelos agricolas.
Para evitar el conflicto entre la oferta de alimentos y la produccion de cultivos energéticos la mejor
opcion es dedicar las tierras marginales a la produccion de cultivos energéticos Schréder y col.
(2008).

Las materias primas lignocelulésicas pueden ser valorizadas a través de las tecnologias de
conversion. Entre las tecnologias termoquimicas, la gasificacién de biomasa se considera como el
tratamiento més eficaz para la valorizacion material lignocelulésico (Martinez-Merino y col., 2013).

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de dos compost en la cantidad y calidad de la
produccion de biomasa Paulownia cultivada en suelos degradados y contaminados. Se evaluo6 la
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produccion de biomasa en dos afios consecutivos y se analizdé su calidad en funcién de las
concentraciones de ET y la composicion de los gases obtenidos tras el proceso de gasificacion.

2. Materiales y métodos

El experimento se llev6 a cabo al aire libre en veintisiete contenedores de 90 L que se llenaron
con dos suelos moderadamente contaminados con ETs (AZ pH 6,9 y V pH 3,7) y uno no
contaminado, NC (pH 7,5). Se establecieron tres tratamientos por suelo: compost de alperujo (AC,
pH 8,10; MO, 29,1%), compost de biosélidos (BC, pH 7,09; MO, 22,6%) y un control sin adicién de
enmienda (NA), en un disefio de bloques al azar con tres réplicas por tratamiento (ver mas
detalles en Madejon y col., 2014).

Se realizaron dos cosechas, la en marzo de 2013 y en febrero de 2014, que se pesaron en
fresco y seco. En la primera se recogi6é toda la biomasa, excepto la raiz, y en la segunda se
recogié toda la planta (incluyendo la raiz). Los troncos (madera y corteza) se prepararon para el
analisis quimico y para las pruebas de gasificacion y combustién (poder calorifico). Estas pruebas
se realizaron en un reactor a escala de laboratorio. La relacién estequiométrica (k = 0,30) se fij6
mediante el control de la velocidad de la biomasa a través del horno y el flujo de aire en la tuberia
(0,15 L / min para O, y 2,0 L / min para N,). El gas crudo obtenido a partir de la gasificacion de
biomasa se analiz6 mediante GC-TCD (Shimadzu GC-14A cromatografo de gases) y GC-FID
(Shimadzu GC-17A). Los valores calorificos brutos (volumen constante) se determiné de acuerdo
con la norma UNE 164001-EX usando un calorimetro Parr 6300

Los resultados, o sus transformados logaritmicamente, de cada suelo se analizaron mediante
ANOVA considerando el tratamiento como variable independiente. Las diferencias significativas se
establecieron por el test de Tukey (p<0,05). Se aplicé un analisis de componentes principales a
los datos de la composicién del gas (con los datos conjuntos de ambas cosechas) siendo el
tratamiento (enmienda) la variable de agrupacion.

3. Resultados y discusion

Produccion de biomasa: La biomasa de P. fortunei en las dos cosechas realizadas no excedié
de 300 g de peso seco por contenedor, en cualquier suelo o tratamiento, indicando la baja
densidad de la biomasa de este arbol (Akyildizy col., 2010). En general, en la primera cosecha la
biomasa fue menor que en la segunda. Esta capacidad de volver a crecer de forma mas vigorosa
después del primer corte es tipica de las especies de crecimiento rapido (Garcia y col., 2008). La
adicion de enmiendas soélo tuvo un efecto significativo y positivo sobre la produccion de biomasa
en la segunda cosecha sobre todo en los suelos contaminados (Madején y col., 2016). En el suelo
acido la aplicacién de compost produjo importantes aumentos en la produccién de biomasa,
debido a la mejora de los procesos de atenuacion natural de la toxicidad de metales (Madejon y
col., 2006). La adicion de compost provoc6 una clara mejora de la calidad en los suelos, como
indica el aumento de los nutrientes disponibles y en los indices bioquimicos de la actividad
microbiana (Madejon y col., 2014).
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Figura 1. Razén de H,/CO del gas de sintesis producido en la gasificacién de la biomasa obtenido en cada
tratamiento y suelo (SD desviacién estandar)

Gasificacion: Las cantidades de H, obtenidas a partir de la biomasa de Paulownia fue inferior a
la obtenida con materiales similares (Parthasarathy y Sheeba, 2015). En cuanto a CO (valores
promedio de 8,5%) también fueron ligeramente inferiores a los datos de otros estudios. Ademas,
los datos de CO, y CH, (datos no mostrados) fueron también inferiores (Weerachanchai y col.,
2009).

En general, la calidad del gas para fines energéticos (indicado por la concentracién de H, y la
relacion H,/CO) aumentd en los suelos enmendados desde la primera cosecha. Este efecto
positivo sobre la concentracién de H, fue particularmente importante en el suelo acido (V). El
tratamiento BC tuvo un mayor efecto positivo en el suelo contaminado neutro (AZ) que en los otros
dos suelos (Fig.2). En la segunda cosecha, el efecto positivo de las enmiendas en la calidad del
gas fue mas claro. El BC produjo un mayor aumento de la relaciéon H,/CO que el AC en los suelos
NC y AZ, mientras que en el suelo V el efecto de ambas enmiendas fue similar (Fig. 2). En cuanto
al tipo de suelo tuvo, en general, una gran influencia sobre la composicién del gas y existio una
interaccién significativa suelo x enmienda (datos no mostrados).

El analisis multivariante de la composicién del gas confirmé que las plantas que crecen en
suelos enmendados con CB tendieron a presentar una mayor calidad con fines de produccién de
energia (Fig. 2). La acumulacién de ET en la biomasa no estuvo relacionada con la concentracion
de cualquiera de los gases analizados (datos no mostrados).
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Figura 2. Andlisis de las componentes principales del gas obtenido en la gasificacién de biomasa en los
suelos tratados con las distintas enmiendas (NONE: NA; ALP: AC; BIOS: BC).

Poder calorifico: El andlisis de se realizd en muestras compuestas de tres replicados para cada
tratamiento, por lo que no pudo realizar un analisis estadistico mas detallado. En general, la
densidad de energia depende del tipo de biomasa, las caracteristicas de crecimiento y estructura
de la planta. La biomasa con alto contenido en lignina y celulosa presenta una mayor densidad.
En este sentido, los resultados de las densidades de energia (Tabla 1) a partir de biomasa de
Paulownia fueron ligeramente inferiores a los obtenidos por otros materiales estudiados como la
madera del pino (19,6 a 20,1 MJ/kg) (Telmo y col., 2010) y similares a los encontrados en las
plantas de alimentos y residuos de la paja (16,7 a 17,8 MJ/kg) (Wang y col., 2011).

Tabla 1. Valores de poder calorifico (MJ/kg) de la biomasa obtenida en cada uno de los tratamientos y
cosechas.

Suelo NC Suelo AZ Suelo V
NA AC BC NA AC BC NA AC BC

Cosecha1 | 176 | 176 | 17,8 17,1 | 17,6 | 17,9 16,7 | 18,3 18,1
Cosecha2 | 16,9 | 17,4 | 17,9 16,9 | 17,8 | 18,1 16,5 | 18,4 18,2

Por otra parte, la biomasa lefiosa, en general, tiene un menor contenido de cenizas que la
biomasa herbacea y los residuos agricolas. A pesar de la falta de replicados, los resultados estan
de acuerdo con los obtenidos en la gasificacion. La biomasa procedente de suelos enmendados
tuvo en general un poder calorifico mas alto que la biomasa de los suelos NA. La presencia de
enmiendas produjo una mejor calidad de la biomasa para la combustion y ademas la
contaminacién no afecté la biomasa para proceso de combustion.

4. Conclusiones

Los resultados de este estudio muestran que el uso combinado de P. fortunei y de compost
podria ser una estrategia para promover el la valorizacion econémica de la recuperacion de la
contaminacion en el area mediterranea. La adiciéon de compost aument6é de la produccion de
biomasa a valores similares a los de suelos no contaminados. La calidad de la biomasa para la
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gasificacion aumentd después de la adicion del compost. Por lo tanto, P. fortunei podria ser una
oportunidad para mejorar el equilibrio econdmico de la revegetacion de suelos contaminados.
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Resumen: Tras el estudio de la dinamica de mineralizacion del C y N de un compost realizado a base de
algas de arribazoén y restos de pescado (lllera-Vives y col., 2015), se han realizado dos ensayos adicionales,
uno con el fin de estudiar la disponibilidad de P y K de esta enmienda, y otro para conocer su influencia
sobre la actividad biolégica del suelo.

Se emple6é un suelo recogido después de un cultivo de tomate abonado con distintos tratamientos
fertilizantes: C: control; CAP: compost de algas y restos de pescado; EPD: estiércol de pollo deshidratado;
M: mineral. El ensayo | consistié en una incubacion en la que se realizé un seguimiento de la liberacién de P
y K durante 90 dias, utilizando el suelo de las parcelas C, al que se aplicaron tres dosis del compost.

El ensayo Il consisti6é en otra incubacién (durante 10 dias), en la que se evalué la actividad biolégica de
los suelos una vez finalizado el cultivo de tomate, a través del seguimiento de la liberacién de CO,,

Para describir la cinética de liberacién de P, K'y CO, se utilizé6 un modelo exponencial de primer orden,
que presento un ajuste significativo para el P y el CO,. La liberacion de K se produjo durante los 90 dias de
incubacion, mientras que la del P sucedié durante los primeros 20 dias. La actividad microbiana fue
significativamente mayor en las parcelas que recibieron abonado organico (compost y estiércol de pollo)
frente a los tratamientos control y mineral.

Palabras clave: recursos marinos, mineralizacién, fertilidad del suelo.
1. Introduccion

Las algas de arribazén y los restos de pescado son recursos con un gran potencial para ser
utilizados en agricultura como enmienda y/o fertilizante. Por el contrario, cuando estos materiales
no son gestionados adecuadamente, se convierten en un residuo en las zonas costeras. El
compostaje de ambos productos es una alternativa para la obtencién de un material estable, con
un alto contenido en materia organica y rico en nutrientes (lllera-Vives y col., 2013). Sin embargo,
gran parte de estos nutrientes no se encuentran disponibles inmediatamente, es necesario que la
materia organica sufra un proceso de mineralizacion para que se transformen en forma asimilable
por las plantas. El compost obtenido por lllera-Vives y col. (2013) mostré ser muy estable con una
tasa de mineralizacion lenta, por lo que la liberacion de nutrientes se prolonga en el tiempo, si bien
una parte importante del N estd en forma mineral rapidamente disponible para las plantas
(llera-Vives y col., 2015). El objetivo de este ensayo fue estudiar la dinamica de liberacion de P y
K de este compost para profundizar en su conocimiento como fertilizante, asi como evaluar su
efecto sobre la actividad bioldégica de un suelo de invernadero.
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2. Material y Métodos

El compost estudiado se obtuvo a partir de algas de arribazén, restos de pescado y corteza de
pino; con una proporcién de 1:1:3 (v/v), cuyo proceso y caracterizacion estéd descrito en lllera-
Vives y col. (2013). El compost obtenido tuvo un alto contenido de materia organica (80%) y de
nitrégeno (2,1%). La proporcion N: P: K fue de 3: 1,5: 1 y su relacién C/N de 20 (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion final del compost (valores expresados sobre materia seca).

Elementos solubles en agua (1:5mg L)

Materia seca (%) 58,02+0,86 NH,* 480,43 + 16,23
pH pasta saturada 6,61+0,04 NO3 108,51 £ 4,73
C.E. ext. sat. (dSm™) 1,96+0,50 PO,¥ 82,92 + 10,05
Carbono (%) 48,08+0,18 ca* 57,08 + 27,25
Materia Organica (%) 82,98+0,30 Mg?* 27,44 + 17,07
N (%) 2,10+0,01 Na* 1041,50+ 124,40
N-organico (%) 1,86+0,01 K* 705,40 + 116,00
C/N 20,00+0,17 Cationes de cambio (cmol(+) kg-1)

P (%) 0,66+0,03 Ca 17,29 3,75

K (%) 0,67+0,01 Mg 10,06 0,99
Ca (%) 1,16+0,19 Na 18,84 1,43
Mg (%) 0,27+0,01 K 9,12 0,83

El suelo utilizado en ambos ensayos procedia de la capa arable de un suelo de invernadero
clasificado como Cambisol hiimico, con un pH de 4,2, una baja CICe (8,2 cmol (+) kg™), una alta
CE (5,6 dSm™) y un contenido en MO del 3,1%. El suelo fue recogido tras un cultivo de tomate
que duré 4 meses y que fue abonado con distintos tratamientos fertilizantes: C: control sin
fertilizar; CAP: compost de algas y restos de pescado (49 t ha''); EPD: estiércol de pollo
deshidratado (15 t ha™); M: mineral liberacion lenta NPK: 20-2.2-8.3 (1,15t ha™).

2.1 Ensayo I: Liberacionde Py K

Para este ensayo se emple6 el suelo control (C: sin fertilizar) previamente ajustado al 60% de
su capacidad de campo. Se tomaron muestras de 100 g (peso equivalente a suelo seco), que
fueron fertilizadas con el compost con las siguientes dosis C: 0; CAP1: 39 y CAP2: 66 t ha™ (por
triplicado para cada tratamiento). La incubacién aerobia se llevé a cabo durante 90 dias a 25°C. A
los 0,1, 2,4,7,14, 21, 35, 49, 63, 77, y 90 dias, se analizé su contenido en P asimilable (Olsen y
Sommers, 1982) y K disponible extraido con NH4Cl 1N (Peech y col., 1947) y medido por emisién
atémica.

2.2 Ensayo lI: Actividad bioldgica del suelo

Para evaluar el efecto de los distintos tratamientos fertilizantes aplicados al cultivo del tomate
sobre la actividad biologica del suelo, una vez finalizado el cultivo, se hizo un seguimiento del CO,
liberado. Se pesaron cuatro muestras de 25 g de suelo himedo de cada tratamiento (C, CAP,
EDP y M), se introdujeron en recipientes de vidrio de 1,5 L con cierre hermético, que contenian
también un vial de 25 mL de agua destilada (para mantener las condiciones de humedad durante
la incubacién) y un recipiente con 10 mL de solucién de OHNa 1M para atrapar el CO,. La
incubacion se realizé a 25 °C durante 10 dias. Después de 1, 2, 4, 7 y 10 dias se valord la
cantidad de OHNa en exceso (Hernandez y Garcia, 2003).

2.3 Tratamiento de los datos
Los resultados de ambos ensayos se sometieron a un ANOVA utilizando el test de Duncan en

caso de varianzas homogéneas y el test de Games-Howell para varianzas no homogéneas.
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Para describir la mineralizacion del C y la liberacion de P y K, se utilizd un modelo cinético de
primer orden (Stanford y Smith, 1972) cominmente empleado para describir la dindmica de
mineralizacion de la materia organica Xt = Xi + X,(1 — %)), donde Xt es el nutriente liverado
en el momento {, Xi es el contenido del nutriente cuando t=0, X, es la liberacion maxima potencial
del nutriente (mg kg™ suelo), k es la tasa de mineralizacién (d”) y t es el tiempo (dias). Para
determinar diferencias significativas entre curvas se utilizd la metodologia propuesta por Pérez-
Cruzado y col. (2015).

3. Resultados y Discusion

3.1 Liberacionde Py K

La aplicacion del compost supuso un aumento, estadisticamente significativo, del contenido de
P disponible en el suelo con respecto al control. Aumento que se produjo de forma mas intensa en
los 20 primeros dias, siendo minima a partir de ese momento (Figura 1a). Ademas, se encontraron
diferencias significativas segun la dosis aplicada.

En el caso del K, la aplicacion del compost supuso un incremento en su forma disponible,
desde el primer dia de aplicacién y se mantuvo lo largo de todo el ensayo. Ademas, el contenido
en este elemento fue significativamente superior en los suelos abonados frente al control (Figura
1b). También se observaron diferencias significativas entre las dos dosis testadas. Al final del
ensayo, la liberacién de K continué en ambas dosis, no observandose en ningin caso una
tendencia a la estabilizacion, por lo que se puede deducir que el proceso de liberacion de K adn
seguia activo a los 90 dias.
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2 60 2 1500
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E" 20 ' 1000
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Figura 1: a) P (mg P kg™ suelo) y b) K disponible (mg K kg™ suelo) observado durante los 90 dias de

incubacion en los diferentes tratamientos (C: 0; CAP1: 39 y CAP2: 66 t ha™' de compost de algas y
pescado).

La liberacion de P se ajustdé bien a un modelo exponencial de primer orden ya que,
probablemente, proviene de la mineralizacion de la materia organica aportada por los
componentes del compost. En el caso del K, los resultados observados no presentaron un buen
ajuste a este modelo, ya que su origen es mayoritariamente inorganico: soluble (Tabla 1) y
cambiable, razén por la cual los resultados no siguen una cinética de primer orden tal y como
suele ocurrir con los procesos microbianos.

Actividad bioldgica

La actividad microbiana fue mayor en las parcelas que recibieron abonado organico (compost y
estiércol de pollo) frente a los tratamientos control y mineral, como se demuestra por la mayor
liberacion de CO, producida con los tratamientos organicos (Figura 2).

224 V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje



i RECGe

Al ajustar los datos observados a la ecuacion propuesta por Stanford y Smith (1972), se
observa que la velocidad de mineralizacion (k) es mucho mayor en los tratamientos organicos. La
tendencia descrita por el compost de algas y restos de pescado fue similar a la del estiércol de
pollo, no existiendo diferencias significativas entre ellos (Tabla 2).

€ mg g suelo

[T
P

00 -

4]

Figura 2. Evolucion de la liberacion de CO, (mg C kg suelo) durante los 10 dias de incubacion en los diferentes
tratamientos (C: control; M: mineral; EPD: Estiércol de pollo deshidratado; CAP: compost de algas y pescado).
Tabla 2. Coeficientes de ajuste al modelo Ct = Co x (1 — eF*D),

Tratamiento Co a k a
c 20,21 0,054* 0,07 0,139 a
M 33,83 0,021* 0,07 0,08* b
EPD 50,91 6107+ 0,13 7x107 c
CAP 61,47 5x10°8** 0,10 9x 107+ c

Ct: mineralizacién en el tiempo t; Co: mineralizacion maxima potencial (mg kg" suelo); k: tasa de
mineralizacion (d™); t: tiempo (dias); a: significacion del coeficiente en el modelo. En cada fila, distintas letras
indican diferencias significativas entre los modelos (p<0.05).

4. Conclusiones

El compostaje de algas y restos de pescado junto con corteza de pino, producen un material
con buenas cualidades como fertilizante, proporcionando una fuente de nutrientes prolongada en
el tiempo. La liberacién de P se produjo principalmente durante 20 dias y la de K durante mas de
90 (tiempo de duracién del ensayo). Por otra parte, la actividad bioloégica del suelo tras 4 meses de
su aplicacién era significativamente superior a la de un suelo abonado con fertilizantes minerales.
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Resumen: A partir de lodos de depuradora se obtiene un abono 6rgano-mineral mediante un tratamiento
quimico novedoso que higieniza y ahade valor agronémico a los lodos procedentes, tanto de aguas
residuales urbanas como de agroindustrias. Con el fin de evaluar la dinamica de liberacién de nutrientes de
este nuevo abono, se llevd a cabo una incubacién aerdbica de un suelo 4cido y de otro alcalino durante 180
dias. Ambos fueron abonados con una dosis equivalente a 160 kg N ha™'. Tanto el abonado como el tipo de
suelo influyeron significativamente en el contenido de N inorganico en el suelo (p<0,005 y <0,001
respectivamente). Ambos parametros presentaron una interaccion significativa, siendo el suelo el factor mas
influyente en la mineralizacion del N. La incorporacion del abono al suelo produjo una liberacién inicial de
amonio, que fue descendiendo a medida que aumentaba el contenido en nitratos. El paso de amonio a
nitrato se produjo de forma mas rapida en el suelo alcalino, que en el suelo &cido.

Palabras clave: Lodos de depuradora, formas de nitrégeno, suelo alcalino, suelo acido.

1. Introduccion

Los lodos de depuradora por su composicién tienen interés para ser valorizados
agronémicamente. La Union Europea regula la utilizacion de los lodos de depuradora en
agricultura con el fin de evitar efectos nocivos en los suelos, la vegetacion, los animales y el ser
humano (RD 1310/1990, 1990). Para reducir riesgos, las reglamentaciones cada vez son mas
exigentes y restringen la aplicacion agricola de lodos frescos (DOG 107, 2012).

Un tratamiento novedoso de los mismos es la pasteurizacién, que higieniza el producto, pero
que ademas puede ser combinado con la adicion de nutrientes en forma mineral, dando lugar a un
abono érgano-mineral comercial (Verdiberia NP®). Previa a la comercializacion del producto es
necesario estudiar su comportamiento en el suelo y hacer asi un uso correcto y eficiente del
mismo.

En este trabajo se estudia la dinamica de liberacion del nitrégeno del abono érgano-mineral
comercial con el fin de conocer en qué forma se va haciendo disponible para las plantas y asi
determinar las épocas de aplicacion y las dosis necesarias para que la liberacion de nutrientes
coincida con el momento de demanda por parte de los cultivos.

2. Material y métodos

Para evaluar la dinamica de liberacién de N se utilizaron dos suelos de diferentes
caracteristicas, uno con textura franco-arenosa, pH en H,O de 4,6; 14,4% de materia organica y
C/N 20. El otro suelo tenia textura franco-arcillo-arenosa, pH en H,O de 8,7; 1,5% de materia
organica y C/N 34.
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El abono utilizado fue un fertilizante 6rgano-mineral, obtenido a partir de lodos de depuradora
disefiado y patentado por la empresa Verdiberia Aqualab S.L, con pH en H,O de 7,4, contenido de
materia organica del 44,9% y nitrégeno total del 7,1%, asi como un contenido en metales pesados
dentro de lo permitido por la legislacién (RD 506/2013, 2013). La dosis de abonado utilizada fue
de 160 Kg N ha™", que es cominmente empleada para un amplio rango de cultivos.

Se llevaron a cabo cuatro tratamientos: Suelo &cido (SAc), SAc+ Abono Verdiberia(SAc+V),
Suelo alcalino (SAl), SAl+Abono Verdiberia (SAl+V). De cada suelo se pesaron 200 g que se
dispusieron en tarrinas y se humedecieron al 60% de la capacidad de campo y después, segun el
caso, se les aplico la dosis de abono correspondiente. De cada tratamiento se prepararon 36
tarrinas con el fin de realizar 12 muestreos con tres repeticiones cada uno. Tanto los suelos
control como los suelos tratados con el abono se incubaron a 25°C en una camara de incubacién
durante 180 dias. Se realizaron muestreos los dias 0 (caracterizacion inicial), 2, 5, 10, 20, 30, 40,
55, 70, 120, 150 y 180.

La determinacion del N-NH," y del N-NO;™ se realizé espectrofotométricamente mediante el
método descrito por Keeney y Nelson (1982). Los resultados experimentales se sometieron a un
ANOVA con el fin de evaluar los efectos de cada tratamiento. Tras comprobar que los datos eran
normales y homogéneos se aplicé el test de Duncan con un nivel de significacion de p<0,05. Para
cada parametro que se analiz6, también se realiz6 un ANOVA de dos vias: tratamiento y suelo,
asi como la interaccion entre ambos factores.

3. Resultados y discusion

Mineralizacion del nitrogeno

El nitr6geno es un nutriente cuyo ciclo en el suelo es complejo y esta influido por diversos
factores que afectan a las ganancias y pérdidas del mismo (Stevenson y Cole, 1999). Para
estudiar el comportamiento del abono sobre las formas de N (amonio, nitrato) en cada uno de los
suelos, se realizé6 un ANOVA de dos vias (suelo, tratamiento) cuyos resultados aparecen en la
Tabla 1.

Tabla 1: ANOVA de dos factores (suelo y tratamiento) para la mineralizacion del nitrégeno al final
de la incubacion

Parametro Suelo Tratamiento Suelo x tratamiento
F a F a F a

NH,* 61,07 0,000 17,84 0,003 12,21 0,008

NO; 28,21 0,001 4,70 0,062 2,78 0,134

En el caso del NH,", tanto el suelo como el tratamiento fertilizante, influyeron en la
mineralizacion de manera significativa, aunque el factor que mas influyd sobre la evolucion del
amonio fue el suelo (p<0,001), con un valor de F de 61,07 frente a 17,84 del tratamiento. Ademas,
existio interaccion entre ambos factores (p<0,01).

En el NOj el factor suelo afecté de forma significativa a su evolucion (p<0,001), pero no lo fue el
tratamiento, ni existié interaccién entre los dos factores.

Amonio

En la Tabla 2 se presentan los contenidos de N-NH,* (mg kg”) en ambos suelos durante el
periodo de incubacion.

Tabla 2: Medias y desviacion del contenido de N-NH,* (mg kg™') en los dos suelos de estudio, segtin
tratamiento, a lo largo del periodo de incubacién. Medias y desviacion tipica.
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Dias | Suelo acido (SAc) SAc+V Suelo alcalino (SAl) SAl+V
0 442 + 092 a 1970 * 142 b |164 + 059 a 17,70 = 145 b
1 40,97 + 226 a 60,00 + 10,20 a 5500 + 1400 a 4490 + 7,77 a
3 5582 + 567 a 7220 + 675 b |[4750 + 519 a 5340 * 7,00 a
6 2350 + 7,34 a 6050 + 692 b |[1360 + 448 a 37,30 * 864 a
10 |506 + 245 a 1680 + 1,9 b|256 + 097 a 395 + 186 a
20 (297 + 088 a 1860 +* 1,75 b (032 + 003 a 070 + 0,10 a
30 [1040 + 1,06 a 1990 + 405 b|078 + 021 a 147 + 050 a
50 (332 + 083 a 1450 + 319 b|222 + 009 a 183 + 0,13 a
70 1,30 + 057 a 1280 + 309 b|055 + 042 a 059 =+ 025 a
120 {051 + 0,08 a 445 + 166 b|022 + 004 a 051 + 0,4 a
150 {127 + 060 a 540 * 084 b|019 + 006 a 050 =+ 0,0 b
180 | 1,70 + 0,08 a 435 + 1,18 b|022 + 002 a 048 = 0,11 b

Valores con la misma letra no se diferencian significativamente para p<0,05. Para cada
suelo, letras distintas muestran diferencias significativas entre tratamientos.

Al inicio de la incubacion se produjo una fase intensa de liberacién de nitrégeno en forma
amoniacal, que se manifesté en un réapido incremento del amonio, llegando al valor maximo el dia
3 en SAc y el dia 1 en SAI. Posteriormente, su contenido fue descendiendo a lo largo de la
incubacion. Como cabria esperar, a pesar de que en el suelo abonado se produjo una mayor
liberacion de NH,", la evolucién a lo largo del tiempo sigui6 la misma tendencia que en los suelos
no abonados. Los valores mas altos de N-NH," registrados en el suelo &cido, tanto sin abonar
como abonado, pueden estar relacionados con una mayor actividad biolégica promovida por el
alto contenido en materia organica de este suelo y su C/N mas baja que la del suelo alcalino.

Nitratos

La nitrificacién depende, fundamentalmente, de la presencia de amonio y las condiciones del
medio (Stevenson y Cole, 1999).
En el suelo acido, en los 70 primeros dias de incubacién no se registraron diferencias
significativas en el contenido en N-NOj; entre el suelo abonado y el no abonado, sblo se
encontraron algunas diferencias a partir del dia 70 (Tabla 3).

Tabla 3: Medias y desviacion del contenido de N-NO3 (mg kg™) en los dos suelos de estudio, segtin
tratamiento, a lo largo del periodo de incubacion.

Dia Suelo acido (SAc) SAc+Verdiberia Suel?;;:;almo Sal +Verdiberia

0 0,97 + 022 b 0,66 + 0,05 a 264 +£ 020 a 2,79 + 0,08 a
1 0,20 + 0,03 a 0,47 + 0,05 a 485 + 043 a 549 + 037 b
3 092 * 026 a 0,65 * 045 a 286 + 024 a 336 =070 a
6 09 * 0,19 a 0,98 * 0,36 a 452 + 059 a 515 + 130 a
10 209 + 022 a 2,17 + 0,40 a 503 +044 a 599 +040 b
20 3,75 £ 1,04 a 235 + 1,13 a 10,76 + 286 a 1138 + 2,01 a
30 11,19 * 267 a 10,22 + 0,73 a| 11,94 + 067 a 12,84 + 288 a
50 13,32 * 6,92 a 10,57 + 1,87 a 763 £ 200 a 1424 216 b
70 11,86 * 519 a 15,73 + 198 b| 1238 + 29 a 13,53 + 498 b
120 856 * 3,81 a 17,30 * 557 b 237 +092 a 756 + 249 a
150 18,90 * 156 a 18,86 * 2,11 a 6,82 + 2,18 a 1020 * 220 b
180 16,49 + 1,00 a 22,27 + 3,66 b 11,00 £ 3,10 a 11,75 + 1,83 a

Valores con la misma letra no se diferencian significativamente para p<0,05. Para cada suelo,
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letras distintas muestran diferencias significativas.

A lo largo del periodo de incubacion, en el suelo acido abonado y sin abonar se produjo
formacién de nitratos, sobre todo a partir de un mes de incubacion. Las altas concentraciones de
amonio producidas hasta el dia 6 del ensayo pudieron inhibir la nitrificacion posterior, debido a la
toxicidad que producen sobre los microorganismos nitrificantes (Morrill y Dawson, 1967;
Nadelhoffer y col., 1984). Por otra parte, también pudo existir inmovilizacion del nitrégeno por
parte de los microorganismos, ya que a pesar de no tener una relacion G/N muy elevada (20), se
parti6 de un suelo seco, que al humedecerse y comenzar la incubacion, pudo originar una
intensificacion de la actividad bioldégica dando lugar a una gran demanda de nutrientes (Amato y
Ladd, 1980; Parker y Sommers, 1983; Hart y col., 1994). Esto también fue observado por Busby y
col. (2007) al enmendar un suelo de relaciéon C/N baja, de textura franco arenosa y pH 5,1
(caracteristicas similares a SAc), con un compost obtenido a partir de residuos organicos.

En el suelo alcalino se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre el suelo con y sin
abono para el contenido de nitratos en diferentes momentos de la de incubacion (Tabla 3). El
contenido en nitratos al final del ensayo fue superior al inicial, por lo tanto, la formacién de nitrato
fue positiva. No obstante, nuevamente, no se corresponde con la elevada liberacién de amonio
que se produjo en los primeros dias del ensayo. De igual manera que ocurria en el suelo &cido, se
podria estar hablando de un proceso de inmovilizacién. En este caso, mas justificada, ya que la
relacién C/N era mas elevada (34). También pudo haber pérdidas por volatilizacién del amonio, ya
que se trata de un suelo de pH alcalino y con un régimen de temperatura que favorece este
proceso. Ademas, determinados dias (como el dia 120) se produjo un notable descenso del
contenido en nitratos que pudo ser debido al proceso de desnitrificacion, ya que para este suelo
es muy posible que se dieran condiciones de anoxia, debido a su elevado contenido en arcilla.

Resultados similares fueron encontrados por Bernal y col. (1998) al estudiar la mineralizacién
de un compost obtenido a partir de un lodo de depuradora y residuos de algodén, en un suelo con
un contenido inicial en materia organica del 0,8 %, una relacion C/N de 21, un pH en agua de 7,8
y una textura franco-arcillosa, en condiciones similares a las que estuvo sometido el suelo alcalino
de este ensayo.

Hay que tener en cuenta que las variaciones que se observaron en los niveles de N-NH;* y N-
NOs™ se deben a que su formacioén varia dia a dia, incluso en cuestion de horas y dependen de
una gran variedad de procesos como la inmovilizacién por parte de los microorganismos,
desnitrificacion, volatilizacion o lixiviacion (Harmsen y Van Schreven, 1955).

4. Conclusiones

La incorporacion al suelo del abono 6rgano-mineral estudiado produce una liberacion inicial de
amonio, significativa con respecto al control desde el inicio de la incubacion, tanto en el suelo
acido como en el alcalino. Esta liberacion fue méxima entre los dias 1 y 6 y después descendi6 al
mismo tiempo que aumenté el contenido en nitratos progresivamente.
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Resumen

En este trabajo se desarrollaron medios de transicion que puedan usarse como aditivo-enmienda en el
momento del trasplante para asegurar un mayor éxito en la supervivencia de 2 especies vegetales
autoctonas de repoblacion (Thymus vulgaris y Lavanduleae). El medio de transicion estaba compuesto en
un 75% del volumen por un ingrediente estructural fijo (turba y fibra de coco, 50-50% v/v) y como
tratamientos ensayados se utilizaron 5 materiales organicos diferentes que suponian el 25% restante del
volumen de la maceta. Se utilizaron como referencia fertilizantes inorganicos de liberacion lenta dosificados
de tal forma que todos los tratamientos tuvieran el mismo contenido en nitrégeno total. Durante el desarrollo
del trabajo se evaluaron la eficiencia en el enraizamiento, el desarrollo vegetativo, y pervivencia de las
plantas, asi como las propiedades fisicas de estos medios de transicion y su potencialidad como agentes
fertilizantes de liberacion lenta.

Palabras claves: repoblacion, compost, tomillo, lavanda, sustratos.

1. Introduccidén

La restauracion de suelos degradados asi como el aseguramiento de una cobertura vegetal
minima es una de las estrategias mas exitosas para evitar la erosiéon y desertificacién de los
medios edéficos. El desarrollo de plantulas eficientes en ambientes &ridos y semiaridos incluye no
s6lo la seleccion de las especies mas adecuadas, su germinacién-desarrollo a nivel plantular, pero
también el aseguramiento de la supervivencia nutricional puesto que se implantan en suelos en
condiciones extremas a nivel fisico, hidrofisico y quimico. El desarrollo de medios de transicion
que se apliquen junto al trasplante en areas repobladas puede permitir aumentar la pervivencia de
las especies implantadas en funcién del aporte de materiales que permitan aumentar la reserva de
agua y nutrientes en el medio radicular adyacente al alveolo de trasplante, siendo especialmente
importante en sistemas de trasplante donde la actuacién es puntual, la pervivencia depende de las
condiciones ambientales de la zona y el mantenimiento-gestion es poco frecuente.

2. Material y métodos

En este experimento se prepararon mezclas como medios de cultivo para contenedor de
transicién de especies arbustivas de repoblacién. Se han usado tiestos de 1700 cm®, donde se
implantaron cepellones forestales de 250 cm® con plantas aromaticas autéctonas, lavanda
(Lavanduleae) y tomillo (Thymus vulgaris), producidas en el centro experimental Las Palmerillas
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de la Fundacién Cajamar en El Ejido (Almeria). Se plante6 la validacién de 5 materiales organicos
como aditivo en medios de transiciéon de uso en repoblacion. Los materiales organicos ensayados
fueron: compost CTP (70,2% Tronco palmera + 29,8% Lodo EDAR), compost CHP (63,8% Hoja
palmera+ 36,2% Lodo EDAR), vermicompost (VG, de origen ganadero), material pelletizado del
compost CTP (PCTP) y material pelletizado del vermicompost VG (PVG). Los pellets (6 mm
diametro y 25 mm largo) fueron elaborados mediante pelletizadora por extrusionado Zhangqiu-
Fadall mod. SKJ450. Como referencia se usaron 2 fertilizantes inorganicos de liberacion lenta
NPK 15-15-15 Nutricote® de 3 y 6 meses (FILL3 y FILL6) respectivamente, que se afnadieron de
forma que se incorporara un gramo de N total por tiesto (en el rango de la entrada de N para los
tratamientos organicos). El medio de transicion estaba compuesto por un ingrediente estructural
fijo formado por turba y fibra de coco (50-50% v/v) que componia el 100% del volumen en el caso
de los tratamientos con fertilizacién inorganica de liberacién lenta y para el control/testigo sin
fertilizar (B), y el 75% del volumen en los tratamientos con materiales organicos, donde el 25%
restante lo componian los 5 materiales organicos ensayados (CTP, CHP, VG, PCTP y PVG). Se
prepararon en total 8 tratamientos con 24 repeticiones por tratamiento y cultivo que se colocaron
al azar y se mantuvieron en crecimiento durante 6 meses en invernadero. En los sustratos se
determinaron propiedades fisicas, fisico-quimicas, asi como iones en el extracto de saturacién
segun los métodos descritos por Bustamante y col. (2008). En ambos cultivos se determinaron el
desarrollo vegetativo y la produccion de biomasa en raiz, tallo y hojas.

3. Resultados y discusion

Los sustratos con materiales organicos como ingredientes mostraron unas adecuadas
propiedades fisicas, en el rango de los valores considerados como 6ptimos (Noguera y col., 2003),
incluso obteniendo mejores resultados para la CRA respecto al control y los tratamientos
inorganicos FILL 3y 6 (Tabla 1). La capacidad de cambio catiénico (CCC) aumento en los medios
de transicién que incluyen compost-vermicompost, aumentando asi su potencial amortiguador a
nivel fertilizante. Sin embargo, el contenido en aniones (nitratos-cloruros-sulfatos) en el extracto de
saturacion fue superior al control y los medios FILL 3 y 6, mostrando riesgo de salinizacién,
confirmado por los valores de conductividad eléctrica. Los cationes también se mostraron mas
elevados, siendo en este caso un efecto beneficioso para la nutricion vegetal salvo para el Na*.
Algunos de los tratamientos (p.ej. CHP, PCTP) favorecieron un mayor contenido de agua util y en
paralelo una menor capacidad de aireacién. El pH o el EPT no se vieron afectados en los medios
de cultivo por los diferentes tratamientos.

Los tratamientos establecidos a base de la sustitucién del 25% del volumen del tiesto con
materiales organicos no generaron una produccion de biomasa comparable a los tratamientos de
fertilizacion inorganica de liberacién lenta (FILL 3 y 6) y sélo fueron superiores al control para CHP
en la lavanda. En este cultivo, respecto a los parametros morfolégicos, los tratamientos CTP,
PCTP y CHP mostraron valores mas préximos a los obtenidos con la fertilizacién inorganica de
liberacion lenta. En el caso del tomillo, la incorporacién de los materiales organicos en los
sustratos tuvo en general un efecto méas positivo sobre los parametros morfoldgicos que el control
y los tratamientos FILL 3 y 6, principalmente para PCTP para el area foliar, CTP y VG para la ratio
hoja/raiz (m.s.) y CTP, PCTP, CHP y VG para la ratio hoja+tallo/raiz (m.s.).
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Intervalo

Parametros B FILL3 FILL6 CTP PCTP CHP VG PVG F anova optimo*
(Dge/;‘;'?)ad aparente 0,118a 0122a  0126a  0138bc 0,155d 0,138bc  0,152cd 0,163d 25,0 " <04

>85
EPT' (%vol) 95,1a 95,0 a 94,61 a 94,3a 93,0a 94,0a 935a 926a 0,80 ns

<30
Contraccion (%vol) 20,4 bc 20,9 bc 18,9 ab 17,8 a 20,3 bc 22/4c¢ 20,7 bc 20,3 bc 5,93 **

550-800
CRA? (mL /L sustrato) 506 a 519a 537 ab 530 ab 553 bc 580 ¢ 538 ab 516 a 10,2 ***
Capacidad Aireacion 20-30
(%\r;ol) 444e 43,1 de 40,8 cd 412cd  37,7ab 36,0a 39,7 be 41,0 cd 16,6 ***
53-6,5

PHsar 7222 6,93 a 6,97 a 7,03a 7,09 a 6,62 a 727a 721a 0,73 ns

<0,5
CEcat 1,77 a 2,15ab 2,38b 540 e 4,33d 510e 4,12d 337¢ 108 ***
CCC (meq /100 g MO) 28,4a 29.6a 30,8 a 357b 37,1b 379b 37,6b 350b 9,29 ***
NO; <ot (mg/ kg)® 271a 384b 453b 1052 ¢ 926 d 866 d 671¢c 391b 151 **
Cl'sat (mg/ kg)® 406 a 442 a2 460 a 936 ¢ 855 ¢ 873 ¢ 747 b 711b 75,0 ***
S0, (mg/ kg)° 83a 1242 197 b 692 e 303 ¢ 819 f 416 d 341 ¢ 286 ***
Na*sa (mg/ kg)® 134a 145 a 151a 307 ¢ 307 ¢ 272 be 258 b 258 b 77,5+
K*sat (mg/ kg)® 284a 345a 361a 623 ¢ 584 bc 639 ¢c 620 ¢ 534b 64,9 ***
Ca® s (mg/ kg)® 49a 78b 137¢ 390 f 192d 312e 145 ¢ 124 ¢ 255 ***
Mg* st (mg/ kg)® 21a 29 ab 29 ab 117 d 79¢c 130 e 80c 37b 253 ***

Tabla 1. Caracterizacién inicial de los medios de cultivo utilizados en el experimento.
' Espacio poroso total (%vol); 2 Capacidad de retencién de agua; *Medida sobre extracto saturado. “Intervalo dptimo para un sustrato de
cultivo en contenedor segin Noguera y col. (2003). B: control sin fertilizar; FILL: fertilizante de liberacion lenta; CTP: 70,2% Tronco
palmera + 29,8% Lodo EDAR; compost CHP: 63,8% Hoja palmera+ 36,2% Lodo EDAR; VG: vermicompost de origen ganadero):

PCTP: material pelletizado del compost CTP; PVG: material pelletizado del vermicompost VG.

*, **y ***indican diferencias significativas a 0,05, 0,001 y 0,0001. En cada fila, valores medios seguidos con letras distintas indican

diferencias significativas (p<0,05).

4. Conclusiones

Los medios de transicién con materiales organicos en su composicion mostraron adecuadas
propiedades fisicas y mejoraron aspectos quimicos como la capacidad de cambio catiénico y el
contenido nutriente con respecto a los tratamientos inorganicos de liberacién lenta, pero también
implicaron una mayor salinidad, que pudo influir en la menor produccion de biomasa observada en
ambos cultivos. Por ello, son necesarios mas estudios para optimizar la proporcion mas adecuada
de estos materiales en medios de cultivo de transicion.
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Tabla 2. Aspectos de produccion y morfolégicos para lavanda y tomillo en funcién de los tratamientos (6
meses experimento).

Parametros B FILL3 FILL6 CTP PCTP CHP VG PVG F anova

Lavanda (Lavanduleae)

Materia fresca Hoja (g/planta) 41,4 ab 91,6d 89,2d 56,5 bc 62,7¢c 70,7 cd 30,3 a 35,5 ab 20,4 ***
Materia seca Hoja (g/planta) 12,9 abc 273e 29,2e 18,3 bed 19,5cd 23,2de 9,7a 11,2ab 15,5 ***
Materia fresca Tallo (g/planta) 21,3 ab 52,8¢ 455¢c 23,7, ab 24,7 ab 29,9b 15,7 a 23,3 ab 27,5 ***
Materia seca Tallo (g/planta) 9,2 ab 20,8¢ 17,4c 10,7 ab 10,2 ab 12,3b 6,6 a 9,2 ab 23,6 ***
Materia seca Raiz (g/planta) 12,7 cd 14,2d 7.9 ab 11,7 bed 10,3 be 15,0d 8,4 ab 59a 12,7 ***
gz;;stz)fresca total p. aérea 62ab  144d  134d 80bc  87bc  100c 46a  58ab 282"
Biomasa seca total (g/planta) 34,8 ab 62,3 e 54,5 de 40,8 bc 39,9 be 50,6 cd 248a 26,3a 24,4 ***
Area foliar (cm?/g m.f.) 5,14a 6,65 6,38de 6,09cd 5,70b 5,81bc 5,23a 517a 51**

Ratio Hoja+Tallo/Raiz (m.s.) 1,78a 3,45b 591¢c 2,4 ab 2,99 ab 2,37 ab 1,96 a 3,57b 22,4 ***
Ratio Hoja/Tallo (m.s.) 1,41a 1,32a 1,69a 1,77 a 191a 1,90 a 1,48 a 1,26 a 2,43*

Ratio Hoja/Raiz (m.s.) 1,03a 1,96 ¢ 3,71d 1,55 abc 1,91 be 1,54 abc 1,17 ab 1,99¢ 21,8 ***

Tomillo (Thymus)

Materia fresca Hoja (g/planta) 70,6 a 83,4a 779 a 73,4 a 746 a 725a 69,8 a 60,8 a 1,11 ns
Materia seca Hoja (g/planta) 242a 339b 352b 254 a 246a 246a 254 a 27,0a 13,6 ***
Materia fresca Tallo (g/planta) 19,9a 48,3 b 49,4 b 249a 26,6 a 26,6 a 249a 30,1a 22,5 ***
Materia seca Tallo (g/planta) 10,5a 247¢c 26,9 c 9,45a 13,9 ab 13,9 ab 9,45a 16,2b 35,8 ***
Materia seca Raiz (g/planta) 59,0 b 57,40 b 59,9 b 22,2a 26,4 a 26,4 a 22,2a 61,5b 25,7 ***
gz}’gﬁz;re“a total p. aérea 90a 131 b 127 b 98a 101a 101a 98a 102a 9,98 ***
Biomasa seca total (g/planta) 93b 116 cd 122d 57 a 64 a 64 a 57 a 104 bc 43,0 ***
Area foliar (cmz/g m.f.) 1,74a 2,61c 2,38b 2,43b 3,19d 2,60c 1,73a 2,44b 15,4
Ratio Hoja+Tallo/Raiz (m.s.) 0,59 a 1,04 b 1,03 b 161¢c 1,48 ¢ 1,48 ¢c 1,61¢c 0,71 ab 23,3 ***
Ratio Hoja/Tallo (m.s.) 232b, ¢ 1,38a 131a 272¢ 1,80ab  1,80ab 2,72¢ 1,66a 16,1
Ratio Hoja/Raiz (m.s.) 0,41 ab 0,60 b 0,58 ab 1,17d 0,95¢c 0,95¢c 1,17d 0,44 ab 27,2 ***

B: control sin fertilizar; FILL: fertilizante de liberacion lenta; CTP: 70,2% Tronco palmera + 29,8%
Lodo EDAR; compost CHP: 63,8% Hoja palmera+ 36,2% Lodo EDAR; VG: vermicompost de
origen ganadero): PCTP: material pelletizado del compost CTP; PVG: material pelletizado del

vermicompost VG.

y *** indican diferencias significativas a 0,05, 0,001 y 0,0001.

En cada columna y cultivo, valores medios seguidos con letras

distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

*okk y, kkk
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Resumen: El desarrollo de las fitotecnologias de recuperacién de suelos contaminados por elementos traza
se basa en la combinacion de plantas y enmiendas para reducir la movilidad y toxicidad de los
contaminantes. El objeto de este estudio es determinar la combinaciébn de enmiendas orgénicas e
inorganicas que favorezcan el crecimiento de especies silvestres adaptadas a las condiciones climaticas de
la zona a recuperar. Se utilizé un suelo contaminado por elementos traza procedente de Portman (Sierra
Minera de La Unién, Murcia). El suelo se traté con una enmienda organica (fracciéon sélida de purin de
cerdo) y se aplicaron dos tratamientos inorganicos para aumentar el pH y facilitar la inmovilizacién de los
metales: lodo de papelera y ViroBind™ (un producto comercial con distintos 6xidos). Se cultivaron tres
especies silvestres Silybum marianum, Piptatherum miliaceum y Nicotiana glauca, y un cultivo, girasol,
dejando suelos con tratamientos pero sin plantas. El experimento se realizé en macetas bajo condiciones de
invernadero (4 macetas por tratamiento y especie). Las plantas se cosecharon una vez desarrolladas, pero
antes de su floracion, y se determiné la produccién de biomasa (peso seco y fresco de la parte aérea). Se
estudio el efecto de las enmiendas en el desarrollo de las distintas especies, su concentracion de nutrientes
y elementos traza. Ademas, se estudiaron los cambios quimicos en el suelo, tales como pH, conductividad
eléctrica, COT, N total, y concentraciones de nutrientes y elementos traza en formas disponibles.

Palabras clave: Purin de cerdo; Fraccion sélida; Metales pesados; Arsénico; Reutilizacion.

1. Introduccion.

La recuperacion de suelos afectados por elementos traza (ET) representa una tarea dificil
como consecuencia de su toxicidad, su resistencia a la degradacion y su relativa inmovilidad en el
suelo. Por tanto, la mayoria de las investigaciones relacionadas con la recuperacion de estos
suelos se ha centrado en el desarrollo de métodos que se puedan aplicar “in situ”, que requieran
poco manejo del suelo y que sean capaces de eliminar o inmovilizar a los ET, y al mismo tiempo
ser econdmicos y respetuosos con el medio ambiente. Dentro de estos métodos se encuentran las
fitotecnologias, que utilizan los efectos que las plantas y sus microorganismos asociados ejercen
sobre los contaminantes del suelo para la recuperacion de los procesos basicos que definen la
funcionalidad de los ecosistemas y su sostenibilidad (Mench y col., 2010). La fitoinmovilizacién
busca la contencion de los contaminantes en el suelo con el objetivo de crear una cubierta vegetal
que evite la dispersion de los ET en el medio ambiente, evitando su lixiviacion a aguas
subterraneas y su incorporacion a la cadena alimentaria (Méndez y Maier, 2008).

Los suelos contaminados por lo general tienen baja fertilidad y contenido de materia organica,
pH &cido y/o alta salinidad, por lo que cuando el objetivo de la recuperacién es el re-
establecimiento de una cubierta vegetal sera generalmente necesaria la mejora de las
propiedades fisico-quimicas del suelo mediante la aplicacion de enmiendas orgénicas y/o
inorganicas (Clemente y col., 2015). El uso de residuos organicos como fuente de materia
organica en la recuperacion de suelos contaminados significaria un beneficio medioambiental
adicional, ya que supondria una alternativa para su reciclaje y reutilizaciéon, reduciendo su
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acumulacién y necesidad de eliminacion. Sin embargo, los beneficios potenciales de la aplicacién
estos residuos a los suelos contaminados tienen que equilibrarse con los posibles riesgos debidos
a la incorporacion de contaminantes no deseados (como los TE) y/o su solubilizacién en el suelo
(Clemente y col., 2015).

La biomasa obtenida en los procesos de fitoinmovilizacion podria valorizarse econémicamente
en forma de bioenergia, lo que supondria un beneficio afiadido al proceso de control de la erosién
y la mejora de la calidad y funcionalidad del suelo (Gomes, 2012). En cualquier caso, la
evaluacion de la resistencia de las plantas a la contaminacién por ET, su distribuciéon y su
acumulacién en las plantas es necesaria. En ese aspecto, el uso de especies autéctonas como
cultivos bioenergéticos resulta un tema de gran interés, pues evitaria las limitaciones a la hora de
introducir ciertas especies en el ecosistema del suelo a recuperar (Gomes, 2012).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la viabilidad del uso de técnicas de fitoinmovilizacién
para recuperar un suelo altamente contaminado por actividad minera, mediante la combinacion de
la adicién de enmiendas organicas e inorganicas y el cultivo de plantas adaptadas al entorno con
potencial uso como cultivos de bioenergéticos.

2. Material y Métodos.

En este trabajo se describen los resultados de un ensayo en macetas realizado en condiciones
de invernadero con un suelo contaminado procedente de la Sierra Minera de La Unién-Cartagena
(concretamente de la Rambla de Portman). Este suelo present6é un pH acido, bajo contenido en
materia organica (MO) y nutrientes, y concentraciones muy altas de elementos traza,
especialmente As, Pb y Zn (Tabla 1). Como enmiendas se emplearon dos combinaciones
diferentes: fraccion sélida de purin de cerdo con lodo de papelera (FS+LP, 67 y 4,1 g kg™ suelo
respectivamente); y la misma fraccién sélida con un producto comercial denominado ViroBind™
(FS+VB, 67 y 2,2 g kg" suelo respectivamente), desarrollado para la retencién de metales
pesados. La fraccion solida es un material himedo (75%), alcalino y rico en MO, con
concentraciones relativamente altas de Cu y Zn; el lodo de papelera es también alcalino con
contenido medio en MO y bajo en metales; mientras que el ViroBind™ es altamente alcalino y rico
en Fe y Mn (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacién del suelo y de los materiales utilizados en el experimento (contenido sobre materia
seca). FS, fraccion sélida de purin; LP, lodo de papelera; VB, ViroBind™.

Suelo FS LP VB
pH 4,16 7,31 8,87 10,9
CE (dSm™) 0,22 6,81 0,44 0,14
MO (%) 0,47 68,6 32,2 -
COT (g kg™ 2,7 356 195 10,9
NT (g kg™ 1,0 32,8 20 140
Cd (mg kg™ 12 0,2 0,2 0,27
Cu (mgkg™) 230 226 184 55,7
Fe (g kg™ 215 1,36 9,10 90,2
Mn (mg kg™ 968 194 72,7 901
Pb (mg kg™ 19129 5,3 18,4 41,2
Zn (mg kg™) 2257 849 38,6 10,7
As (mgkg™) 1976 - - 4,68

Se utilizaron 3 especies silvestres, Silybum marianum, Piptatherum miliaceum y Nicotiana
glauca, y una de cultivo, Helianthus annuus. Todas las plantas se cultivaron en las mismas
condiciones y fueron seleccionadas por su tolerancia a los ET, por ser especies autoctonas o de
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presencia generalizada en la zona de estudio, y/o por su potencial uso como cultivos energéticos.
Se establecieron macetas sin tratamiento como control (CT), y se dejaron sin sembrar macetas
con tratamiento para poder determinar el posible efecto de la presencia de las plantas en la
solubilidad de los ET. Las plantas crecieron en las macetas un total de 15 semanas, hasta que
estaban completamente desarrolladas y antes de llegar a floracion. En ese momento se
cosecharon las plantas, se determiné la produccién de biomasa (peso fresco), se lavaron, secaron
y molieron y se determiné la concentracion de nutrientes y elementos traza. Al final del
experimento se determin6 en los suelos el pH, la conductividad eléctrica (CE), el contenido en C-
organico total (COT) y N-total (NT), y la concentracion de metales (CaCl, 0,1 M) y de As (NaHCO;
0,5M) extraibles en el suelo.

3. Resultados y Discusion.

Las dos combinaciones de enmiendas utilizadas aumentaron de forma significativa el pH del
suelo hasta valores entre 5,2 y 6,0, asi como las concentraciones de COT y NT, alcanzandose
valores a priori propicios para el crecimiento de las plantas (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de pH, conductividad eléctrica (CE), C-organico total (COT) y N-total (NT) en los suelos

al final del experimento.

Especie Tratamiento pH CE(dSmT) COT(gkg') NT(gkg')
Sin Planta CT 4,5a 0,26 2,1a 0,3
FS+LP 5,4b 0,62 6,4b 0,7
FS+VB 5,7b 0,60 5,5b 0,6
ANOVA ns * ns
"8 marianum” cT 43a 0,402 16a 03a
FS+LP 5,2b 0,73c 5,5b 0,7¢
FS+VB 5,4c 0,63b 5,4b 0,5b
ANOVA
" P. miliaceum cT 42a 032a 14a 02a
FS+LP 5,4b 0,64b 6,0b 0,7b
FS+VB 5,6b 0,73b 7,0b 0,7b
ANOVA .
"H.annuus cT 49a 028a 1.8a 0,2a
FS+LP 5,8b 0,40b 6,0b 0,6b
FS+VB 6,0c 0,55¢ 6,4b 0,7b
ANOVA .
"N.glauca T cT 48a 031a 1328 02a
FS+LP 5,6b 0,65b 5,5b 0,6b
FS+VB 5,6b 0,56b 6,3b 0,6b
ANOVA o «
ANOVA Esp. x Trat. ** ns ns ns

Valores medios seguidos con letras distintas para cada especie en cada columna indican diferencias
significativas (P<0,05). ***, *: significativo a P<0,001 y 0,05, respectivamente; n.s.: no significativo.

Las concentraciones de la mayoria de los metales de este suelo (entre ellos Cd, Cu y Zn)
extraibles con CaCl, fueron muy bajas, resultando en todos los tratamientos disminuidas hasta
valores significativamente inferiores (datos no mostrados). La excepcion fue el Pb, que presentd
valores extraibles muy altos (hasta cerca de 2000 mg kg™*; Figura 1), por lo que este parece ser el
principal causante de la toxicidad de este suelo, completamente desprovisto de vegetacion en su
entorno natural. En cualquier caso las dos combinaciones de enmiendas aplicadas al suelo fueron
capaces de disminuir de forma significativa la concentracion faciimente extraible de este elemento,
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hasta valores inferiores a 500 mg kg™, especialmente en los suelos con tratamiento FS+VB
(Figura 2). Sin embargo el As, que presentd en el suelo concentraciones extraibles (NaHCOz) muy
bajas (1,5-2 mg kg™') se vio ligeramente movilizado tras la adicion de las enmiendas (hasta valores
en torno a los 3 mg kg'; Figura 2). Este efecto sobre el As es bastante comun en este tipo de
actuaciones (Clemente y col., 2015), y si bien no supondria un grave problema medioambiental al
tratarse todavia de concentraciones muy bajas, debe ser tenido en cuenta a la hora de seleccionar
las enmiendas a utilizar en un suelo de este tipo y, sobre todo, al ajustar las dosis a ser utilizadas.

2000 4

1500 4

500 4

Sin Planta  S. marianum P. miliaceum  N. glauca H. annuus SinPlanta S. marianum P. miliaceum N. glauca H. annuus

Figura 1. Concentraciones extraibles de Pb (CaCl, 0,1M) y As (NaHCO; 0,5M) en los suelos al final del
experimento. Barras marcadas con la misma letra para cada especie no son diferentes significativamente de
acuerdo con el test de Tukey (P<0,05).

En cuanto al crecimiento de las plantas, ninguna de las especies estudiadas fue capaz de
desarrollarse adecuadamente en los suelos control sin tratamiento, mientras que todas las
especies crecieron bien en los suelos que habian recibido las enmiendas, desarrollandose de
forma correcta y alcanzando un nivel normal de biomasa de planta en el orden S. marianum > P.
miliaceum = H. annuus > N. glauca. El contenido en elementos traza de todas las especies estuvo
en general por debajo de los limites considerados normales para las plantas (Tabla 3), lo que
demuestra el caracter tolerante por exclusién de estas especies a los elementos traza del suelo.
P. miliaceum fue la especie que acumulé mayor concentracion de As en su parte aérea, mientras
que S. marianum (parte aérea) y N. glauca (hoja) mostraron los valores méas elevados Cd, Pb y
Zn. La combinacién FS+VB se mostré en general ligeramente mas efectiva que FS+LP respecto a
la limitacién de la acumulacion de ET por parte de las plantas.

Tabla 3. Concentracion (mg kg™ peso seco) de elementos traza en parte aérea'/hoja? de las distintas
especies utilizadas en el experimento.

As cd Pb Zn
S. marianum’ FS+LP 4,27abc 2,34c 172ab 359a
FS+VvB 2,13b 1,95¢ 113b 304ab
" P. miliaceum’ | FS+LP 753 0,10de 106b 115¢
FS+vB 6,07ab 0,05e 80b 113¢c
" H annws® | FS+LP 121c 080d 55 102c
FS+vB 1,01c 0,60de 41b 72¢
" N.glaucd® | FS+LP 111c 546a 337a 318ab
FS+VB 1,13¢ 3,99b 106b 174bc
ANOVA Esp. x Trat.
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Valores medios seguidos con letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (P<0,05).
***: significativo a P<0,001
4. Conclusiones.

Las dos combinaciones de enmiendas estudiadas fueron capaces de aumentar el pH y el
contenido en MO del suelo, disminuyendo la solubilidad de los ET, y permitiendo el
establecimiento de las plantas. Por tanto, el uso de este tipo de enmiendas, en combinacién con el
cultivo de plantas tolerantes a la contaminacion y adaptadas al medio, supone una buena
estrategia para la recuperacién de suelos contaminados por ET, con el atractivo adicional de su
potencial uso como cultivos de biomasa o energéticos (ver Bernali_REC2016).
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Resumen: Para el éxito de un cultivo en agricultura ecoldgica es necesario que el suelo tenga una
adecuada fertilidad biolégica y un 6ptimo estado sanitario. El periodo de reconversion de manejo
convencional a ecolégico es especialmente delicado, pues se trata de suelos de caracteristicas
convencionales que soélo pueden ser manejados con practicas ecolégicas. El objetivo de este
trabajo es valorar el estado sanitario de una parcela de citricos en reconversién a cultivo ecolégico
tras el uso de distintas técnicas de preparacion del suelo que incluian el aporte de materias
organicas. Los tratamientos ensayados, aplicados en preplantacion, fueron: estiércol de oveja,
solarizacion, solarizacion combinada con estiércol de oveja, cubierta vegetal desinfectante y
testigo sin tratar. El estado sanitario del suelo fue evaluado a través del estudio del potencial
infeccioso de Phytophthora spp. y de la capacidad supresiva frente a P. nicotianae. Ningin
tratamiento modific6 el potencial del suelo para producir la enfermedad ni su capacidad para
frenar el desarrollo del hongo cuando era inoculado artificialmente. Sin embargo, al esterilizar el
suelo control e inocularlo con P. nicotianae, el numero de plantas enfermas resulto
significativamente mayor en comparacién con el control sin esterilizar y al resto de los
tratamientos. Esta diferencia indicaria la existencia de una supresion bidtica intrinseca al suelo
que regularia de forma natural el desarrollo de Phytophthora, a pesar de que el ensayo se realizd
en una parcela con un largo historial de ataques de este hongo.

Palabras clave: potencial infeccioso; capacidad supresiva; Phytophthora; actividad biolégica
1. Introduccion

Para el éxito de un cultivo en agricultura ecolégica es necesario que el suelo tenga unos
niveles adecuados de materia organica y actividad biolégica, ademas de un estado sanitario
optimo. Aunque el mantenimiento de estas condiciones en un cultivo ecolégico ya establecido es
relativamente sencillo, el periodo de reconversidon de manejo convencional a ecoldgico es
especialmente delicado. Efectivamente, los suelos provenientes de afios de agricultura
convencional suelen presentar una reducida fertilidad y actividad biolégica (Albiach y col., 1999;
Ge y col., 2013; van Diepeningen y col., 2006) vy las plantas jévenes, especialmente sensibles,
pueden verse confrontadas a diversos problemas fitosanitarios sin posibilidad de utilizar los
tratamientos quimicos habitualmente empleados. Como forma de facilitar la construccion de la
fertilidad biolégica del suelo y minimizar los riesgos sanitarios, cabe pensar en su preparacion, de
forma previa a la nueva plantacion, con tratamientos que combinen cierta desinfecciéon con una
mejora en sus niveles de fertilidad y actividad biologica.
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Es un hecho bien conocido que el contenido de materia organica del suelo y los niveles de
actividad biolégica de éste estan altamente correlacionados. Igualmente, la supresividad de un
suelo frente a enfermedades, o capacidad de éste para limitar el desarrollo de una enfermedad
aunque el patégeno esté presente y se den las condiciones adecuadas para su desarrollo, se
debe a mecanismos muy dependientes de la actividad bioldégica: competencia ecoldgica por
nutrientes, produccion de sustancias biocidas mas o menos especificas e induccién de
resistencias en las plantas. Del mismo modo, la materia organica puede participar en fendmenos
de desinfeccién gracias a la liberaciéon de sustancias volatiles en su degradacién como el amonio
propio de residuos ricos en nitrégeno y, sobre todo, de isotiocianatos en la descomposicion de
materiales vegetales ricos en glucosinolatos, como los restos de brasicaceas. Esta es la base de
los tratamientos habitualmente englobados bajo el término “biofumigacién”, aunque el caso del
amonio esta desfavorecido en agricultura ecoldgica debido a los limites existentes respecto a la
aplicaciones de productos nitrogenados. Si el tratamiento se produce en el periodo caluroso del
ano y el suelo sujeto al mismo se cubre con plastico en la técnica habitualmente denominada
“solarizacién”, el calor favorece la desinfeccion, la intensidad de la degradacion de los materiales
organicos se ve potenciada por el incremento de temperatura, y los gases resultantes tienen un
mayor efecto al estar confinados. No obstante, el mismo calor que desinfecta puede tener efectos
negativos sobre la actividad microbiana general del suelo (Albiach y col., 2014;Scopa y col., 2008).

El objetivo del presente trabajo es evaluar el estado sanitario de una parcela de citricos en
reconversion a cultivo ecolégico tras el uso de diferentes técnicas de preparacién del suelo,
incluyendo el aporte de materias organicas, conocidas por sus propiedades desinfectantes, por su
efecto supresivo o por su capacidad para estimular la actividad biologica.

2. Material y Métodos

El ensayo se realizd en una parcela de 1.2 ha dentro de una finca localizada en Gandia
(Valencia), con un historial de méas de cien afos cultivando citricos y un amplio registro de ataques
de Phytophthora spp. Antes de replantar y convertir la parcela a manejo ecolégico se probaron los
siguientes tratamientos del suelo: Control sin tratar (C); Solarizacion (S), Cubierta vegetal
biodesinfectante, mezcla de Sinapis alba (16,5 Kg semilla’/ha), Brassica carinata, B. rapa y B.
juncea (25 Kg semilla’ha de cada una) (CV); Enmienda organica, estiércol de oveja 16 t /ha peso
fresco, 150 Kg N /ha/afio (EO); Solarizacién y enmienda organica, mismo estiércol y misma dosis
que el tratamiento anterior (S+EQ). Todos los tratamientos se realizaron por triplicado en
subparcelas experimentales, donde tras su aplicacién se plantaron 8 arboles por subparcela (C.
Sinensis, var. Salustiana sobre Citrange Carrizo) con un marco de plantacién de 6 x 4 m. Un afo
después, el estado sanitario del suelo fue evaluado a través de dos bioensayos, uno para
determinar el potencial infeccioso de Phytophthora spp. y otro para estudiar la capacidad
supresiva frente a P. nicotianae (syn. P. parasitica). Ambos bioensayos fueron realizados en
plantas de limén rugoso sensibles a Phytophthora, bajo condiciones éptimas para el desarrollo del
hongo. En la determinacion del potencial infeccioso se evaluo el porcentaje de submuestras de
suelo (8 por subparcela, 1 por arbol) capaces de desarrollar marchitez debido a Phytophthora (3
plantas por submuestra), comprobandose su identidad por aislamiento en medio selectivo
PARBPH modificado (Jeffers y Martin, 1986). En el bioensayo de supresividad se trabajé con
suelo procedente de los 5 tratamientos mas un control abiético obtenido tras esterilizar por
autoclavado suelo procedente del control sin tratar (C estéril). Tras inoculacién a la dosis de 500
zoosporas/planta se determind el nimero de plantas que presentaron marchitez debido a
Phytophthora (10 plantas por repeticion). La significacién estadistica del efecto de los tratamientos
se evalub mediante andlisis de varianza, utilizando el paquete Statgraphics 5.0 (Manugistic Inc.)

3. Resultados y Discusion

La evaluacién del estado fitosanitario del suelo se realizé a través del hongo Phytophthora spp.,
elegido por tratarse de uno de los principales patdégenos fungicos de citricos en Espana, siendo P.
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citrophthora y P. nicotianae las especies predominantes en el area Mediterranea (Alvarez y col.,
2008) . A pesar de los tratamientos realizados en preplantacién, durante el afio que dur6 el
ensayo fueron numerosos los plantones que enfermaron a lo largo de toda la parcela y tuvieron
que ser sustituidos. Los sintomas fueron identificados como ataques de Phytophthora, siendo la
especie P. citrophthora aislada de suelos y raices. El estudio del potencial infeccioso, realizado
con el fin de evaluar la capacidad de un suelo naturalmente infestado para inducir la enfermedad
en condiciones éptimas para su desarrollo, revel6 que ninguno de los tratamientos desinfectantes
(S, S+EO y CV) redujeron de forma significativa el desarrollo de la enfermedad (Fig.1). Aunque
existen diversos estudios que indican la efectividad de estos tratamientos para el control de
distintas especies de Phytophthora (Funahashi y Parke, 2016; Ji y col., 2012; Lacasa y col., 2010)
la mayoria han sido realizados en invernadero, situacion diferente a la de nuestro estudio, donde
la omnipresencia de Phytophthora en toda la finca, combinada con la facilidad de propagacién de
este patdgeno por salpicaduras y agua de riego, podria haber facilitado su reintroduccion en el
suelo desinfectado. Igualmente, la aplicacion de materia organica en forma de estiércol tampoco
modificé de forma significativa el potencial infeccioso de suelo.
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Figura 1. Bioensayo de potencial infeccioso: porcentaje de mortalidad medio por tratamiento.

El bioensayo de supresividad, realizado para evaluar la capacidad tamponante del suelo frente
a la entrada de P. nicotianae, revel6 la existencia de una supresividad natural bidtica en el
campo, que mantendria a un nivel base el nimero de plantas afectadas. Efectivamente, tal y como
se puede ver en la Fig. 2, al esterilizar el suelo control e inocularlo con P. nicotianae, el porcentaje
de plantas enfermas resulté significativamente mayor en comparacién con el control sin esterilizar.
Diversos autores han demostrado con anterioridad la existencia de suelos con supresividad
biolégica frente a Phytophthora, incluyendo tanto la especie P. nicotianae (Ntougias y col., 2008)
como P. citrophthora (Dirac y Menge, 2002), debido a mecanismos tales como antagonismo,
actividad biolégica o resistencia sistémica inducida. Por otro lado, ninguno de los tratamientos
aplicados en preplantacion modificé la supresividad natural del suelo. Estd demostrado que la
aplicacion de materia organica puede aumentar la capacidad supresiva de un suelo frente a
Phytophthora, asi por ejemplo la aplicaciéon de compost puede limitar el desarrollo del hongo por
un mecanismo de supresion general al aumentar la actividad de los microorganismos del suelo y
producir cambios en la comunidad microbiana (Hoitink y Boehm, 1999). En nuestro estudio, la
caracterizacién microbiolégica del suelo (Albiach y col., 2014) no revel6 diferencias entre
tratamientos en la biomasa y actividad microbiana global, ni en poblaciones especificas, que
pudieran estar relacionados con mecanismos de supresion, por lo que no es sorprendente no
haber encontrado cambios en la capacidad supresiva del suelo.
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Figura 2. Bioensayo de supresividad: porcentaje de supervivencia media por tratamiento.
Valores seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes segun el test MDS a P<
0,05.

4. Conclusiones

Un estado fitosanitario 6ptimo es clave para el éxito de la reconversién de un cultivo a
ecologico. La aplicacion de tratamientos desinfectantes y la estimulacion de la actividad biolégica
a través de la aplicacion de materia organica puede incrementar la capacidad supresiva de un
suelo. Este estudio ha mostrado la existencia de una supresion bidtica natural en el suelo que
controlaria el desarrollo de Phytophthora hasta cierto punto, no obstante, ninguno de los
tratamientos empleados consiguié aumentarla. El control de este patégeno en citricultura
ecoldgica es una tarea dificil que parece necesitar de practicas que construyan calidad biolégica
de forma continuada en lugar de tratamientos puntuales. Estrategias a largo plazo y sistemas
mixtos que por ejemplo combinaran cubiertas vegetales y aplicaciones de materia organica,
podrian ser una interesante opcidn para construir suelos fértiles y sanos.
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Mario Rosado, José M. de la Rosa’, Marina Paneque, Ana. Z. Miller, Rafael Lopez y Heike
Knicker

Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla (IRNAS-CSIC), Avenida Reina
Mercedes, 10, 41012 Sevilla (Espania). (*) e mail: jmrosa@irnase.csic.es

Resumen: El biochar es un subproducto de la pir6lisis de biomasa, generalmente posee un elevado
contenido en carbono y una alta porosidad. El biochar puede mejorar las propiedades fisicas y quimicas del
suelo, y por tanto incrementar la calidad agronémica del mismo. Ademas se considera una estrategia eficaz
para mitigar la emisién de diéxido de carbono a la atmésfera, ya que es rico en carbono recalcitrante
funcionando como sumidero de carbono. Diversos factores como el tipo de materia prima, asi como las
condiciones de pirdlisis determinaran la composicion, estructura y propiedades de los biochars, lo que
ocasiona una gran heterogeneidad de los productos. Aun no se conoce suficientemente como afecta la
degradacién al biochar en condiciones de campo. Es necesario conocer como se modifica la composicién
de esta materia organica pirogénica una vez es incorporada al suelo, con este objetivo principal se sometié
a cinco tipos diferentes de biochars a un envejecimiento en condiciones de clima Mediterraneo. Para ello, se
mezclaron las muestras de biochar con un cambisol de la finca experimental “La Hampa® a modo de
enmienda. Posteriormente se sembraron plantas de girasol, que fueron cosechadas a los 6 meses de su
germinacion. A los 6, 12 y 24 meses de iniciado el experimento se tomaron muestras de suelo y de biochar
para su estudio. Con el fin de poder conocer las alteraciones en la composicion y propiedades del biochar,
se han realizado analisis de C y N, de pH, conductividad eléctrica y la determinacién de la fragmentacion.
Ademas, el uso de la Resonancia Magnética Nuclear de '*C en estado solido nos permitié observar los
cambios en la funcionalidad de este material.

Palabras clave: Estabilidad, enmienda organica, agricultura, “aging”, secuestro de carbono.

1. INTRODUCCION

El biochar es un producto poroso de alto contenido en carbono aromatico resultante de la pirolisis
de biomasa (calentamiento a temperaturas superiores a 250°C en ausencia de oxigeno) De la
(Rosa et al., 2014). La aplicacién del bichar puede ser de gran interés en zonas éridas y
semiaridas como ocurre en el caso de los paises de clima mediterraneo, debido a ciertas
propiedades caracteristicas del biochar, como es su elevada capacidad de retencién hidrica.
Durante la transformacién de la biomasa en biochar, una parte de la materia organica se
condensa en estructuras poliaromaticas, incrementando la aromaticidad y la recalcitrancia, por ello
el biochar es considerado un potencial secuestrador de carbono (CO,) en los ecosistemas. Sin
embargo, Knicker et al. (2013) indicaron que muchos materiales organicos pirogénicos son
degradados en el suelo a tasas mucho mas rapidas que las inicialmente previstas. El mecanismo
de pirolisis empleado y el tipo de biomasa usada como materia prima seran los factores que
determinen las propiedades fisicas y quimicas del biochar (Kan et al., 2016). Existen varios
estudios sobre los efectos del biochar en la fisiologia de las plantas y la produccién agronémica.
Sin embargo, se conoce muy poco sobre las alteraciones que se producen en la estructura,
composicion y estabilidad del biochar una vez es aplicado al suelo, estos aspectos constituyen los
objetivos principales del presente estudio.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Disefno experimental del ensayo de campo y la enmienda con biochars

El ensayo de campo se inicié en enero de 2014 y tuvo una duracion total de 25 meses. Se llevé a
cabo en la finca experimental “La Hampa” perteneciente al Instituto de Recursos Naturales y
Agrobiologia de Sevilla (IRNAS), que se encuentra localizada cerca de Coria del Rio (Sevilla) en el
valle del rio Guadalquivir; (372 21.32 N, 62 4.07’W). En primer lugar, se plantaron semillas de
Helianthus annus (girasol) en un suelo clasificado como cambisol célcico (IUSS Working Group
WRB, 2007). Utilizando cinco tipos diferentes de biochars como enmiendas al suelo, que fueron
aplicados en dosis equivalentes a 1.5 y 15 ha'. Se establecieron parcelas sin enmienda que
fueron utilizadas como control. Los cinco biochars usados como enmienda se obtuvieron
respectivamente a partir de madera de pino (PWB), pasta de papel (PSB), lodos de depuradora
(SSB), biochar de madera producido en pilas (kilns) (KWB), virutas de madera certificada de pino
(CWB) y madera de poda de vid (KWB). Para cada tratamiento se tomaron 5 muestras de suelo a
los 6, 12 y 24 meses de la aplicacion del biochar. Una vez en el laboratorio, se secaron las
muestras a 40°C durante 48 h y se separaron manualmente los fragmentos de biochar.
2.2 Analisis de las propiedades fisicas y quimicas elementales

El pH y la conductividad eléctrica de cada muestra de biochar se midieron respectivamente con un
pHmetro Crisom 40 pH-meter y un conductivimetro Crisom Basic 20 (Crison, Espafa) en una
mezcla biochar:agua destilada 1:10. El contenido en C y N total se determind por triplicado
mediante combustién a 1000 °C en un instrumento LECO micro CHNS (LECO, Estados Unidos),
en el Centro de Investigacion Tecnoldgica e Investigacién de la Universidad de Sevilla (CITIUS).

2.3. Fragmentacion fisica del biochar

La fragmentaciéon del biochar se midié contando el nimero de fragmentos de biochar de las
muestras iniciales (1) y de las recogidas manualmente para cada uno de los muestreos (6, 12y 24
meses) siguiendo el método publicado por Pereira et al. (2014).

2.4. Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de "C en Estado Sélido

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (NMR) de ®C en estado sélido de los biochars
se realizaron en condiciones de polarizacion cruzada bajo angulo maégico (CP-MAS). La
polarizacién cruzada bajo giro de angulo magico (CPMAS) se llevé a cabo en un equipo Bruker
Ascend 400 MHZ (Bremen, Alemania). La velocidad de giro para la obtencion de los espectros fue
de 14 kHz. Para la polarizacién cruzada, se utilizé6 una rampa de pulso de 'H con un tiempo de
contacto de 1 ms para evitar la pérdida de sefial. Para cada uno de los espectros se obtuvo un
pulso a 90° Para calcular las intensidades relativas de cada familia de carbonos se utilizd la
herramienta de integracion del software Mestrenova 10 (Santiago de Compostela, Espana).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Fragmentacion fisica de los biochars
Tabla 1. Fragmentacion fisica del biochar con el tiempo (6, 12 y 24 meses desde su aplicacién al suelo)

Muestra Fragmentos a los Fragmentos alos Fragmentos a los
6 meses 12 meses 24 meses
PWB 16.3+1.8 13.3104 253+2.1
PSB 9.8+1.1 18.0+1.4 28.0 +2.80
SSB 17.0+1.4 15.8£1.1 20.3+1.1
KwWB 3.3+04 3.8+04 78+ 04
CwB 55+1.4 8.8+0.4 16.0 £ 2.1

La Tabla 1 muestra en general que el nimero de fragmentos de biochar se incrementa con el
tiempo para todos los tipos de biochar, alcanzando la maxima fragmentacion a los 24 meses de su
aplicacion al suelo. En cuanto al orden de fragmentacién, fue el siguiente: PSB> PCB> SSB>
CWB> KWB. Siendo las muestras producidad a partir de madera las que tuvieron una menor
fragmentacion fisica. Existen numerosos factores responsables de la fragmentacion fisica del
biochar, de entre ellos destaca la naturaleza de la materia prima utilizada para producir el biochar.

3.2. Propiedades fisicas y quimicas elementales

Todos los biochars procedentes de restos vegetales (PWB, PSB, KWB y CWB) obtuvieron valores
de pH alcalino (pH>9; Tabla 2), mientras que el biochar producido a partir de lodo de depuradora
(SSB) fue neutro (pH= 6.9). Esta diferencia es debida a la diversa naturaleza de la materia prima y
se redujo con el tiempo que los biochars permanecieron en el suelo. Asi, el pH de los biochars
derivados de plantas (los alcalinos) se redujo, mientras que el de la muestras SSB se increment6
hasta 7.7. Podemos afirmar que después de 24 meses todos los biochars alcanzaron el pH del
suelo, lo que indicaria un grado de equilibrio biochar-suelo en todas las enmiendas.

Tabla 2. Resultados de los analisis de contenido en Carbono y Nitrégeno total, pH y conductividad eléctrica
de los biochars (ty= biochar inicial; ty= 6 meses; t,.= 12 meses; t3= 24 meses)

Anadlisis elemental (C. N) Propiedades fisicas y quimicas
Muestra C(gKg N(gKg ") CN pH Cond. (uS cm”)
PWB (to) 847.7+£2.0 1.9+£0.2 446.2 9.3+0.1 1187.7 £ 56.6
PWB (t1) 751.3+9.2 1.3+£01 557.9 8.7+0.2 1181.5 £ 50.1
PWB (t2) 723.7 £3.4 1407 516.4 7.9+0.1 1179.7 £57.7
PWB (t3) 679.4+£1.6 23+0.3 2954 7901 101.31£4.2
PSB (to) 4754 +£43 12.3+0.1 38.7 9.2+0.1 1045.7 £13.7
PSB (t1) N/A N/A N/A 8.6 +0.0 989 +25.5
PSB (t2) 349.1£28 142 +0.6 24.6 7.8+0.1 190.5+5.1
PSB (t3) 419.8 £10.5 13.4+0.5 31.3 8.0+0.0 139.5+1.7
SSB (to) 182.0 £ 2.1 20.0x0.4 9.1 6.9 £0.1 814.0£34.4
SSB (1) 149.0 £1.1 15.1 £ 0.1 9.9 7100 801.2+129
SSB (t2) 144.4 £ 31 159+0.3 9.1 7.7+01 117.3+0.3
SSB (t3) 163.3+1.4 19.4+0.3 8.4 7.7+01 1504 +2.5
KWB (to) 764 £10.4 6.0+0.0 127.3 9.3+0.0 1082.3+2.9
KWB (t4) 752.6 +13.4 1.7+£0.0 4427 8.9+0.1 1079.9 £25.8
KWB (t2) 6442 +55 3.3+0.1 1171 8.1 £0.1 112.0+1.3
KWB (t3) 676.8 £4.1 3.6 £0.1 188.0 7.8+0.0 745%0.9
CWB (to) 829.4+23 09+0.0 921.6 9.3+0.0 1096.7 £5.1
CWB (t1) 7216 +9.3 1.0+0.1 721.6 8.7 £0.1 1070.1 £8.5
CWB (t2) 707.0+0.9 21105 336.7 8.1 0.1 222.7+3.8
CWB (t3) 708.0 + 4.1 21104 336.8. 7.8x0.1 93.3+44
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La conductividad de los biochars fue en todos los casos superior a 1000 yS cm™, a excepcién de
la muestra SSB (<800 uS cm™). Estos valores son similares a los obtenidos por Lehmann (2007).
Este parametro esta relacionado con el intercambio iénico. Con el tiempo, debido al lavado de los
iones y su lixiviacion en todos los casos se observo una drastica disminucion de la conductividad
eléctrica hasta valores dentro del intervalo 74.5-150.4 uS cm™. La Tabla 2 refleja el elevado
contenido en C organico de todos los biochars, a excepcién del SSB (< 182 g kg), y la
disminucién del mismo con el tiempo, probablemente debido a su degradacién microbiana. El
contenido en nitrégeno (N) de los biochars estuvo comprendido entre 1y 15 g Kg™ de N, que son
similares a los encontrados para otros biochars producidos a partir de restos de madera. El
contenido en N se incrementd levemente con el tiempo, lo que podria deberse a la incorporacién
de materia organica procedente de microorganismos del suelo (De la Rosa et al., 2014).

3.3. Resonancia Magnética Nuclear de ">C en estado sdlido

La Figura 1 muestra la gran abundancia de C-aromatico (160-100 ppm) en todos los biochars.
Debido a la extrema condensacion aromatica de las muestras PWB y CWB no fue posible obtener
sus espectros de '®C a t,. Las muestras PSB y KWB obtuvieron porcentajes de C-aromatico
superiores al 80% del total. Se observan ademas sefales en los biochars PSB, SSB y KWB a 151-
155 ppm, correspondientes a lignina degradada, furfurales y/o estructuras N-heterociclicas
(Knicker et al.,, 2007) y en la region asignada a los grupos carboxilos/amida (185-160 ppm;
integracion < 6%,). El envejecimiento de los biochars causé una reduccion sensible del area de C-
aromaticos (160-100 ppm), y un incremento relativo similar de la presencia de C-alquilicos (45-0
ppm) y O-alquilicos (100-60 ppm). Con lo que podemos afirmar que el envejecimiento en
condiciones de campo de todos los tipos de biochar ha producido una reduccién de su
aromaticidad y un incremento de su funcionalizacion.
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Figura 1. Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de '°C en estado sélido de las muestras de biochar

después de 0, 12 y 24 meses de su aplicacién al suelo. (*) “spinning side bands”.
4. CONCLUSIONES

Los resultados han mostrado que la heterogeneidad en las caracteristicas fisicas y quimicas (pH,
conductividad, composicion elemental) de los biochars estan relacionadas con la naturaleza de la
biomasa utilizada como materia prima. Una vez aplicados al suelo, con el paso del tiempo, el pH 'y
la conductividad de los biochars se homogeneizaron acercandose al equilibrio con los valores del
cambisol. La evoluciéon de la composicion elemental (contenido en C y N) de los biochars
mostraron evidencias de su degradacion. La fragmentacion fisica de las muestras probablemente
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ha contribuido a facilitar este proceso. Las alteraciones observadas mediante RMN de "*C de los
biochars fueron la reduccion de su aromaticidad y un incremento de su funcionalizacién.
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Resumen: La mayor parte de los suelos vitivinicolas mediterraneos se caracterizan por ser deficientes en materia organica,
lo cual los hace vulnerables frente a la degradacién y pérdida de suelo, asi como supone la obtencion de bajas
producciones. Por ello, el objetivo principal de este trabajo fue determinar las condiciones de cultivo de la vid que conlleven
una mejora de la calidad del suelo y de la produccion del vifiedo. Para desarrollar este objetivo se caracterizaron un gran
ndmero de suelos vitivinicolas de la zona del Vinalopd Medio, situada en el sureste espafiol, para identificar posibles
carencias y necesidades para el cultivo de la vid. Una vez realizado este estudio, se seleccionaron tres parcelas para
evaluar, durante dos campanas, la interaccion de diferentes manejos agricolas (tipo de fertilizacién, sistemas de conduccion
de la planta y riego y variedad de uva) que consiguieran la adaptacion del vifiedo a los suelos de la zona. Los resultados
obtenidos mostraron que en los suelos estudiados existe una disposicién adecuada para el cultivo de la vid, siendo necesaria
la aplicacién de materia orgénica y de sales de hierro para tener las condiciones apropiadas para este cultivo. De este modo,
en las parcelas seleccionadas se observd que la aplicacion de enmiendas organicas, ricas en hierro, mejoré la calidad del
suelo y aumentd la produccion de uva. También, el sistema de conduccidn de la planta y la variedad de la uva tuvieron un
efecto significativo en la produccién del vifiedo, asi como las condiciones climatoldgicas. Las altas temperaturas y la sequia
del segundo afio de estudio redujeron la produccidn de uva en todas las parcelas en comparacién con la primera campana.

Palabras clave: suelos de viticultura, produccién de uva, enmiendas organicas, variedad de uva, sistema
de conduccion de la planta.

1. Introduccion

Los suelos vitivinicolas cubrieron a nivel mundial un &rea de aproximadamente 7,5 x 10° ha en el afio 2011.
En este afio, Espafia fue el pais con mayor extension de vifiedo del mundo (1,03 x 10° ha) (OIV, 2011). La
mayor parte del vifedo espariol esta concentrada en la zona mediterranea del pais, donde la viticultura es una
actividad econémica importante y un legado cultural. De este modo, unas practicas adecuadas de manejo
agricola son necesarias para contribuir a una viticultura sostenible. La gestién del vifiedo incluye diferentes
practicas agricolas que afectan a las funciones desarrolladas en el suelo. El riego es una herramienta
importante de gestién del vifiedo para mejorar y regular la calidad y la produccion de la uva, especiaimente en
las zonas con clima mediterraneo, donde la escasez de agua en verano es critica. Esta practica agricola afecta
tanto a la actividad microbioldgica del suelo como al desarrollo de las raices (Lardo y col., 2015). Por otra parte,
en la actualidad se estd llevando a cabo una transformacion del sistema de conduccion del vifiedo de sistemas
libres, sin estructura de conduccion, a sistemas de empalizada que permiten guiar la vegetacion. Este cambio
facilita la mecanizacién de diferentes tareas agricolas del vifiedo tales como, la poda, el riego, la aplicacion de
pesticidas y fertiizantes y la vendimia, favoreciéndose asi la compactacion y sellado del suelo debido al paso de
la maquinaria empleada (Coulouma y col., 2006). El uso intensivo de algunas de estas practicas junto con el
clima son los principales factores responsables del alto grado de erosién de la mayoria de los suelos vitivinicolas
mediterraneos. La incorporacion de enmiendas organicas al suelo ha demostrado ser una herramienta Util para
incrementar la calidad del suelo a través de su capacidad para proporcionar nutrientes a las plantas, con el
incremento de la capacidad de intercambio catidnico edéfica, la mejora de la actividad microbiolédgica, la
capacidad de retencion de agua, la infiltracion y la agregacion del suelo, asi como la reduccion de su densidad
aparente (Bustamante y col., 2011; Rubio y col., 2013; Calleja-Cervantes y cal., 2015).

Por lo tanto, basandose en las consideraciones mencionadas anteriormente, los objetivos de este estudio
fueron: 1) caracterizar los suelos del Vinalopé Medio en la Denominacion de Origen Protegida de Vinos de
Alicante, con el fin de conocer su idoneidad y comprobar el potencial vitivinicola para el cultivo de la vid,
identificando posibles carencias y necesidades para conseguir adaptar el manejo de los sistemas vitivinicolas a
los suelos de la zona y; 2) evaluar las condiciones de cultivo de la vid (fertilizacién y sistemas de riego y de
conduccién de la planta y variedad de uva) que conlleven a una mejora de la fertilidad del suelo y de la
produccion de uva.
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2. Material y métodos
2.1 Area de estudio

Para este estudio se seleccionaron 56 parcelas de muestreo distribuidas en diferentes zonas de la Comarca
del Vinalopd-Medio, dentro de la Denominacién de Origen Protegida de Vinos de Alicante, en la proporcion de:
21 parcelas dentro del municipio de Pinoso, 13 parcelas en Monovar, 17 parcelas dentro de la zona de La
Alguena-Romana y 5 parcelas en Novelda. De estas parcelas estudiadas se seleccionaron tres parcelas
situadas en Monovar para evaluar, durante dos campanas (20122013 y 2013/2014), la interaccién de
diferentes manejos agricolas (tipo de fertilizacion, sistemas de conduccién de la planta y riego y variedad de
uva) que consiguieran la adaptacién del vifiedo a los suelos de la zona: Parcela 1 con variedad de uva
Monastrell (conduccién de la planta en vaso y en secano); Parcela 2 con variedad de uva Monastrell
(conduccion de la planta en espaldera y con riego por goteo) y Parcela 3 con variedad de uva Cabernet
Sauvignon (conduccién de la planta en espaldera y con riego por goteo).

2.2 Disefio experimental

En las tres parcelas seleccionadas, situadas en Monovar, se emplearon cuatro tratamientos diferentes con
tres repeticiones cada uno, distribuidas aleatoriamente para reducir la influencia de los factores externos. Con lo
cual, cada una de las parcelas elegidas para la experiencia se dividid en 12 subparcelas, cada una de las
cuales tenia 20 vifas. Los tratamientos fueron: EST (estiércol oveja + cabra), CVIT (compost a base de
residuos vitivinicolas), CCOM (compost comercial) y B (control sin fertilizacion). La primera aplicacion de los
tratamientos se realizbé en marzo 2013 y la segunda aplicacién en marzo de 2014. En el segundo afio solo se
aplicaron los tratamientos de EST y CVIT con el fin de comprobar el efecto residual del CCOM frente al resto de
tratamientos. La dosis de enmienda organica en el primer afo fue de 5,5 tha para EST, 5,6 tha para CVIT y de
17 t/ha para CCOM. En el segundo afio del experimento se aplicaron nuevamente 4,6 y 5,0 tha de EST y
CVIT, respectivamente. La aplicacién de estas enmiendas se realiz6 de manera que incorporaran al suelo
cantidades equivalentes de nitrdgeno (170 kg N/ha). El intervalo de las principales caracteristicas de estos
materiales organicos empleados en las dos campanas fueron: pH = 7,34-7,37; conductividad eléctrica (CE) =
10,8-11,6 dS/m; carbono organico total (Corg) = 22,4-23,0 %; nitrégeno total (N) = 3,08-3,70 %; P = 2,04-2,08
gkg; K=8,1-9,6 gkg y Fe = 6777-6810 mgkg para EST; pH = 7,79-7,96; CE = 4,92-6,50 dS/m; Coy = 32,5-
43,6 %; Ny = 2,19-3,04 %; P = 1,84-245 gkg; K = 20,7-23,7 gkg y Fe = 4304-8235 mg/kg para CVIT y pH =
7,67, CE = 16,9 dS/m; Coy = 18,6 %; Ny = 1,02 %; P = 2,04 gkg; K = 19,7 gkg y Fe = 17639 mg/kg para
CCOM. En las parcelas con sistema de conduccién en vaso no se realizd ningdn riego, mientras que en las
parcelas con sistema en espaldera el riego fue por goteo. En la campafia 2012/2013 solo se realizo un riego
anual durante el mes de agosto (142 dias), debido a que las condiciones climaticas fueron menos extremas. Sin
embargo, en la campafa 2013/2014 el estrés hidrico debido a la sequia fue més acusado y por ello se
realizaron tres riegos, cada uno de ellos durante los meses de mayo (420 dias), julio (458 dias) y agosto (493
dias). Este riego y la cantidad de agua aplicada estuvieron en funcion de las necesidades hidricas minimas del
vifiedo.

2.3 Métodos analiticos y estadisticos

Los parametros determinados en los suelos fueron: pH, conductividad eléctrica (CE), porcentajes de caliza
activa, de carbono organico (Corg) y de carbono organico oxidable (Coox) y contenido de nitrdgeno organico
(Norg). También, la produccién de uva fue determinada en las dos camparas de estudio. Todos los parametros
determinados en las enmiendas organicas, suelo y uva se analizaron de acuerdo a los métodos descritos en
Rubio y col. (2013). Todos los andlisis se hicieron por triplicado. En el experimento del estudio de diferentes
manejos agricolas, en todas las figuras se mostro el intervalo de confianza a P < 0,05 para comparar el efecto
de los diferentes tratamientos estudiados. También, se realizé6 un andlisis estadistico ANOVA doble via de
medidas repetidas (MLG) que permitiera evaluar en todos los parametros del suelo y de la uva el efecto de las
variables consideradas: tipo de tratamiento, tiempo, variedad y sistema de conduccién. Ademas, se hizo un
analisis de la varianza de una via (ANOVA) con prueba post-hoc Tukey-b a P < 0,05, para comprobar si existian
diferencias estadisticamente significativas entre los valores medios de produccién de uva con respecto al
tratamiento empleado.

3. Resultados y discusion

Todas las zonas estudiadas presentaron valores medios de pH altos (intervalo de valores de pH = 8,24-
8,45), lo cual probablemente reducira la disponibilidad de Cu, Mn, Fe y Zn, produciéndose la llamada “clorosis
férrica” (carencia de hierro) (White, 2009). Sin embargo, el contenido de sales de los suelos estudiados fue bajo
(intervalo de valores de CE = 0,33-0,58 dS/m) y no se alcanzd en ninguna zona valores de conductividad
eléctrica limitante para el cultivo de la vid (Hidalgo, 2002). Los porcentajes promedio de caliza activa de los
suelos fueron altos, siendo el intervalo de valores encontrado para este parametro de 8-16 %. El exceso de
caliza activa produce un gran debilitamiento de los vifiedos no resistentes, como consecuencia de una acusada
clorosis, como se ha comentado anteriormente. También, se observé que los contenidos de Corg de los suelos
fueron bajos, con valores comprendidos entre 4,99 a 6,52 %. Estos suelos se caracterizan por carecer de
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cubierta vegetal, tienen una reposicion de materia organica baja y con laboreo, que contribuye al aumento
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Figura 1. Evolucién temporal del pH y de los contenidos de carbono organico oxidable (Coox) y nitrégeno organico (Norg) en las
parcelas del estudio.

de la erosion y a la disminucién de nutrientes para la planta. Las necesidades de reposicion de materia organica
en los suelos vitivinicolas han sido observadas por varios autores (Bustamante y col., 2011; Rubio y col., 2013;
Calleja-Cervantes y col., 2015).

El efecto de los factores estudiados, mediante ANOVA doble via de medidas repetidas, en los valores de pH
del suelo de las parcelas seleccionadas fue significativo en el caso del tiempo, tratamiento y sistema de
conduccién, mientras que el factor variedad no afectd significativamente a este parametro (datos no mostrados).

Parcela Monastrell-vaso Parcela Monastrell-espaldera Parcela Cabernet S.-espaldera
B EST CvIT CCOM B EST CVIT CCOM B EST CVIT CCOM
1¥afo 072a 168b 124ab 092a 067a 302b 360b 562c 249a 488b 477b 443b
2°afio  0,19a 085b 0,73b 060b 086a 159b 159b 097a 1,88a 269c 218b 233b

Tabla 1. Produccion de la vifa (kg/planta) en funcién del tratamiento y del tiempo en las parcelas del estudio.

El andlisis de la varianza de una via (ANOVA) indico que hubo diferencias estadisticamente significativas entre los valores medios de
produccién de uva con respecto al tratamiento empleado (datos no mostrados).

Los valores promedios en filas seguidos de la misma letra, para cada parcela, no son significativamente diferentes
(P<0,05) (test Tukey-b).

Al principio del experimento, la adicion al suelo de las enmiendas produjo una disminucion de los valores de pH
en comparacion con el suelo control (Figura 1). Sin embargo, después de esta acidificacién inicial, el pH
aumento a valores préximos a los del control solamente en el caso del tratamiento CVIT. La adicién de los
tratamientos EST y CCOM redujo los valores de pH del suelo a lo largo de todo el experimento. Este hecho
podria mejorar la asimilacién de micronutrientes por parte de la planta, especialmente en el caso de Fe,
(Hannachi'y col., 2015), reduciéndose asi la clorosis de hierro comun del vifiedo de esta zona.

El analisis estadistico mostré que todos los factores estudiados tuvieron un efecto significativo sobre los
contenidos de Coox y Norg del suelo, excepto el factor variedad y el sistema de conduccion que no mostré
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diferencias significativas en las concentraciones de Coox y Norg, respectivamente (datos no mostrados). Tras la
adicién de los tratamientos organicos al suelo, se aprecié un aumento importante de los contenidos de Coox y
de Norg en todas las parcelas y su posterior estabilizacion a lo largo del experimento (Figura 1). Al final de la
experiencia en la parcela con la variedad Monastrell en vaso, todos los suelos enmendados presentaron
valores de estos parametros similares al tratamiento control. Sin embargo, en las parcelas con sistema de
conduccion en espaldera los contenidos finales de Coox y de Norg de los suelos con las enmiendas organicas
fueron, en general, el doble o €l triple que aquellos del control. El aumento de la fertiidad organica de los suelos
vitivinicolas mediante la adicién de materia organica exégena ha sido también observado por otros autores
(Bustamante y col., 2011; Rubio y col., 2013; Calleja-Cervantes y col., 2015). Después de cada ciclo de cultivo
la capacidad fertilizante de estas enmiendas se vio reducida, excepto en el caso del tratamiento CCOM cuya
capacidad fertilizante residual se mantuvo durante todo el periodo del estudio, debido a la alta dosis de
aplicacién empleada.

Los valores de produccion de la uva se vieron afectados significativamente por todas variables estudiadas
(tiempo, tratamiento, sistema de conduccién y variedad) (datos no mostrados). En la mayoria de los casos, la
adicion de enmiendas organicas al suelo aumenté la produccidn de uva con respecto al tratamiento control
(Tabla 1). El sistema de conduccion de la planta en espaldera favorecié la produccién de uva frente al sistema
en vaso. En relacion con la variedad, se obtuvo una mayor produccion de uva en el caso de la variedad
importada (Cabernet Sauvignon) con respecto a la autctona (Monastrell). Finalmente, la variable tiempo tuvo
un efecto muy significativo sobre la produccién de uva principalmente por las diferentes condiciones climéaticas
que hubieron en los dos afios del experimento, siendo la produccion menor en el segundo afio de estudio
debido a que fue mas caluroso y seco que el primero (datos no mostrados). Pascual y col. (2015) observaron
que un estrés hidrico severo en la planta disminuye los rendimientos debido a la falta de agua para movilizar los
carbohidratos hacia los frutos.

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos permitieron concluir que los suelos vitivinicolas de la comarca del Vinalopé Medio
presentan una salinidad baja adecuada para el cultivo de la vid, mientras que el pH y el porcentaje de caliza
activa son altos y el contenido de materia organica es bajo. De este modo, se hace necesaria la aplicacion de
materia organica y de fertilizantes de Fe para corregir el déficit que provoca la “clorosis férrica” para tener las
condiciones apropiadas para este cultivo. En las parcelas seleccionadas se observé que el empleo de
enmiendas organicas mejoro la fertiidad del suelo, aumentando el contenido en carbono organico oxidable y
nitrégeno organico, y redujo el pH del suelo, mejorandose asi la clorosis férrica que sufre el vifiedo en la zona de
estudio. También, la adicion de enmiendas organicas aumentd, en general, la produccién de uva respecto al
tratamiento control, siendo este pardmetro mayor en la parcelas con el sistema de conduccion de la planta en
espaldera y con la variedad de uva Cabernet Sauvignon. Las condiciones climatologicas de cada campana
también influyeron en la produccién del vifiedo.
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Resumen: Las comunidades de hongos endomicorricicos (HE) juegan un papel fundamental en la
tolerancia de las plantas a elementos traza (ET). Conocer los filotipos presentes en condiciones estresantes
permite la formulacién de indculos mas eficientes asi como conocer cual es el estado de recuperacién de un
suelo en funcién de la presencia o ausencia de determinadas especies de HE. Se analizaron, la
colonizacién, la diversidad y la composicién de las comunidades de HE asociadas a tres especies vegetales
potencialmente fitoestabilizadoras (Poa annua, Medicago polymorpha y Malva sylvestris) en tres suelos
degradados, dos de ellos procedentes del area afectada por el vertido minero de Aznalcéllar y otro de un
area con contaminacion cronica por ET. Se establecieron tres tratamientos: uno con compost de alperujo,
otro con compost de biosélidos y un control. La concentraciones de Mn y Cd en las plantas estuvieron
relacionadas con el nivel de diversidad de la comunidad fingica de forma positiva y negativa,
respectivamente. Asimismo, una mayor colonizacién de las raices produjo un incremento de Zn y Cd en las
plantas. En suelos con mayor contenido de carbono organico la colonizacion disminuyé aunque que las
comunidades de HE fueron mas diversas. El factor “suelo” fue el que mas afecté a la composicion de las
comunidades de HE asi como al filotipo dominante. Sin embargo, el efecto de las enmiendas solo fue
relevante en el suelo con mayor materia organica per se en el tratamiento con compost de alperujo, donde
las comunidades difirieron significativamente de las encontradas en los controles.

Palabras clave: Enmienda organica, Calidad del suelo, Rizosfera, Rhizophagus irregularis, Elementos traza

1. Introduccion

Debido al incremento del nimero de suelos potencialmente contaminados con metal(oid)es
(Panagos et al., 2013), los procesos de recuperacion (entre ellos la fitorecuperacion) han cobrado
mayor importancia. Existen diferentes parametros para evaluar el estado de un suelo, como el pH,
la disponibilidad de nutrientes, el contenido en materia orgénica o las comunidades del suelo.
Entre los microorganismos, los hongos endomicorricicos (HE) son considerados bioindicadores
(Winding et al., 2005) ya que tienen una importante relevancia ecolégica; por ejemplo, mejoran la
resiliencia de las comunidades vegetales bajo condiciones de estrés ambiental (Barea et al.,
2011).

Por tanto, conocer los factores afectan a las comunidades de HE nos ayuda a promover la
recuperacion de un suelo contaminado por ET mientras que conocer los filotipos adaptados a las
diferentes condiciones del suelo permite establecer cual es el estado de recuperacion de un suelo.
Debido a que la aplicacién de enmiendas es una practica habitual en los procesos de
fitorecuperacion, es esencial el estudio de su efecto sobre las comunidades de HE.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las diferencias entre las comunidades de HE presentes en
tres suelos contaminados por ET con diferentes niveles de contaminacion y fertilidad, evaluando la
importancia del tipo de enmienda, especie vegetal y tipo de suelo sobre la comunidad de HE.

2. Material y Métodos

Se establecieron 27 tratamientos (4 replicados/tratamiento): 3 especies vegetales (Poa annua L.,
Medicago polymorpha L. y Malva sylvestris L.) x 3 enmiendas (compost de biosdlidos (BC),
compost de alperujo (AC) y un control) x 3 suelos contaminados (A y B proceden del area
afectada por el vertido de Aznalcollar; C procede de una zona minera abandonada). Los valores
de pH, carbono orgénico total (COT) y concentraciones pseudo-totales de ET de los suelos
pueden ser consultados en Montiel-Rozas et al. (2016a).
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El experimento se llev6 a cabo en condiciones de semicampo y tuvo una duracion de 6 meses. En
el suelo rizosférico se analiz6 pH, COT, fésforo disponible, la concentracién pseudo-total y
disponible (con CaClz2 0.01M) de Cd, Cu, Mn y Zn. En plantas se analizé la concentracion de ET
en la parte aérea mientras que en las raices se realizd la estimacion de la colonizacion
(Hernandez-Cuevas et al., 2008) y la extraccion y amplificacion de ADN de HE y posterior
clonacién y secuenciacion (descripcion detallada en Montiel-Rozas et al., 2016b; ndmeros de
acceso en Genbank: KX684201 - KX684854).

Para la determinacién de los filotipos de HE se eliminaron las quimeras y se agruparon las
secuencias al 97% de similaridad, eligiéndose una secuencia representativa de cada grupo. Estas
secuencias se ordenaron en un red filogenética de vecindad (SplitsTree4) y se realizd un
monophyletic clade approach para definir los filotipos (Lekberg et al., 2014).

Las diferencias en las variables del suelo, la colonizacién radicular y la diversidad se evaluaron
con una ANOVA de 1 via (considerando el tipo de suelo, la enmienda y las especies vegetales
como variable independiente). Se evaluaron la normalidad (test Shapiro-Wilk) y la
homocedasticidad (test de Leven). Las diferencias significativas se establecieron por el test de
Tukey o T3 Dunnet (p<0,05), segun la igualdad la varianzas. Para determinar la relacién entre la
colonizacién y las variables del suelo, se realizd una correlacién de Spearman.

El indice de Shannon se calculé con la funcién diversity (paquete vegan). El efecto del tipo
enmienda, de la especie vegetal y del tipo de suelo sobre la comunidad fangica asi como la
importancia de las variables del suelo se analizé6 mediante un PERMANOVA (McArdle y Anderson,
2001). Las comunidades de HE se representaron mediante un NMDS (Non- metric
Multidimensional Scaling) y las variables con efecto significativo se representaron con la funcién
envfit (paquete vegan).

3. Resultados y discusion
3.1. Colonizacion radicular
El nivel de colonizacion de las raices por HE estuvo afectado significativamente por el contenido

pH coT Cddis Cudis Mndis Zndis Pdisp Total Total Total Total Total Total
p p p p Cd Cu Mn P Pb Zn

0.23 -0.32 0.42# 0.18 -0.34 0.34 -0.58* 0.42# 0.25 -0.20 -0.46# -0.37 0.20
0.03 -0.64* 0.10 0.47# -0.33 0.61* -0.28 0.01 -0.06 -0.64* -0.39# -0.44# -0.25

0.54* 0.49* 0.58* 0.006  -0.25 -0.17 -0.06 0.69* 0.73* 0.43# 0.19 -0.30 0.63*

en materia organica y la concentracién de ET en suelo y por la especie vegetal. Sin embargo, el
aporte de enmiendas no afect6 de forma significativa a la colonizaciéon de acuerdo con estudios
previos (Cozzolino et al., 2016).

Tabla 1. Coeficientes de correlacion entre la colonizacion radicular (%) y las variables del suelo (pH, COT,
concentracion disponible y pseudototal de ET). Las correlaciones significativas estan indicadas en negrita (*
p<0.01; # p<0.05, n=27). H:hifas;V:vesiculas;A:arbusculos.

La colonizacién (asi como la presencia de hifas y vesiculas) disminuy6 con la mejora de la calidad
del suelo, reduciéndose aprox. un 20% del suelo A al suelo C. Dicha disminucién estuvo asociada
a una reduccion en la disponibilidad de los ET (excepto Mn, Tabla 1; Affholder et al., 2014) y con
el incremento de COT en el suelo. Asimismo, un aumento en la concentracion de P disponible en
el suelo implicé una disminucién de la colonizacion total y del porcentaje de hifas (Tabla 1). Entre
las especies vegetales estudiadas, los porcentajes de colonizacion fueron altos en M. sylvestris
(>60%) y M. polymorpha (>70%).
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3.2. Comunidad de HE. Diversidad y composicion

% filotipos identificados

Suelo Tratamiento Especies vegetales
Filotipo Corresp Ne A B Cc Cont. AC BC PA MP MS
ondenci acceso
a GenBan
k
Clat Claroideo  HQ85708 0.4 18.9 14 14.2 6.3 11.2 12.7 7.4 12.3
glomus 41
luteum
Par2 Unculture 1.1 0.9 0.9
d AB54718
Paraglom 8.1
us
Aca3 Unculture  HG96937 5.6 1.7 24 0.5 0.5 3.9
d 1.1
Acaulosp
ora
Glo4 Unculture  HM2160 4.1 1.7 1 1.9 3.9 0.4 0.5
d Glomus  03.1
Glo5 Glomus LN62411 14.5 5.6 29 3.3 24 8.3 0.9
invermai 11
um
Glo6 Rhizopha  AY54190 3.3 0.4 1.9 1.4 3 0.5
gus 41
intraradic
es
Glo7 Rhizoph 83.9 69.5 1.7 51.5 70.4 56.3 58 61.3 57.5
agus FR75019
irregular 0.1
is
Glo8 HE77533 45 3.9 0.5 0.5 4.4 0.9
Unculture 8.1
d
Glomera
ceae
Glo9 Funnelifo EU93126 25 6.7 1.3 29 4.2 2.9 0.9 4.6
rmis 3.1
geosporu
m
Glo10 Unculture  JX68374 1.2 0.9 0.5 1 0.4
d 9.1
Glomera
ceae
Cla11 Unculture  KP26503 1.1 0.9 0.9
d 1.1
Claroideo
glomerac
eae
Cla12 Claroide HQ85704 11.6 45.3 18.9 11.2 191 141 12.6 22.8
oglomus 8.1
claroide
um

Se identificaron 12 filotipos pertenecientes a 4 familias de HE (de menor a mayor abundancia):
Acaulosporaceae, Paraglomeraceae, Claroideoglomeraceae y Glomeraceae (Tabla 2).

La mejora de la calidad del suelo (entendida como la menor disponibilidad de Cd, Cu y Zn y un
mayor contenido en COT) conllevdé un cambio en la composicion de la comunidad de HE; se
produjo una mayor presencia de Claroideoglomus sp., en detrimento de Glomus sp.. Este cambio
puede deberse a que los filotipos pertenecientes a Glomeraceae (mas generalistas) tienden a
dominar en suelos afectados por estrés abidtico (Lenoir et al., 2016).

Tabla 2. Filotipos identificados en los suelos de estudio (los mas abundantes estan resaltados en negrita).
Se indica la abundancia relativa de cada filotipo en cada suelo, tratamiento y especie vegetal. La asignacién
de especies se realizé6 mediante BLAST (Genbank, similaridad >97%).PA: P.annua; MP: M.polymorpha; MS:
M. sylvestris.

De igual manera, las comunidades mas diversas se encontraron en el suelo de mayor calidad
(Suelo A (Shannon=0,53) < Suelo B (Shannon= 0,69) < Suelo C (Shannon= 1,08)). Los valores de
diversidad fueron similares a los encontrados en otros suelos contaminados por ET (Hassan et al.,
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2011), y bastante inferiores a los encontrados en suelos no alterados (Lekberg et al., 2013). A
diferencia de otros estudios (Qin et al., 2015), las enmiendas no incrementaron la diversidad en
ninguno de los suelos.

Figural. Ordenacion NMDS de las comunidades de HE. Las variables significativas (COT, pH, Mn y Cd
disponible, Cd en planta, p< 0.05 en PERMANOVA, Cu disponibles, p<0.1) estan incluidas en la ordenacion.
AC, triangulo; BC, circulo; C, cuadrado. P. annua, rojo; M. polymorpha, amarillo; M. sylvestris, verde.

Tanto los factores abiéticos del suelo (p=0.001, R2=0,64) como la planta hospedadora (p=0,014,
R2=0,062) tuvieron un efecto significativo sobre la comunidad de HE (Figura 1, Dumbrell et al.,
2010). Entre las variables del suelo, el contenido en COT (p<0.001, R2=0.40) fue la principal
variable que afecté a la comunidad flngica, seguido de la disponibilidad de ET (exceptuando el
Zn). Por otro lado, tanto el Cd como el Mn pseudo totales tuvieron un efecto significativo sobre la
comunidad de HE y, en menor medida, la concentracion de Cd en la planta (Figura 1). A diferencia
de lo encontrado en otros estudios (Toljander et al., 2008) la aplicacién de enmiendas no afecté a
la composicion de la comunidad de HE. La unica diferencia se encontré entre los filotipos
identificados en el tratamiento con CB y el resto de tratamientos, debido a la presencia de Par2 y
la ausencia de Glo10 (Tabla 2).

4. Conclusiones

El contenido en materia organica del suelo (nativa, no procedente de la aplicacion de enmiendas)
fue el factor que tuvo un mayor efecto sobre la composicién de la comunidad de HE en suelos
contaminados. La concentracién de ET y la planta hospedadora también afectaron a la
comunidad de HE, aunque en menor grado. Es destacable el nulo o escaso efecto que tuvo la
aplicacion de ambas enmiendas sobre la comunidad fungica.

La familia dominante de HE varié acorde a las condiciones del suelo; con la mejora de la calidad
del suelo (mayor contenido en materia organica y menor disponibilidad de ET) disminuyeron los
filotipos pertenecientes a Glomeraceae mientras que aumentaban los pertenecientes a
Claroideoglomeraceae. De acuerdo a los resultados obtenidos, la identificacion de los filotipos de
HE presentes en diferentes escenarios de contaminacion nos permite su uso como bioindicadores
del estado del suelo.
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Resumen: En este trabajo se ha evaluado el proceso de co-compostaje de residuos de hoja de palmacea y lodos de
depuracién de aguas urbanas y agroindustriales con el objetivo de mejorar la gestion de ambos flujos residuales. Para
ello, se prepararon 4 mezclas de compostaje, utilizando como materiales iniciales hoja de palmera (HP) en una
proporcion del 55 + 5% respecto a materia seca, junto distintos lodos de depuradora, tres de ellos procedentes de la
depuracion de aguas residuales urbanas (EDAR) y uno de la depuracion de aguas residuales agroindustriales (EDARI).
Durante el proceso se han evaluado parametros fisico-quimicos, quimicos y térmicos, asi como parametros fisicos y
quimicos en los compost finales. Los resultados han mostrado la viabilidad del proceso de compostaje como método
para la estabilizacién de estos residuos, aunque la alta salinidad de los compost finales podria limitar su uso en algunos
sectores agricolas.

Palabras clave: compost, residuos de palmera, lodos agroindustriales, lodos depuradora.
1. Introduccion

En los paises del area mediterranea existe un importante flujo de residuos vegetales procedentes de la
poda de especies palmaceas de areas urbanas y periurbanas, los cuales generalmente son quemados o
depositados en vertedero, causando serios problemas medioambientales. Cada palmera produce alrededor
de 20 kg de hojas secas anualmente (Alkoaik et al., 2011). Por ello, el reciclaje de estos residuos en la
agricultura, después de un proceso de estabilizacion apropiado como el compostaje, seria interesante en
estas mismas zonas, con suelos degradados y deficitarios en materia organica. El compostaje es una
alternativa atractiva no sélo para el tratamiento de estos residuos por su bajo impacto ambiental y bajo costo
(Bustamante et al., 2008), sino también porque se obtiene un producto valorizable como biofertilizante que
permitiria el incrementar la fertilidad y el contenido en materia organica en los suelos del area mediterranea.
Adicionalmente, otro potencial uso alternativo seria como biosustrato (Perez-Murcia et al., 2005),
reduciendo asi los problemas asociados al uso de la turba. Por ello, este estudio pretende evaluar la
viabilidad del co-compostaje para la gestiéon de los residuos de especies palmaceas con lodo de
depuradora, tanto de origen urbano como agroindustrial, asi como para el desarrollo de biosustratos y
biofertilizantes para su uso agricola.

2. Material y métodos

Se prepararon a escala comercial cuatro pilas de compostaje de 15 m®, usando hoja de palmera (HP) y
distintos lodos de depuradora, tres de ellos procedentes de la depuracién de aguas residuales urbanas
(EDAR) y uno procedente de la depuracién de aguas residuales agroindustriales (EDARI). Los compost se
desarrollaron en las instalaciones de COMPOLAB-UMH, mediante el sistema de compostaje de volteo. Los
lodos de origen urbano procedian de las estaciones depuradoras de los municipios de Orihuela (EDAR 1y
2) y Carrizales (EDAR 3). En la planta de Orihuela las aguas son tratadas mediante un proceso biolégico de
inyeccion directa de aire mediante difusores. Los lodos se estabilizan por digestion aerobia, se espesan y
finalmente, se deshidratan mediante filtros banda. En la planta de Carrizales las aguas son tratadas
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mediante un proceso de fangos activos de aireacion prolongada, con eliminacion de nutrientes (el fésforo se
elimina por precipitacion quimica) y los lodos son espesados y finalmente, deshidratados con decantadores
centrifugos. El lodo EDARI 1 procedia de una industria de procesado de fruta (campafna de pera) y se
obtuvo tras flotacién por cavitacion, desnitrificacién, aireacion forzada MTS vy clarificacion en reactor USBF.
Los lodos obtenidos fueron espesados por gravedad y deshidratados mediante centrifuga. La hoja de
palmera utilizada en los procesos de compostaje fue cortada, secada al aire, triturada y normalizada su
granulometria a tamafio < 5 cm. La proporcién en base a materia seca de HP en las pilas estuvo en el rango
de 55 + 5%. Las principales caracteristicas fisico-quimicas y quimicas de los materiales iniciales se
muestran en la Tabla 1. Los lodos presentaron una alta humedad (70-92%,), pH cercano a la neutralidad, CE
mas elevada para el lodo EDARI, salvo para el lodo EDAR 3 que resultd ligeramente acido y relacion C/N
baja, aunque algo superior en el caso del lodo EDARI. La hoja de palmera presentd una humedad en torno
al 35%, CE alta, pH cercano a la neutralidad y relacién C/N alta.

Durante el compostaje, la temperatura y la humedad (nunca inferior a 40%) se controlaron afnadiendo el
agua necesaria y volteando la pila cada 7-12 dias aprox. La fase bio-oxidativa se completé cuando la
temperatura de las pilas fue estable y préxima a la del ambiente. Se realizaron 4 muestreos: inicio, etapa
termofila, final de la fase bio-oxidativa y madurez (45 dias después de final de la fase bio-oxidativa). Las
muestras se secaron al aire y tamizaron a 0,5 mm para realizar las determinaciones analiticas. Los
parametros se determinaron segun los métodos descritos por Bustamante y col. (2012). Todos los analisis
se realizaron por triplicado.

Tabla 1. Caracteristicas de los materiales utilizados como ingredientes en las pilas de compostaje.

Parametro Hoja palmera EDAR 1 EDAR 2 EDAR 3 EDARI
Humedad (%) 35,1 73,9 75,5 81,0 91,8
pH 6,8 7.1 6,8 6,1 7,2
CE (dS/m) 7,3 3,3 2,1 44 5,1
MO (%) 91,4 68,7 64,8 66,8 52,4
Corg (%) 44,1 37,8 35,8 43,6 34,5
NT (% 2,0 59 5,8 5,5 33
CIN 24,2 6,4 6,2 7.9 10,4
P (g/kg) 1,7 17,8 27,8 26,2 59
K (g/kg) 19,9 1,7 2,2 2,4 57
Na (g/kg) 48 2,1 25 3,7 14,6

CE: conductividad eléctrica; MO: materia organica; Corg: Carbono orgénico total; NT: nitrégeno total.

3. Resultados y discusion

La figura 1 muestra la evolucion térmica de las pilas elaboradas expresadas mediante el indice EXI2
(sumatorio cuadratico de la diferencia diaria entre la temperatura promedio de la pila y la temperatura
ambiente). Este indice permite comparar procesos de compostaje complejos a nivel de exotermia global y
es (til en disefio de mezclas. Las mezclas de HP con lodo de Orihuela (EDAR 1 y 2) mostraron un proceso
mas intenso y con una mayor eficiencia a nivel exotérmico que el resto de mezclas, tal como se observa en
el indice EXI2 (tabla 3) y cuando se normaliza para el nimero de dias de fase bio-oxidativa (ratio EXI2/dias
f. bio-oxid.). Esto se produjo de forma general y especifica dentro de cada tipo de lodo, no estando ligado al
numero de dias en fase termofila. El proceso de co-compostaje de HP con lodo EDARI fue el que mostro
menor intensidad a nivel exotérmico, desarrollandose la fase terméfila en un periodo mas corto que el resto.
La fase termodfila de cada uno de los procesos fue intensa y duradera, asegurando la eliminacién de
patdégenos en la pila, especialmente importante en este tipo de residuos. En las pilas con lodo EDAR los
valores de pH disminuyeron ligeramente o practicamente no cambiaron durante el proceso, resultando los
compost ligeramente acidos y en la pila con lodo EDARI, el compost resulté ligeramente basico, (Tabla 2).
Todos los compost estuvieron dentro del rango adecuado para su uso agricola (6,0-8,5) (Hogg y col., 2002).
La conductividad eléctrica fue alta al inicio, principalmente debido al uso de HP en las mezclas, y sigui6
aumentando a lo largo del proceso, especialmente en las pilas EDAR 1 y EDAR 2, debido a la produccién
de compuestos inorganicos procedentes de la degradacién de la materia organica y su concentracion
relativa por pérdida de masa de la pila. Los compost maduros obtenidos (Tabla 3) presentaron valores altos
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de CE (7,8-9,3 dS/m) lo cual supone una limitacién para su uso agricola, al poder inducir salinidad en el
suelo e inhibicion de la germinacién de semillas (Hargreaves y col., 2008).

Figura 1. Evolucién del indice EXI2 acumulado en la fase bio-oxidativa para las pilas ensayadas.

Tabla 2. Evolucion de los principales parametros fisico-quimicos y quimicos durante el compostaje.

Fase de compostaje pH CE (dS/m) MO Pérdida MO TOC/TN CcoT NT P K (g/kg)
(%) (%) (%) (%) (g/kg)

72,3% EDAR 1 + 27,7% HP (s.m.f.) [46,6:53,4 s.m.s.]

Inicio 6,4 53 82,4 0,0 23,1 41,5 1,81 7,0 10,6

Termofila 6,0 8,6 70,7 48,6 111 36,0 3,24 - -

Final bio-oxidativa 6,0 10,1 60,3 67,5 9,5 33,2 3,51 - -

Madurez 6,1 9,3 443 82,8 8,5 30,0 3,563 13,9 14,6

67,7% EDAR 2 + 32,3% HP s.m.f. [42,2:57,8 s.m.s.]

Inicio 6,7 4,7 78,6 0,0 11,6 37,2 3,2 9,4 8,9

Termofila 6,2 6,3 71,6 31,0 11,3 35,3 3,1 - -

Final bio-oxidativa 5,9 9,4 61,0 56,6 9,6 29,0 3,0 - -

Madurez 6,0 8,9 63,7 52,8 8,7 30,2 3,5 15,5 14,8

67,7% EDAR 3 + 32,3% HP s.m.f. [36,2:63,8 s.m.s.]

Inicio 6,6 5,0 80,4 0,0 15,1 40,9 2,7 8,6 7,6

Termofila 6,2 8,1 70,1 43,0 11,5 35,7 3,1 - -

Final bio-oxidativa 6,3 9,6 62,2 59,9 9,4 30,0 3,2 - -

Madurez 6,1 7,8 61,5 61,2 9,7 30,6 3,2 16,3 14,2

82,5% EDARI + 17,5% HP s.m.f. [42,8:57,2 s.m.s.]

Inicio 7.4 57 80,8 0,0 16,0 40,4 2,5 3,5 13,2

Terméfila 7,5 6,5 77,9 16,6 14,7 38,6 2,6 - -

Final bio-oxidativa 7,5 7,9 71,3 41,0 11,6 35,8 3,1

Madurez 7.4 8,3 70,1 44 4 12,0 35,7 3,0 5,4 23,5

CE: conductividad eléctrica; MO: materia organica; COT: carbono orgénico total; NT: nitrégeno total.

Los contenidos de materia organica (MO) descendieron en todas las pilas durante el proceso,
especialmente en la etapa terméfila, como consecuencia de los procesos de mineralizacién de la fraccién
organica (Tabla 2). Los valores de MO en los compost finales fueron de 44,3, 63,7, 61,5y 70,1 % para los
elaborados con lodo EDAR 1, EDAR 2, EDAR 3 y EDARI, respectivamente. La mayor pérdida de MO se dio
en la pila con lodos EDAR 1 estabilizados aerébicamente y en la que se produjo mayor exotermia (EXI2). El
contenido de NT se increment6 a lo largo del proceso por el efecto concentracion, debido a la pérdida de
peso de la pila por degradacion de materia organica y a la posible fijacién biolégica de nitrégeno. Los
valores en los compost finales estuvieron entorno al 3% de NT. El contenido del resto de nutrientes (P y K)
aument6 durante el compostaje, probablemente debido también al efecto concentracion. Todos los compost
obtenidos (Tabla 3) mostraron un adecuado grado de madurez, tal como se refleja en indices de madurez,
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como la capacidad de cambio catiénico (CCC), relacion CCC/Cot, asi como ausencia de fitotoxicidad, segun
los criterios descritos por Bernal y col. (2009).
Tabla 3. Parametros de calidad en los compost finales.

Parametro EDAR 1 + HP: EDAR 2 + HP: EDAR 3 + HP: EDARI + HP:
72,3-27,7% 267,7-32,3% 67,7-32,3% 82,5-17,5%
s.m.f. s.m.f. s.m.f. s.m.f.
Indice EXI2 (2C7) 77345 63838 50535 46961
N2 Dias F.Bio-oxid/ >40°C 139/49 152/71 116/80 96/27
Ratio EXI2/dias f. bioxid. 556 420 436 489
CE (dS/m) 9,3 8,9 7,8 8,3
CCC (meq/100g MOT) 84 196 136 179
CCC/Cot (meqg/g Cot) 1,24 4,10 2,70 3,51
1G (%) 60 114 68 87
D. aparente (g/cm3) 0,20 0,20 0,22 0,17
EPT (%) 90,2 89,6 88,7 89,9
Contraccion (%) 15,3 30,7 28,9 24,4
CRA (mL agual/lL) 313 413 449 333
Contenido aire (%) 58,8 48,3 43,8 56,6

EXI2: sumatorio cuadratico de la diferencia diaria entre la temperatura promedio de la pila y la temperatura ambiente; CE:
conductividad eléctrica; CCC: capacidad de intercambio catiénico; Cot: carbono organico total; IG; indice de germinacién; D:
densidad; EPT: espacio poroso total; CRA: capacidad de retencién de agua
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EFECTO DE LA MICROBIOTA DEL COMPOSTAJE SOBRE LA
ELIMINACION DEL OOMICETO FITOPATOGENO PHYTOPHTHORA
CAPSICI: POSIBLES MECANISMOS DE COMPETENCIA Y ANTIBIOSIS
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del Carmen Vargas-Garcia, Maria José Lopez y Joaquin Moreno
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Resumen: La pila de compostaje constituye un ecosistema en el que conviven diversas poblaciones de
hongos y bacterias que pueden resultar beneficiosos o perjudiciales. Gracias a las altas temperaturas
alcanzadas en el interior de la pila, gran parte de los microorganismos fitopatégenos existentes en un
proceso de compostaje de restos vegetales son eliminados, por lo que, en términos generales, se considera
éste un potente tratamiento para el control de enfermedades vegetales. Sin embargo, junto con el factor
temperatura, otros aspectos de origen biético podrian favorecer la eliminacion de agentes fitopatégenos
mediante fendmenos de competencia y antibiosis.

De forma tradicional, la enfermedad denominada como damping-off en semilleros, es causada por un
complejo grupo de hongos y oomicetos. En ocasiones, son capaces de impedir la germinaciéon de las
semillas, en otras pudren la raiz recién emergida, o causan podredumbre del cuello de la raiz, provocando
la caida de plantulas sobre el sustrato.

El objetivo que se plantea en este trabajo tendra por tanto una doble finalidad. Por un lado, el
esclarecimiento de los posibles mecanismos de origen biético que podrian estar implicados en la
eliminacién del oomiceto fitopatégeno Phytophthora capsici (agente causante de damping-off) a lo largo de
un proceso de compostaje de restos vegetales. Por otro, el aislamiento y seleccién de aquellas cepas
microbianas que se caractericen por su capacidad para suprimir o inhibir el desarrollo in vitro e in vivo de
este importante agente fitopatégeno, mediante la produccién de sustancias tales como sideréforos, acido
salicilico, hidrolasas o cianuro.

Palabras clave: control biolégico, damping off, antagonismo, cianuro, quitinasas
1. Introduccion

Algunos de los microorganismos antagonistas mas comunes utilizados en el control biolégico
del damping off pertenecen a los géneros Pseudomonas, Bacillus y Burkholderia (Ramarathnam y
col,, 2011; El-Hassan y col.,, 2013) cuya presencia en materiales compostados es muy
significativa. Su implicacién, tanto en la capacidad supresiva de un compost como en su
capacidad para promover el crecimiento vegetal es bien conocida (Haruta y col., 2005). En este
caso, la eficacia de tales agentes microbianos en el control de enfermedades, esta relacionada
con numerosos mecanismos tales como la produccién de antibioticos, sideroforos, enzimas de tipo
hidrolasas o cianuro de hidrogeno (Akgll y Mirik, 2008; Ozyilmaz y Benlioglu, 2013).

El objetivo global que se plantea en este trabajo pretende el abordaje, por un lado, de los
posibles mecanismos de origen biético que podrian estar implicados en la eliminacion del
oomiceto fitopatbgeno Phytophthora capsici (agente causante de damping-off) a lo largo de un
proceso de compostaje de restos vegetales. Por otro lado, el aislamiento y seleccion, a partir de
muestras de compost, de cepas microbianas que se caractericen por su capacidad para suprimir o
inhibir el desarrollo de este importante agente fitopatégeno, mediante la produccién de sustancias
como sideréforos, acido salicilico, hidrolasas o cianuro.
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2. Material y Métodos

La coleccion de bacterias a partir de la cual se llevé a cabo el estudio, se obtuvo a partir de un
proceso de compostaje de restos vegetales, cuya duracion estuvo en torno a 180 dias. Durante
dicho proceso se realizaron un total de 19 muestreos, que globalmente pudieron clasificarse en 4
etapas: mesodfila, termdfila, enfriamiento y maduracién (Tabla 1). En todos los muestreos, se
tuvieron en cuenta dos rangos térmicos bien diferenciados: 30 °C, para el aislamiento de cepas
mesofilas (BM) y 50 °C para el aislamiento de cepas terméfilas (BT).

Tabla 1. Escala de tiempo de las distintas fases del compostaje en las que se realizé la toma de muestras

Etapas del Proceso  Tiempo (dias) Dicha coleccion se ensayé frente al crecimiento
Mesdfila 0,1,8,14',15,26",28 in vitro del oomiceto fitopatbgeno Phytophthora
Terméfila 2,5,7',9,12, 16 capsici CECT 20433, siguiendo las técnicas
Enfriamiento 42,56, 63" descritas por Landa y col. (1997). Con el objeto de

buscar agentes productores de sustancias
implicadas en mecanismos de control biolégico se
prepararon cultivos de las cepas en medio King B modificado (Sanchez y col., 2003) y transcurrido
el tiempo de incubacién, se llevo a cabo la blisqueda de las siguientes actividades en todos los
individuos de la coleccion (Tabla 2):

Maduracién 119, 168, 189

Tabla 2. Protocolos aplicados para la deteccion de sustancias implicadas en control biolégico

Metabolito Protocolo original Lectura de la prueba Referencias
Sideréforos Solucién de Cromo-Azurol S Color marrén/naranja Schwyn y Neilands, 1987
Acido salicilico ~ CIH 2N + Cloruro Férrico 0,1% Color rosa/purpura Gil y Martinez-Merino, 2007
Quitinasas Agar con quitina coloidal Halos de aclaramiento Garbeva y col., 2004
Cianuro Solucién de picrato alcalino Color marrén/ladrillo Devi y col., 2007

Se seleccionaron finalmente aquellas cepas que mostraron un perfil positivo para la inhibicién
del crecimiento in vitro de P. capsiciy para alguna de las 4 actividades analizadas. Dichas cepas
fueron identificadas mediante la secuenciacion del gen que codifica la unidad 16S del ARN
ribosomal. Posteriormente, con el objeto de probar el efecto supresor in vivo de las cepas
seleccionadas sobre el damping off provocado por P. capsici, se llevé a cabo un ensayo preliminar
en plantulas de pimiento siguiendo el protocolo empleado previamente por Kim y col. (2008).

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se llevé a cabo mediante un analisis
multifactorial de la varianza (ANOVA). Tanto los analisis de Minima Diferencia Significativa (LSD)
como los diagramas de dispersion de los datos se realizaron teniendo en cuenta un nivel de
confianza del 95%.

3. Resultados y Discusion

Mas de 500 cepas procedentes de una coleccién de bacterias mesofilas y terméfilas se
ensayaron frente al crecimiento del oomiceto fitopatdgeno P. capsici. Los resultados obtenidos se
expresaron a priori como positivos 0 negativos, en funciéon de que la cepa manifestara inhibicion
en el crecimiento del patégeno in vitro. Teniendo en cuenta que se conocia la procedencia exacta
de cada una de las cepas respecto a la etapa del compostaje a partir de la que fueron aisladas, se
ha intentado simular qué ocurriria con P. capsici en el interior de una pila de compostaje que
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albergara cada una de las cepas ensayadas (Figura 1). De este modo, en la Figura 1, se indica en
valores absolutos el nimero de cepas de la coleccion (tanto aislados en el programa de mesofilia
como de termofilia) que fueron capaces de inhibir el crecimiento in vitro de P. capsici. Como puede
observarse en la Figura 1 (izqda), la presencia de aislados microbianos que inhibieron el
crecimiento del hongo fue evidente y continuada en el tiempo, hasta que finaliz6 el proceso de
compostaje. Hay que destacar que, en términos generales, se detecté un mayor nimero de cepas
termdfilas antagonistas (circulos naranjas). Por otro lado, aunque en torno a la fase de
enfriamiento, parece detectarse un ligero descenso en el nimero de cepas antagonistas, dicho
efecto vuelve a recuperarse posteriormente durante la etapa de maduracion (Figura 1, dcha).

De forma paralela al screening de antagonismo, se llevd a cabo la busqueda de agentes
productores de sustancias de interés (sider6foros, acido salicilico, cianuro y enzimas de tipo
quitinasas). Con el objeto de seleccionar las cepas de mayor potencial, se consideré como criterio
imprescindible que estas ejercieran un efecto antagonista sobre P. capsici superior al 75%, y que
adicionalmente, fueran capaces de producir el mayor nimero de metabolitos implicados en
mecanismos de control biolégico (Tabla 3).
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Figura 1. (a) Numero total de cepas mesofilas (BM) y termdfilas (BT) durante un proceso de compostaje de
restos horticolas que inhiben el crecimiento in vitro de P. capsici; (b) Test LSD (minima diferencia
significativa al 95% de nivel de confianza) que muestra los distintos grupos de homogeneidad para la
variable Media de Cepas Antagonistas a lo largo de un proceso de compostaje

Siguiendo este criterio, se seleccionaron 16 cepas capaces de inhibir el
crecimiento del oomiceto fitopatégeno, aunque solo 4 de ellas fueron capaces de mostrar indices
de inhibicion superiores al 75% (Tabla 3). Hay que destacar que 12 cepas del total de las
seleccionadas fueron identificadas como Bacillus spp. (9) y Pseudomonas spp. (3). Los resultados
obtenidos en este caso corroboran en parte lo observado en ensayos previos, llevados a cabo por
Akgul y Mirik (2008) y Ozyilmaz y Benlioglu (2013), quienes pudieron comprobar la actividad
antagonista de determinadas cepas de Bacillus y Pseudomonas sobre el crecimiento de
Phytophthora spp. Sin embargo, desde el punto de vista de su potencial como agente de control
bioldgico, la cepa Geobacillus thermodenitrificans 3750 fue la que destacd, no sélo por su efecto
antagonista sobre el crecimiento de P. capsici de forma significativa, sino también por su
capacidad para producir in vitro sideréforos, acido salicilico, quitinasas y cianuro (Tabla 3). Se
conoce que varias de las actividades citadas podrian tener efecto directo sobre el crecimiento de
hongos productores de damping off en semilleros (Zdor, 2014), por lo cual la cepa 3750, se
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convirtié en la mejor candidata para llevar a cabo un ensayo preliminar de control de damping off,
en plantulas de pimiento infectadas de forma artificial con el agente fitopatégeno (Figura 2).

Tabla 3. Caracterizacion de las mejores cepas biopesticidas frente a P. capsici'y producciéon de metabolitos
de interés (" positivo; - negativo; * efecto antagonista superior al 75% frente al crecimiento in vitro de P.
capsici)

Produccién de sustancias’

Cadigo Identidad SID SAL QUIT CIAN P. capsici
2092 Pseudomonas stutzeri + - - - +
2124 Corynebacterium stationis + - - - +
2167 Bacillus subtilis - + + - +
2265 Bacillus subtilis - + - - +
2296 Bacillus pumilus + - - + +
2298 Bacillus megaterium + - - - +
2303 Bacillus aerophilus + - - - +
2416 Pseudomonas stutzeri - + - - +
2449 Staphylococcus succinus + - - + +
2624 Bacillus pumilus + - - - +
2653 Cellulosimicrobium funkei + - - + *
2668 Pseudomonas stutzeri - - + + +
2727 Bacillus subtilis + - - - +
3358 Bacillus mojavensis + + + - *
3654 Bacillus subtilis - - - + *
3750 Geobacillus thermodenitrificans + + + + *

' SID: Sideroforos; SAL: Salicilico; QUIT: Quitinasas; CIAN: Cianuro

L 25 4
a aplicacion de la cepa G. thermodenitrificans R ) [Prap 0780
3750 dio lugar a un descenso notable de los B

sintomas producidos por P. capsici en las
plantulas de pimiento infectadas (Control +),
equiparandose al grupo de plantas no tratadas 15
con el patégeno (Control -); este hecho, convierte

a la cepa 3750 en un potente agente de control 1
biolégico de gran utilidad en semilleros. Aun A
siendo este un ensayo preliminar, realizado sobre
pimiento y con un agente fitopatégeno concreto,
se espera poder ampliar el ensayo a otros
agentes productores de damping off con el objeto 0
de ampliar el espectro de inhibicion.

0.5 A

Figura 2. Efecto supresivo de G. denitrificans 3750 sobre los sintomas causados por P. capsici en plantulas
de pimiento (0: planta sana; 1: sintomas leves de decaimiento; 2: déficit de crecimiento notable; 3: planta
muerta). Los grupos homogéneos significativamente diferentes se indican en letras mayusculas (Test LSD a
un nivel de confianza del 95%).

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos corroboran el hecho de que durante el compostaje, junto al efecto
higienizante de las altas temperaturas, una importante comunidad microbiana se encuentra
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expresamente implicada en los procesos de eliminacién de patégenos, lo cual permite obtener
productos de gran calidad fitosanitaria. La cepa G. denitrificans 3750, aislada de un proceso de
compostaje, ha demostrado ser altamente eficaz frente al oomiceto fitopatégeno P. capsici. Hay
que destacar, ademas, que esta cepa es termotolerante, lo cual le daria cierta ventaja a la hora de
ejercer su actividad como agente de control a lo largo del proceso de compostaje.
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Resumen

Gran parte de los microorganismos patégenos existentes durante un proceso de compostaje de restos
vegetales son eliminados mediante mecanismos diversos entre los que cabe destacar las altas
temperaturas generadas durante la fase terméfila. Sin embargo, otros factores implicados son la produccion,
por parte de la microbiota autdéctona del proceso, de enzimas liticas, antibiéticos y sustancias que favorecen
los mecanismos de competencia microbiana en el interior de la pila .El objetivo principal de este trabajo
consistid en determinar qué factores bidticos podrian influir en la eliminaciéon o supresién de la bacteria
fitopatégena Xanthomonas campestris a lo largo de un proceso de compostaje de restos vegetales, especie
gue causa, entre otros problemas, la rofia o sarna bacteriana, muy frecuente en semilleros de pimiento y
tomate del sureste peninsular. Para ello, se constituydé una coleccion de bacterias aisladas en distintas
etapas de un proceso de compostaje de restos horticolas. Las cepas se ensayaron en laboratorio frente al
crecimiento in vitro de Xanthomonas campestris. Una vez seleccionadas las mejores cepas, se llevo a cabo
un screening para detectar la produccién cualitativa y cuantitativa de sideréforos, acido salicilico y
promocién de germinacion de semillas. Por su especial interés en lo referente a mecanismos de antibiosis,
se llevé a cabo la busqueda de genes implicados en la produccién de antibiéticos en aquellas cepas
identificas como Bacillus spp. Finalmente, se seleccionaron aquellas cepas consideradas como firmes
candidatas para prevenir el ataque foliar de Xanthomonas campestris en ensayos in vivo a pequefa escala
en plantulas de tomate.

Palabras clave: Antibiosis, control biol6gico, Bacillus spp,, sideréforos, salicilico

1. Introduccidén

Actualmente, el principal control de las enfermedades vegetales se ejerce gracias al uso de
pesticidas quimicos los cuales, aunque a corto plazo son capaces de asegurar soluciones rapidas
y eficaces, pueden derivar en la aparicién de patégenos resistentes, y sin duda provocar graves
efectos en el medio ambiente, asi como en la salud de agricultores y consumidores. Por tanto, es
imprescindible la implantacion de alternativas al uso de agroquimicos, que sean compatibles con
una agricultura de calidad, sostenible y respetuosa con el medio ambiente (Marrone, 2007). El
compostaje es un proceso bioldgico natural, en el que la materia organica es transformada en
compost, un producto estable con excelentes cualidades como fertilizante y fitoestimulante. Desde
un punto de vista" biodtico", el compost es una fuente de microorganismos diversos, lo que
favorece la apariciéon de mecanismos dirigidos al control de agentes fitopatdgenos. Uno de los
objetivos principales que se persiguen en este trabajo sera la caracterizacién de un grupo de
bacterias aisladas de un proceso de compostaje de restos agricolas, en lo que respecta a su
capacidad para suprimir la enfermedad provocada por la bacteria fitopatégena Xanthomonas
campestris mediante la produccién de antibidticos u otros metabolitos como sideréforos y acido
salicilico, asi como en relaciéon a su capacidad para promover la germinacién y elongacién
radicular en tomate.
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2. Materiales y Métodos

El cultivo de la bacteria fitopatégena fue solicitado a la Coleccion Espafola de Cultivos Tipo
(Xanthomonas campestris CECT 95), llevandose a cabo resiembras de la misma mensualmente
en agar nutritivo a 28 °C. La coleccién de bacterias a partir de la cual se llevo a cabo el estudio, se
obtuvo a partir de un proceso de compostaje de restos vegetales (Jurado y col., 2014). Durante
dicho proceso se realizaron un total de 19 muestreos, que globalmente pudieron clasificarse en 4
etapas: mesofila, termofila, enfriamiento y maduracion. En todos los muestreos, se tuvieron en
cuenta dos rangos térmicos bien diferenciados: 30 °C, para el aislamiento de cepas mesofilas
(BM) y 50 °C, para el aislamiento de cepas termdfilas (BT).

La colecciéon de cepas fue inicialmente caracterizada en base a las pruebas diagnésticas
indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Protocolos aplicados para la deteccion in vitro de sustancias de interés agricola y ensayos de
aplicacion in vivo de agentes biopesticidas y fitoestimulantes

. Protocolo cualitativo / Protocolo cuantitativo /
Metabolito . .
Referencia Referencias
L Solucién de Cromo-Azurol S/  Espectrofotometro a 630 nm /
Sideréforos . .
Schwyn y Neilands, 1987 Schwyn y Neilands, 1987

CIH 2N + Cloruro Férrico 0,1% / Espectrofotémetro a527 nm/

Acido salicilico Gil y Martinez-Merino, 2007 Trinder, 1954

. L Enfrentamiento dual / Landay % Inhibicion del crecimiento /
Antagonismo in vitro

col., 1997 Suarez-Estrella y col., 2013
Fitotoxicidad de los extractos Bioinmersion de semillas de
microbianos berro / Gravel y col., 2007

Presencia de los genes que

codifican para los antibiéticos Parejas de cebadores SrFA 'y
Surfactina 1 y Fengicina (s6lo FND / Joshi y McSpadden, 2006
en aislados de Bacillus spp.)

Se seleccionaron finalmente aquellas cepas que mostraron un perfil positivo para la inhibicion
del crecimiento in vitro de X. campestris en un grado superior al 30% asi como para la produccién
de sideroforos y acido salicilico. Dichas cepas fueron identificadas mediante la secuenciacién del
gen que codifica la unidad 16S del ARN ribosomal. Posteriormente, con el objeto de probar el
efecto supresor in vivo de las cepas seleccionadas sobre la mancha negra producida por X.
campestris, se llevé a cabo un ensayo preliminar en plantulas de tomate siguiendo los protocolos
empleados previamente por Larkin y Fravel (1998) y Al-Dahmani y col. (2003).

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se llevd a cabo mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) multifactorial a un intervalo de confianza del 95%. Ademas se empled el Test
de Minima Diferencia Significativa de Fisher (LSD) mediante el cual se pudo identificar qué niveles
dentro de cada factor fueron significativamente diferentes.

3. Resultados y discusion

Los resultados derivados del trabajo que aqui se presenta, confirman la presencia en el interior
de una pila de compostaje, de un elevado nimero de cepas antagonistas frente a la bacteria X.
campestris CGECT 95. Ya que se conoce la procedencia exacta de las cepas ensayadas respecto a
la etapa del compostaje a partir de la que fueron aisladas, se ha tratado de simular ex situ cual
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seria el comportamiento de tales cepas frente al crecimiento de X. campestris bajo condiciones de
laboratorio (Figura 1). De este modo, se confirmé la presencia de una proporcién significativa de
cepas antagonistas de X. campestris que se fue incrementando a lo largo de todo el proceso de
compostaje, hasta llegar a su maximo nivel en la fase de maduracion (Figura 1).

De entre todas las cepas que mostraron un potencial antagonista significativo frente a la
bacteria fitopatégena, se seleccionaron aquellas que fueron capaces de inhibir su crecimiento en
un nivel superior al 30% (bajo condiciones de laboratorio) (Figura 2). Inicialmente, 50 cepas
mostraron buenos resultados en este sentido, aunque posteriormente, tras ser caracterizadas en
funcion de otras capacidades, tales como produccién de sideréforos, salicilico y antibidticos (s6lo
en caso de las cepas identificadas como Bacillus spp.), dicho grupo quedé reducido a 9 individuos
(Tabla 2).

El fenébmeno de supresion de enfermedades vegetales puede ser el resultado de uno o mas
mecanismos de accion, incluyendo el antagonismo mediante enzimas liticas o antibioticos, la
competicion por el sustrato o el espacio, la produccién de sideréforos o acido cianhidrico, la
induccion de la resistencia de la planta o la produccién de fitohormonas (Babalola, 2010). En
muchos casos, la reduccién de los sintomas de la enfermedad puede deberse a la capacidad de
algunas de estas bacterias de colonizar ampliamente la rizosfera de la planta, incluso el interior de
las raices, y ser capaces de dominar el nicho ecoldgico. En este sentido, algunas cepas
microbianas identificadas como Bacillus pumilus, Pseudomonas putida o Pseudomonas
fluorescens, han surgido como importantes agentes de control de patégenos vegetales que
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enorme diversidad de cultivos hortofruticolas (Mercado-
Blanco y col., 2004).

Figura 1 (izqda). Test LSD (95% de nivel de confianza) que muestra los grupos de homogeneidad para la
Media de Cepas Antagonistas frente a X. campestris CECT 95 a lo largo de un proceso de compostaje
(MES: fase mesofila; TER: fase terméfila; COOL: fase de enfriamiento; MAD: fase de maduracién)

Figura 2 (dcha). Diagrama de dispersién que representa el potencial de las cepas de la coleccion (MB:
mesofilos; TB: termdfilos) como agentes de control bioldgico frente a X. campestris CECT 95. Los valores se
muestran como porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano in vitro. La linea horizontal delimita
aquellas cepas de mayor potencial antibacteriano (superior al 30% de inhibicién).

Tabla 2 .Caracterizacion de las cepas biopesticidas que mostraron un grado de inhibicion frente a X.
campestris CECT 95 superior al 30%
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2082  Pseudomonas putida 546,6 + 8,1 9,75+0,4 N.A. N.A.  +positivo; "

2124  Corynebacterium stationis 526,6 £ 29,7 - N.A. N.A. negativo

2303  Bacillus aerophilus 314,0 +53,5 - - - ' SRF1:

2416 Pseudomonas stutzeri positivo para el
. 297+17 NA  NA  genque

2449  Staphylococcus succinus 629,0 £47,5 - N.A. - NA. codifica para la

2624  Bacillus pumilus 395,3 + 20,5 - - - Surfactina 1

2653  Cellulosimicrobium funkei 286,3 £ 22,0 - N.A. - NA. 2END: positivo

2727  Bacillus subtilis <30 - + + para el gen

2788  Bacillus aerophilus 44,5 + 26,5 - - - que codifica

para la Fengicina
N.A.: no procede el diagnéstico por no tratarse de Bacillus spp.

Control -  Control + #:X¢+:2082

o

C

Segun describen algunos autores, el género Bacillus
puede ser considerado como uno de los predominantes
en procesos de compostaje (Lépez-Gonzalez y col.,
2014). En este trabajo, algunas de las cepas
seleccionadas de mayor interés agronémico fueron
identificadas como B. aerophilus, B. pumilus y B.
subtilis. En concreto la cepa B. subtilis 2727, dio
positivo para la presencia de genes implicados en la
produccién de Surfactina 1 y Fengicina (Tabla 2). Sin
embargo, sélo la cepa P. putida 2082, productora de
sideroforos y acido salicilico, fue seleccionada para
probar la capacidad de controlar al agente fitopatégeno
X. campestris en plantulas de tomate (Figura 3). Dicha

cepa, fue capaz de reducir significativamente el efecto del agente fitopatégeno aplicado de forma
artificial, en plantulas de tomate.

4. Conclusiones
Gracias a este trabajo se ha caracterizado un grupo de bacterias aisladas de un proceso de

compostaje de restos vegetales, en relacién a su capacidad para inhibir el desarrollo del patégeno
X. campestris, causante de la mancha bacteriana en cultivos de solanaceas. Dicho efecto parece
derivar de la produccion de sider6foros, acido salicilico y antibiéticos, lo que derivaria en
fenédmenos de competencia e induccion de resistencia vegetal, en el caso de la cepa P. putida
2082, o bien de de antibiosis directa, como es el caso de la cepa B. subtilis 2727 .

Figura 3. Efecto supresivo de P. putida 2082 sobre la severidad de la mancha bacteriana provocada por X.
campestris en plantulas de tomate (0: planta sana; 1: necrosis local; 2: déficit de crecimiento; 3: necrosis
foliar; 4: necrosis foliar + marchitamiento general; 5: planta muerta). (Test LSD, nivel de confianza del 95%).
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Resumen: La enfermedad conocida como damping-off, es causada por un complejo grupo de hongos y
oomicetos. Estos son capaces de impedir la germinacion de semillas, pudrir la raiz recién emergida, o
causar podredumbre de cuello, provocando la caida de plantulas sobre el sustrato. Entre las comunidades
microbianas presentes en un proceso de compostaje destacan el grupo de los actinomicetos, caracterizados
por su potencial para producir sustancias implicadas en fenémenos de antibiosis y competencia. El objetivo
principal de este trabajo consisti6 en determinar qué factores bi6ticos podrian estar implicados en la
prevencion o supresion precoz de hongos productores de damping-off en semilleros. Para ello, se constituy6
una coleccién de actinomicetos aislados en distintas etapas de un proceso de compostaje de restos
horticolas. Las cepas se ensayaron en el laboratorio frente al crecimiento in vitro de hongos productores de
damping-off, en concreto frente a 4 especies de los géneros Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia y
Fusarium. Posteriormente, se llevd a cabo un screening para detectar la produccion de sideréforos, acido
salicilico, quitinasas y cianuro asi como la promocién de la germinacién en semillas de berro. Con las cepas
que mostraron el mejor perfil, se llevd a cabo un ensayo de bioinmersion con semillas de melén,
evaluandose finalmente el efecto protector de dichas cepas sobre las plantulas emergidas.

Palabras clave: damping-off, antagonismo; control biolégico; bioinmersion

1. Introduccion

Damping-off es el término utilizado para describir una enfermedad de plantas causada por
hongos patdégenos de suelo, que afecta principalmente a plantulas en cultivos de invernadero,
causando pérdidas econémicas importantes en semilleros durante el trasplante de plantas jovenes
y susceptibles. En la agricultura tradicional, se han utilizado durante décadas los fungicidas
quimicos para combatir y controlar esta enfermedad, pero su uso repetido puede resultar nocivo
para la microbiota autdctona del suelo, ademés de generar problemas de resistencia por parte de
los fitopatdgenos.

Los actinomicetos son excelentes candidatos como agentes de control bioldgico y promotores
del crecimiento vegetal, ya que tienen la capacidad de producir compuestos antimicrobianos y
otros metabolitos de interés agronémico (Golinska y Dahm, 2013; Goudjal y col., 2016). El objetivo
de este trabajo, por tanto, consisti6 en el estudio especifico de un grupo de actinobacterias
aisladas de un proceso de compostaje, para suprimir el damping-off en plantulas de melén, bien
mediante mecanismos directos de antibiosis o bien mediante promocion del crecimiento vegetal.

2. Material y Métodos

Los cultivos de hongos fitopatégenos empleados en este trabajo fueron proporcionados por la
Coleccion Espanola de Cepas Tipo (CECT): Fusarium oxysporum f.sp. melonis CECT 20474
(Fom), Rhizoctonia solani CECT 2824 (Rs), Pythium ultimum CECT 2365 (Pu) y Phytophthora
capsici CECT 20433 (Pc). En cuanto a las cepas potencialmente antagonistas estudiadas, fueron
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aisladas en diferentes etapas de un proceso de compostaje de residuos lignoceluldsicos. Fueron
seleccionadas para este trabajo 221 cepas pertenecientes al orden Actinomycetales, que fueron
caracterizadas en base a las pruebas diagnoésticas indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Protocolos aplicados para la deteccion de actividades implicadas en control biolégico

Metabolito Protocolo cualitativo Referencias
Sideroforos Solucién de Cromo-Azurol S Schwyn y Neilands, 1987
Acido salicilico CIH 2N + Cloruro Férrico 0,1% Gil y Martinez-Merino, 2007
Quitinasas Agar con quitina coloidal al 0,5% Garbeva y col., 2004
Cianuro Solucién de picrato alcalino Devi y col., 2007
Antagonismo in vitro Enfrentamiento dual Landa y col., 1997
Fitotoxicidad Germinacioén de semillas de berro  Gravel y col., 2007

Finalmente se llevé a cabo un ensayo de bioinmersion, empleando el protocolo modificado de
Errakhi y col. (2007), utilizando semillas de melén como cultivo susceptible al damping-off. Los
inéculos de los fitopatdgenos utilizados se prepararon segun la siguiente metodologia modificada:
F. o. f.sp. melonis (Larkin y Fravel, 1998); R. solani (Hwangbo y col., 2016); P. ultimumy P. capsici
(Kim y col., 2008).

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante ANOVA multifactorial y test
de rangos multiples (Minima Diferencia Significativa) a un nivel de confianza de P < 0,05. Todos
los andlisis de datos se procesaron utilizando Statgraphics Centurion XVI versién 1.16.17
(StatPoint, Inc., VA).

3. Resultados y Discusion

Para la criba de los mejores candidatos, en primer lugar, se opt6 por aquellas cepas que
presentaron un indice de germinacion igual o superior al 100% (50 cepas), siendo éste un
requisito imprescindible para su posterior aplicacién in vivo. Finalmente se seleccionaron 6
actinobacterias en base a tres criterios: amplio espectro de inhibicién frente a los cuatro hongos
fitopatégenos, capacidad para producir cianuro (CNH) y enzimas de tipo quitinasas (QUIT) y
capacidad para producir acido salicilico (SAL) y sideréforos (SID).

Los resultados obtenidos corroboran lo indicado en otros trabajos, los cuales defienden que el
efecto supresivo de los actinomicetos frente a numerosos patégenos vegetales pueda deberse a
su capacidad para producir antibidticos, enzimas liticas o compuestos antimicrobianos como el
cianuro (Jacob y col., 2016).

Tabla 2. Caracterizacion de las mejores cepas biopesticidas frente a hongos productores de damping offy
produccion de sustancias de interés (IG: indice de Germinacion)
Indice de Inhibicion (%)

Cepa Identidad SID SAL QUIT CNH Pu Fom Rs Pc
254  Brevibacterium epidermidis - - - + - - _ 51
282  Microbacterium gubbeenense - - - - 52 31 48 48
283  Microbacterium gubbeenense - - - - 43 25 46 31
382  Microbacterium ginsengiterrae + - + - - - 6 31
491 Microbacterium esteraromaticum - + - - - - - 90
2535 Rhodococcus rhodochrous + - - - - - - 21

Tras el ensayo de bioinmersion de las semillas en los extractos microbianos, se extrajeron los
siguientes resultados. La cepa 2535 resultd ser la menos toxica en lo que se refiere a la
emergencia y desarrollo posterior de las plantulas, ya que no mostrd ser significativamente
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diferente a las semillas no tratadas (Figura 1a). Con respecto a los rasgos generales de la
enfermedad, se pudo observar una mayor susceptibilidad de las plantas frente al oomiceto P.
capsici (Figura 1b).
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Figura 1. a) indice de germinacién de semillas de melén sometidas a tratamiento de bioinmersién con
cepas potencialmente antagonistas; b) Nivel de infectividad (damping-off) observado globalmente en las
plantulas inoculadas con los hongos fitopatégenos; c¢) Efecto supresivo sobre el damping-off, en semillas de
meldn previamente sometidas a bioinmersion; d) Grafico que revela las interacciones concretas entre
agente de control-fitopatégeno-plantula (ANOVA Multifactorial y Test LSD al 95% de nivel de confianza).

Sorprendentemente, a pesar de los aceptables indices de germinacion que mostraron el resto
de cepas in vitro, se observé un notable efecto negativo sobre la emergencia de las semillas
sometidas a bioinmersion. Destacaron en este sentido las cepas 282 y 283, identificadas ambas
como M. gubbeenense (Figura 1a). Probablemente, dicho efecto influyd directamente en el hecho
de que las plantas inoculadas con ambas cepas, fueran mas susceptibles al desarrollo de
damping-off (Figura 1c). Este efecto perjudicial podria estar relacionado con la capacidad de
algunos actinomicetos para producir metabolitos fitotoxicos (Yekkour y col., 2012), y que de algun
modo no habrian sido detectados en los ensayos preliminares de fitotoxicidad en berro. De
enorme interés, sin embargo, fueron los datos observados en la Grafica de interacciones entre
patégeno-agente de control-planta (Figura 1d), ya que en ella se revela el efecto beneficioso de
las cepas seleccionadas, pero de forma especifica frente a los agentes patdgenos ensayados. De
este modo, cabe destacar el efecto supresor de la cepa M. ginsengiterrae 382 sobre P. ultimun, la
cepa M. esteraromaticum 491 sobre R. solani, y la cepa R. rhodochrous 2535 sobre P. capsici.

Las diferencias observadas entre los resultados in vivo e in vitro, podrian deberse, entre otras
causas, a la triple interaccion que ocurre cuando se da el salto a los ensayos de campo, y a la
dosis de indculo utilizado durante la bioinmersion de las semillas (Johansson y col., 2003).
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4. Conclusiones

Este trabajo ha permitido la caracterizacién de un grupo de actinobacterias aisladas de un
proceso de compostaje de restos vegetales, en relacion con su capacidad para promover el
crecimiento vegetal e inhibir el ataque de hongos fitopatdégenos causantes de damping-off,
mediante fenédmenos de competencia y/o antibiosis. Ademas, arroja informacién relevante sobre el
modo de accién, in vivo, de tales agentes de control, teniendo en cuenta la compleja interaccion
que ocurre entre cultivo hospedador-patdgeno-antagonista para suprimir el desarrollo de
enfermedades.
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El uso integrado del compostaje y el vermicompostaje permite combinar los efectos positivos del
compostaje, que asegura la necesaria reduccion de patégenos, con la maduracion mediante
vermicompostaje, lo cual permite acortar los plazos, reducir los costes y obtener un producto de mejores
propiedades agronomicas. Para evaluar los efectos sobre la calidad del producto final, se llev6 a cabo un
ensayo en el que se comparé el compostaje y vermicompostaje de un mismo residuo (restos de poda y
purines) sometido a la fase bio-oxidativa durante 60 dias. Parte del material se separé para la construccién
de una cama de vermicompostaje en la que se introdujeron lombrices (Eisinia fetida). El resto continué en
su misma pila el proceso de compostaje. Tras 75 dias de procesado, el vermicompost presentd un mayor
contenido en nitrogeno total y fésforo que el producto compostado. El vermicompost mostré un pH menos
alcalino y una conductividad eléctrica menor, lo que achacamos al mayor regado de la cama de
vermicompost que necesita contenidos de humedad mas altos y constantes que la pila de compostaje. No
se encontraron diferencias en el contenido de acidos humicos y fulvicos. Sin embargo, valores mas altos de
carbono total, materia organica y fibras vegetales se encontraron en el vermicompost. Por tanto, la
combinacion del compostaje junto al vermicompostaje permite obtener un producto con mejores
propiedades agronémicas aunque la degradacion de los residuos organicos es menor que en el compostaje

Palabras clave: fibras vegetales, Eisenia fétida, celulosa, fésforo, nitrégeno
1. Introduccion.

El compostaje y el vermicompostaje son dos técnicas que permiten el manejo bioloégico de
residuos organicos para su estabilizacion y maduracion hasta convertirse en productos con valor
fertilizante para el suelo y libres de posibles riesgos de fitotoxicidad o contaminacion ambiental. La
principal diferencia entre ambos procesos radica en que el compostaje consiste en una
degradacion de la materia organica (MO) por parte de microorganismos, teniendo lugar una
primera fase termofilica en que se alcanzan altas temperaturas que permiten la eliminacién de
elementos patégenos. Por su parte, el vermicompostaje realiza esta funcion de degradacion
mediante la accién conjunta de microorganismos y lombrices, lo que permite reducir los costes del
proceso, acortar los plazos y la obtencién de un producto final de mayor calidad. Sin embargo, la
presencia de lombrices no permite que durante el proceso de vermicompostaje se alcancen
temperaturas superiores a los 35°C, lo que no asegura la correcta eliminacién de patégenos
(Ndegwa y Thomson 2001). Por ello, cobra interés el uso combinado de ambos procesos de
manera que se puedan aprovechar las ventajas de una y otra técnica técnica. Varios estudios han
comparado la integracién de ambos procesos (Ndegwa y Thomson 2001; Tognetti y col., 2007)
aunque a la vista de los resultados obtenidos en ellos, no puede generalizarse ya que tiende a
depender del material inicial utilizado en el ensayo. Ademas, aunque hay estudios que han
comparado la degradacion de fibras vegetales en los procesos de compostaje y vermicompostaje
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(Aira y col., 2006, Paradelo y col., 2013), no nos consta ningun estudio en que se haya comparado
el contenido final de fibras entre el compost y el producto de un proceso integrado de compostaje
y vermicompostaje. Nuestro objetivo es en primer lugar valorar la calidad agronémica de ambos
productos y en segundo lugar, comparar el efecto sobre la degradacién de fibras vegetales de la
integracion de compostaje y el vermicompostaje.

2. Materiales y Métodos.

Los procesos y de compostaje y vermicompostaje se llevaron a cabo en los campos
experimentales de la ETSIAAB (UPM). Una mezcla de estiércoles procedentes de las naves de
experimentaciéon animal, restos de poda de jardin y restos de rastrojo de cereales fue preparada
para la instalacion de una pila donde tuvo lugar un proceso bioxidativo de 60 dias, en el cual se
asegurase la correcta eliminacion de patégenos. Tras este periodo, una parte de la pila fue
separada para la construccién de una cama de vermicompostaje en la que se introdujeron
lombrices (Eisinia fetida, Savygni). De este modo, quedaron construidas, a partir del mismo
material pre-tratado, una pila de compostaje trapezoidal de 1 de altura por 10 de largo y una cama
de vermicompostaje de 5 metros de largo por 0.5 m de ancho. La pila de compostaje era volteada
de forma mecanizada cada dos semanas y se afiadia de forma manual agua para mantener el
contenido de humedad entre un 45 y 65%. Por su parte, la cama de vermicompostaje gozaba de
un sistema de microaspersion que mediante tres riegos al dia humedecia la cama para asegurar
el correcto nivel de humedad para la pervivencia de las lombrices.

Tras 75 dias de procesado, una muestra compuesta por cinco submuestras aleatorias fue
tomada de la pila de compostaje (C+C) y otra muestra también compuesta fue toma de la cama de
vermicompostaje (C+V). Tras ser tamizadas a 8 mm para eliminar elementos gruesos, se llevaron
a cabo los siguientes analisis; pH y conductividad eléctrica (CE) en extracto acuoso 1:6 v/v,
carbono total (CT) y nitrégeno total (NT) mediante un analizador LECO TruSpec CN, el contenido
en materia organica (MO) fue obtenido por el método de combustion seco a 540°C y el contenido
en fosforo (P) fue realizado mediante el método gravimétrico de quinolinium molybdophosphate
para fertilizantes. El contenido en celulosa, hemicelulosa y lignina mediante el Método Van Soest y
Wine (1967). Los acidos humicos (AH) y acidos fulvicos (AF) fueron extraidos con Na,P,O; 0.5M y
el contenido en C fue medido por el método Walkley-Black, para posteriormente precipitar los AH
a pH 2 y medir el contenido de C de los AF por el mismo método. Todos los andlisis se realizaron
por triplicado en laboratorio a partir de la misma muestra compuesta.

El estudio estadistico de las diferencias entre las diferentes propiedades del compost se
realiz6 utilizando el t-test de Student para muestras independientes utilizando un nivel de
significancia p<0.05. El programa estadistico utilizado fue el SPSS 19.0 para Windows.

3. Resultados y discusion

El pH y la CE del producto C+V fue significativamente menor (p<0.05) que la de C+C,
siendo los valores de pH de C+V cercanos a la neutralidad frente a al caracter claramente basico
de C+C, y los de CE cinco veces inferiores a los valores de conductividad en C+C. La explicacion
a estas diferencias se atribuyen a las mayores necesidades de riego de la cama de C+V que
pudieron provocar lavado de sales. Esto resulta de gran interés desde el punto de vista
agronémico ya que uno de los grandes desventajas de las enmiendas organicas es su habitual
caracter alcalino y salino, lo cual dificulta su utilizacién como medio de cultivo, ya que un elevado
pH dificulta el crecimiento de las plantas al afectar la disponibilidad de nutrientes (Caballero y col.,
2007) y una elevada concentracién salina disminuye la capacidad de captacion de agua por parte
de la planta al aumentar el potencial osmético. Por tanto, podemos considerar desde este punto
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de vista que C+V ofrece un producto de mayor calidad, especialmente si su destino es el de
sustrato de cultivo.

El producto final obtenido del proceso C+V ha mostrado valores significativamente
mayores (p<0.05) de %C y %MO en comparacién con el producto obtenido del proceso C+C
(Tabla 1). Estos resultados coinciden por los encontrados por Tognetti y col., (2007) y se justifican
por el hecho de que al separar del resto de la pila de compostaje el material que se utilizara en el
proceso de vermicompostaje, se produce un descenso en la temperatura que ralentiza el proceso
de degradacién de la MO. Este descenso de temperatura en la pila de vermicompostaje
igualmente puede explicar el hecho del significativamente mayor %N (p<0.05) de C+V que C+C,
puesto que una de las mayores causas de pérdida de N en los procesos de compostaje es la
volatizacién en forma de amonio (Costa y col., 1991). Por otra parte, las lombrices secretan mucus
y excrementos nitrogenados que también favorecen la acumulacién de N en el vermicompost
(Tripathi y Bhardwaj, 2004). Ademas, el mayor %N de C+V debe considerarse como una ventaja
frente al C+C, ya que el N es un importante macronutriente para las plantas y su aplicacion en
forma de fertilizante, ya sea organico o inorganico, es comun a la gran mayoria de cultivos. Este
aumento tanto del %C como del %N en C+V provoca que no existan diferencias significativas en
C/N entre ambos tratamientos, encontrandose ambos entre los valores 12<C/N<20 que se
recomiendan para su aplicacion como enmienda organica, luego desde ese punto de vista, ambos
presentan la misma calidad.

Tabla 1: Valores de las propiedades medidas en el producto obtenido tras compostaje
(C+C) y compostaje combinado con vermicompostaje (C+V)

C+C C+V
pH 9.29 a (0.02) 7.96 b (0.02)
CE 1.93 a (0.03) 0.40 b (0.01)
%C 20.99 b (0.44) 24.51 a2 (0.12)
%N 1.47 b (0.03) 1.73 a (0.01)
C/N 14.26 a (0.04) 14.14 a2 (0.1)
%MO 38.23 b (1.07) 41.71a(1)
%P 0.97 b (0.01) 1.3 2 (0.05)
%AH 7.64 a (0.26) 7.2a(0.79)
%AF 4.24 a (0.99) 4.75 a (2.18)
Y%Hemicelulosa 32b (1.15) 47 a (1.73)
%Celulosa 30.33 b (0.58) 36.67 a (1.53)
%Lignina 6.33 b (0.58) 13.67 a (0.58)

Valores medios seguidos con letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). Entre paréntesis
desviacion estandar para n=3.

El porcentaje de fésforo en el producto obtenido durante el proceso C+V resulté ser
significativamente mayor (p<0.05) que en C+GC, lo cual resulta muy beneficioso desde el punto de
vista agronémico ya que es un macronutriente fundamental que suele ser aplicado en forma de
fertilizante. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Fornes y col., (2012). La razén de
este incremento puede deberse al gran nivel de actividad de la enzima fosfatasa que se registra
en las excreciones de las lombrices, lo cual puede favorecer una mineralizacion del P presente en
el residuo organico (Tripathi y Bhardwaj, 2004; Parthasarathi, y Ranganathan, 1999).
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La presencia de AF y AH es muy apreciada en las enmiendas organicas como el
vermicompost gracias su capacidad para mejorar el crecimiento y productividad de las plantas
(Arancon y col., 2006). En nuestro caso no se encontraron diferencias significativas en el %AH y
%AF entre ambos tratamientos (Tabla 1), algo a tener en cuenta a favor de C+V, pues
contrariamente a nuestros resultados, Fornes y col. (2012) encontr6 un mayor %AH y %AF en el
producto obtenido del compostaje frente al proceso integrado.

El contenido de las tres fibras vegetales estudiadas fue significativamente mayor (p<0.05)
en el producto C+V que en C+C. Tanto en el proceso de compostaje como en el proceso de
vermicompostaje, la degradacion de la MO de los residuos organicos lleva a un consumo de estas
tres fibras vegetales. Existen evidencias de que la presencia de lombrices favorece la
descomposicién de celulosa, puesto que ésta es parte de su dieta y ademas, sus secreciones
presentan alta actividad de la enzima celulasa (Zhang y col., 2000). Aira y col. (2006) encontraron
en sus resultados que la presencia de lombrices aumentaba la degradacion de celulosa en
estiércol porcino respecto a un control sin lombrices, mientras que Vinceslas-Akpa y Loquet (1997)
encontraron ademas un menor contenido final en lignina en el vermicompostaje que en el
compostaje de restos de poda. Sin embargo, en ninguno de estos casos se compara el
compostaje frente al proceso integrado de compostaje y vermicompostaje. De acuerdo con los
resultados encontrados por Vinceslas-Akpa y Loquet (1997), la gran diferencia en la degradacion
de celulosa y lignina entre el compostado y vermicompostado de restos de poda ocurre en el
primer mes de proceso, para posteriormente seguir evoluciones muy similares. En nuestro
ensayo, las lombrices fueron aplicadas al residuo tras un periodo previo de compostaje, por lo que
no se pudo dar esa diferencia en la degradacion durante el primer mes cuando el residuo se
encuentra mas fresco y sin alterar. Ademas, tras la separacion del material, la pila C+V vio
disminuida su temperatura respecto a C+C, lo que hizo disminuir la degradacion de la MO, lo que
concuerda con nuestro mayor %MO en C+V.

4. Conclusiones.

El producto obtenido de la combinacién de los procesos de compostaje y vermicompostaje
ha presentado unas mejores propiedades agronémicas en lo referente a pH, C.E. y contenido en
N y P, lo cual le dota de una mayor calidad de cara a su uso como enmendante de suelos o
sustrato de cultivo. Por otro lado, este producto obtenido de la integracion de ambos procesos ha
presentado un contenido mayor en MO vy fibras vegetales, lo que hace pensar que la degradacion
del residuo vegetal es menor que si el proceso se completa mediante compostaje. Sin embargo,
mas estudios son precisos para aclararlas causas de este diferente nivel de degradacién de la
MO.
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Resumen: El uso de turbas como medio de cultivo en el entorno de la agricultura ecolégica (AE) no esta
prohibido pero si desaconsejado por su rol de fijacion permanente de C, lo que implica una mayor demanda
de sustratos sin turba. En este estudio se han ensayado tres medios de cultivo ternarios, utilizando un
vermicompost de origen ganadero (VC), un compost vegetal (C) y fibra de coco (FC) en las siguientes
proporciones (% v:v de VC-C-FC): 10-60-30; 20-60-20 y 20-50-30, respectivamente. Los cultivos utilizados
en el semillero fueron lechuga (Lactuca sativa cv. Derbi) y brocoli (Brassica oleracea var. Italica, cv. Naxos),
los cuales fueron desarrollados en condiciones comerciales. Se estudiaron las propiedades fisicas vy fisico-
quimicas de las diferentes mezclas elaboradas, asi como sus efectos sobre la germinacién y la biomasa de
cada cultivo considerado, obteniendo diferencias significativas en funcién de cada tratamiento.

Palabras clave: Compost, vermicompost, medios de cultivo, fibra de coco, cultivos horticolas.

1. Introduccidén

La turba es uno de los principales componentes en los medios de cultivo, estando su uso
incluso permitido en la produccién en semillero en condiciones de agricultura ecolégica (AE)
(Normativa CE 834/2007 y 889/ 2008), pese a que el uso de sustratos basados en la turba esta en
contradiccién con los principios béasicos de la AE. El uso de la turba implica un fuerte impacto
medioambiental, ya que es obtenida de las turberas, humedales de alto valor ecoldgico que
acttian como sumideros de C al almacenar y secuestrar el C atmosférico (Ceglie y col., 2015). Por
ello, existe una importante y creciente demanda en el sector del cultivo sin suelo, y especialmente
en el entorno AE, de materiales alternativos para su uso como sustrato, los cuales deben
presentar alta calidad y un bajo coste. Existen diversos estudios utilizando diferentes tipos de
materiales como ingredientes alternativos a la turba, como diferentes tipos de fibras residuales
como la cafna de rio (Arundo donax L.) (Andreu-Rodriguez y col., 2013) y, principalmente, la fibra
de coco (Noguera y col., 2003). Por otra parte, los residuos organicos, tras un adecuado proceso
de estabilizacion e higienizacién como el compostaje y /o el vermicompostaje, también han sido
utilizados como sustitutos totales o parciales de la turba en medios de cultivo (Raviv, 2011). En el
entorno de AE, mas restrictivo respecto al tipo de material organico utilizado, los compost de
origen vegetal y el vermicompost pueden constituir componentes alternativos para los medios de
cultivo. Por ello, el principal objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del uso de mezclas
ternarias elaboradas con un compost de origen vegetal, un vermicompost de origen ganadero y
fibra de coco como sustratos de cultivo alternativos a la turba para el cultivo en semillero de
lechuga y brécoli en condiciones comerciales. Para ello, se estudiaron las propiedades fisico-
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quimicas vy fisicas de los sustratos elaborados, asi como la germinacién y el rendimiento de cada
cultivo.

2. Material y métodos

En este experimento se utilizaron 3 materiales de partida para la elaboracion de los diferentes
sustratos ternarios ensayados: un compost (C), constituido al 100% por restos vegetales
derivados de la poda y el control de especies cespaceas, arbustivas y arbdreas de los jardines de
la EPSO (Universidad Miguel Hernandez de Elche) y elaborado mediante el sistema de
compostaje por volteo; un vermicompost (VC), partir de estiércol vacuno de una granja extensiva y
fibra de coco (FC). Las principales caracteristicas de los materiales utilizados se muestran en la
Tabla 1. Todos los materiales de partida mostraron un pH préximo a la neutralidad; una salinidad
variable, mostrando C y VC valores mas altos que FC, debido al proceso previo de lavado al que
es sometido este material; un alto contenido en materia organica, asi como en N y K, excepto la
fibra de coco, también debido al lavado previamente mencionado.

Tabla 1. Principales caracteristicas fisico-quimicas y quimicas de los materiales de partida
utilizados para elaborar los sustratos ensayados.
Compost  Vermicompost  Fibra de coco

pH 7,7 7,1 6,3
CE (dS/m) 5,50 2,80 0,37
Materia organica total (%) 51,4 64,2 91,9
C organico total (%) 25,9 21,1 37,4
Nitrégeno total (%) 2,40 1,58 0,73
K (mg/L)? 7155 676 281
Na (mg/L)? 1651 776 238

? Fraccion hidrosoluble. CE: conductividad eléctrica.

Estos tres materiales se emplearon como ingredientes de los medios de cultivo ternarios,
siendo mezclados en los siguientes porcentajes (volumen:volumen de VC-C-FC): 10-60-30; 20-60-
20 y 20-50-30, respectivamente. Como tratamiento control se utilizé un sustrato comercial
constituido por turba rubia, turba negra y carbonato calcico para corregir su pH. El experimento se
desarroll6 en el semillero comercial Semilleros BabyPlant S.L., (Alicante) y se utiliz6 un cultivo de
lechuga (Lactuca sativa L. cv. Derbi) y otro de broécoli (Brassica oleracea var. ltalica, cv. Naxos).
Los medios de cultivo elaborados se colocaron mediante un disefio al azar con tres repeticiones
por tratamiento (una bandeja de 260 alvéolos por repeticion). La germinacion se realizd en una
camara de germinacién a 18°C y 85% de humedad relativa, siendo el porcentaje de germinacién
determinado mediante el recuento de semillas germinadas a las 72 horas de la siembra. Cuando
las plantas tuvieron un tamafio adecuado para su comercializacién (37 dias), se muestrearon 20
plantulas al azar de cada bandeja, evitando aquellas préximas a los extremos. Antes de lavar y
secar las plantas para determinar el peso seco de las plantulas (a 60°C en una estufa de aire
forzado), se determiné el peso fresco.

En los sustratos elaborados, las propiedades fisico-quimicas y fisicas se determinaron segun
los métodos estandarizados descritos por Bustamante et al. (2008). Se cuantificaron aspectos
morfoldgicos como el porcentaje de germinacion y la biomasa fresca y seca de plantula. El andlisis
estadistico estuvo basado en un analisis ANOVA para estudiar las posibles diferencias entre
tratamientos para cada uno de los cultivos estudiados, con la prueba Tukey-b como prueba post-
hoc. Previamente al ANOVA, se evaluaron la normalidad y homogeneidad de las varianzas
utilizando los tests de Shapiro-Wilk y Levene. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo
con el programa informatico SPSS 22.0.
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3. Resultados y discusion

Las mezclas elaboradas con compost, vermicompost y fibra de coco mostraron un pH y una
conductividad eléctrica superiores a los valores observados en el sustrato comercial utilizado
como tratamiento control (Tabla 2). La incorporacion de materiales organicos a los medios de
cultivo suele incrementar significativamente el pH y la salinidad de los sustratos (Bustamante y
col., 2008); sin embargo, en las mezclas ternarias ensayadas dicho incremento no fue muy alto,
posiblemente debido al uso de FC, que actué como diluyente. Este hecho también fue observado
por Ceglie y col. (2015) en un experimento de sustitucién de turba como medio de cultivo con
mezclas ternarias elaboradas con compost de origen vegetal, residuo de palmera y turba como
diluyente. Respecto a las propiedades fisicas (Tabla 2), las mezclas ensayadas mostraron unos
valores de densidad aparente (DA) dentro del rango 6ptimo (<0,4 g/cm®), aunque estadisticamente
superiores a los del sustrato control, mostrando el valor mas alto la mezcla con mayor porcentaje
de C y menos de FC (20VC:60C:20FC). Los valores mas bajos se observaron en los materiales
con mayor proporcion de material fibroso, como el sustrato control y el resto de tratamientos, con
mayor proporcion de FC, tal como también fue observado por Ceglie y col. (2015). El espacio
poroso total (EPT), el cual esta inversamente correlacionado con la DA, mostré valores
estadisticamente inferiores a los del sustrato control, pero dentro o préximos al rango del sustrato
ideal (> 85%), favoreciendo el uso de FC a este parametro. Los valores de capacidad de aireacion
(CA) fueron superiores a los del sustrato control, aunque dentro del rango éptimo, mientras que
los valores de CRH fueron inferiores al rango 6ptimo en todos los sustratos, incluido el control. El
sustrato con mayor proporcion de C y FC (10VC:60C:30FC) mostr6 la mayor CA junto al sustrato
control, lo cual es un aspecto esencial para el uso de un material o0 mezcla de materiales como
medio de cultivo, ya que valores bajos de CA dificultan el crecimiento de la planta debido al pobre
drenaje tras los riegos (Ceglie y col., 2015). La contraccién estuvo dentro del rango éptimo en
todas las mezclas, lo cual asegura que no haya importantes cambios de volumen del sustrato en
ciclos de humectacién-desecacion, lo cual evita la compresion de las raices.

Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas y fisicas de los sustratos estudiados comparadas con el

sustrato ideal (SI).

s SUSalo 44V C60C30FC  20VC:B0C20FC  20VC:50C30FC  F-ANOVA
comercial

oH 5365  61a 7,80 7.7 756 62,9
CE@S/m) <05  092a 3,87¢ 3,980 3,47 548,7°"
DR(gom?) - 1676a 1,825b 1,903 1,916¢ 27,4
DA(gem®) <04  0,166a 0,256b 0,203 0,256b 267,7"
EPT (%) -85 90,3 86,2 84,8a 86,8ab 545°
CA (%) 20-30 4560 44,1 37,52 40,00 46,7
CRH(mLL) 550-800  447b 421a 4740 4680 19,27
Cnt (%) <30 19,80 15,7 16,0 15,2 49,9

'Segtin Noguera y col. (2003). CE: conductividad eléctrica; DR: densidad real; DA: densidad aparente; EPT:
espacio poroso total; CA: capacidad de aireacion; CRH: capacidad de retencién hidrica; Cnt: contraccién.
VC: vermicompost; C: compost; FC: fibra de coco. *** y *: significaciéon a p < 0,001 y p < 0,05,
respectivamente. Los valores en fila con la misma letra no difieren estadisticamente (test de Tukey-b a p <
0,05).

La germinacion en el cultivo de lechuga fue estadisticamente inferior a la obtenida con el control
s6lo para la mezcla 10VC:60C:30FC (Fig. 1a). Esto pudo deberse a la menor CRH de esta mezcla

(Tabla 2), reduciéndose asi la humedad y el aporte de nutrientes a las semillas.
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Figura 1. Incidencia de los tratamientos establecidos sobre la germinacion en el cultivo de lechuga (a) y
brécoli (b). Para cada tipo de sustrato, letras distintas implican tratamientos estadisticamente diferentes (p
<0,05). VC: vermicompost; C: compost; FC: fibra de coco.

Este efecto también se observd en la germinacién del brécoli, observandose valores
estadisticamente similares para el sustrato control y las mezclas 20VC:60C:20FC vy
20VC:50C:30FC.
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Figura 2. Efecto de los tratamientos establecidos sobre la biomasa fresca y seca en el cultivo de lechuga (a)
y brécoli (b). Para cada tipo de sustrato, letras distintas implican tratamientos estadisticamente diferentes (p

<0,05). VC: vermicompost; C: compost; FC: fibra de coco.

Respecto a la biomasa fresca y seca (Figs. 2a y b), en ambos cultivos, el sustrato control mostr6
la mayor biomasa, no observandose diferencias estadisticamente significativas entre las mezclas
en el caso de la lechuga, mientras que para el brdcoli, la mezcla con mayor proporcion de C y de
FC mostré los valores mas bajos. Esto pudo deberse a los altos valores de CE en las mezclas
(Tabla 2) y a la baja CRH de la mezcla 10VC:60C:30FC, que pudo influir en la baja produccién de
brécoli, pues este cultivo tiene mayores requerimientos nutricionales que la lechuga.

4. Conclusiones

En general, las mezclas ternarias elaboradas con compost vegetal, vermicompost y fibra de coco
mostraron adecuadas propiedades fisicas y fisico-quimicas para su uso como sustitutos de la
turba para el cultivo de lechuga y brécoli en condiciones de agricultura ecoldgica. Sin embargo, el
uso del vermicompost en menor proporcion (10%) no permitié alcanzar una adecuada capacidad
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de retencion hidrica para los cultivos estudiados. La alta salinidad de las mezclas pudo ser el otro
factor determinante de la menor germinacion y produccién de biomasa en ambos cultivos. La fibra
de coco equilibré las caracteristicas de las mezclas, reduciendo la salinidad y mejorando
propiedades fisicas esenciales para un sustrato como la capacidad de aireacion, el espacio
poroso total y la contraccién.
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Resumen:

El biocarbén (BC) es un material rico en carbono obtenido a partir de biomasa mediante un proceso de
pirélisis, que se ha demostrado puede ser buen adsorbente de contaminantes organicos y metales pesados,
capacidad que depende principalmente de las condiciones de preparacion y materia prima inicial. Este
estudio tiene como objetivo la evaluacion de dos biocarbones, procedentes de dos materias primas
residuales de la industria oleolicola olivarera, como adsorbentes de bajo coste para eliminar contaminantes
en aguas. Se prepararon dos biocarbones a partir de dos residuos de almazara, alperujo (BCA) y orujo
(BCO), mediante pirdlisis a 550 C° y atmésfera limitada de O, y se seleccionaron contaminantes de origen
diverso (agricola e industrial) y diferentes caracteristicas fisicoquimicas: a) cuatro contaminantes organicos,
tres plaguicidas (MCPA, tebuconazol y terbutilazina) y una dioxina (dibenzofurano) y b) dos contaminantes
inorganicos losmetales pesados Cuy Zn. La capacidad de adsorcion de estos BCs se estudié mediante
experimentos de adsorcién a una sola concentracion de contaminante, que se analizaron respectivamente
por HPLC e ICP-MS. Los resultados demuestran que ambos biocarbones resultaron ser mas eficientes para
la eliminacién de metales pesados y del contaminante altamente hidr6fobo dibenzofurano, que para los
contaminantes organicos polares (plaguicidas) y aunque mostraron poca diferencia en su capacidad de
adsorcioén, siempre fue ligeramente superior la del BCA, a pesar de tener la menor superficie especifica.

Palabras clave: Adsorcion, Biocarbon, Contaminantes Organicos, Metales Pesados

1. Introduccion.

El incremento de la actividad humana durante los Gltimos 50 anos, ha ocasionado uno de los
problemas medioambientales que mas afecta a nuestra sociedad, como es la contaminacion de
las aguas, consecuencia en muchos casos de la contaminacion previa de los suelos. Dicha
contaminacién es debida a la liberacién de determinadas sustancias de diferente origen (industrial,
agricola, urbana) y/o naturaleza, bien sea organica (farmacos, pesticidas, dioxinas) o inorganica
(metales pesados) y afecta tanto a aguas subterraneas como superficiales. Esta problematica
demanda el desarrollo de estrategias de prevencién y control de la contaminacion tales como el
disefo y desarrollo de adsorbentes eficaces y de bajo coste para su eliminacion del medio.

El biocarbén o biochar, es un sélido rico en carbono, obtenido mediante una degradacion
térmica o pirolisis en ausencia de oxigeno, que posee una serie de caracteristicas que lo hacen
ventajoso para potenciales aplicaciones, como enmienda de suelos, para la produccion de energia
o reciclado de residuos. Las propiedades especificas que estos materiales presentan: la superficie
especifica, la estructura porosa, una superficie rica en grupos funcionales o los componentes
minerales, hacen posible su uso como material adsorbente (Tan y col., 2015). Estas propiedades
varian segun las condiciones de pirolisis a las que sea sometida la materia prima inicial, dandole
por tanto una gran versatilidad. Los biocarbones pueden ser obtenidos a partir de una gran
variedad de materias primas como son: residuos de origen agricola o forestal, subproductos de
origen industrial o incluso de residuos sélidos urbanos (huesos, papeles, etc,...) (Inyang y col.,
2016), por lo que su origen natural, asi como su proceso de obtencién los hacen biocompatibles
con su empleo como enmiendas de suelo (Gamiz et al., 2016) y como posibles biofiltros en
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barreras o ecosistemas naturales. Para este estudio utilizaremos residuos sélidos procedentes de
la industria del aceite de oliva (Orujo y Alperujo) ya que se trata de un residuo sélido muy
abundante en Andalucia y cuya posibles vias eliminacion y/o transformacion tiene un enorme
interés medioambiental.

El objetivo de este estudio es evaluar los dos biocarbones (BCA y BCO) como adsorbentes de
contaminantes organicos (COs) como MCPA, tebuconazol, terbutilazina (plaguicidas) vy
dibenzofurano (dioxina); e inorganicos como Cu y Zn, con vistas a su posible utilidad como
enmienda en suelos o biofiltros en zonas de contaminacién puntual.

2. Materiales y métodos.

2.1. Obtencion del biocarbones.

Los biocarbones se obtuvieron a partir de dos residuos organicos procedentes de la industria
del aceite de oliva, alperujo y orujo, facilitados por una almazara-orujera de Morén de la Frontera
(Sevilla). El alperujo es un subproducto obtenido de la extraccién de aceite de oliva virgen en
sistema de dos fases, constituido por aguas de vegetacién, partes sélidas de la aceituna y restos
grasos. Este residuo se dejé secar al aire libre, removiendo para su aireacion, hasta que una vez
seco se molié y homogeneiz6. El orujo es el residuo seco que queda tras extraer con solvente
organico el aceite restante, tanto del alperujo previamente secado, como en el residuo del sistema
de 3 fases también llamado orujo y en este caso se empleé tal cual fue suministrado.. Los
adsorbentes se prepararon a partir de estos residuos organicos por pirolisis a 550°C en un horno
durante unos 50 minutos en atmésfera limitada de oxigeno.

2.2. Contaminantes orgdnicos y metales pesados.

Se utilizaron los siguientes contaminantes:

Metales pesados: Se eligieron el Cu y Zn, que pueden tener tanto origen agricola como
industrial. Los experimentos de adsorcion se llevaron a cabo con CuCl, con una pureza de 98.5%,
y ZnCl, con un grado de pureza del 99.8 %.

Contaminantes organicos: se seleccionaron los plaguicidas, MCPA, tebuconazol, terbutilazina y
una dioxina, dibenzofurano debido a que abarcan un amplio rango de caracteristicas como se
recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas principales de los contaminantes orgéanicos utilizados

Nombre Procedencia Peso molecular pK Solubilidad

a en agua
(mg/l)

MCPA | Agricola 200.62 3.7 293.3
|  Tebuconazol Agricola 307.8 5.0 36
Terbutilazina | Agricola 229.7 2.0 8.5
Dibenzofuran Industrial 1800 5

0

2.3. Estudios de los biocarbones como adsorbentes de contaminantes.

La adsorcién de los plaguicidas y de la dioxina se llevé a cabo haciendo interaccionar por
triplicado 20 mg de adsorbente (BCA o BCO) con 8 ml de una disolucion inicial a 3 mg/l de un
Unico contaminante. En el caso de los plaguicidas se hicieron interaccionar los BCs con la
disoluciéon conteniendo los 3 plaguicidas simultaneamente (terbutilazina, tebuconazol y MCPA) a
una concentracion (3 mg/l). Las concentraciones de estos compuestos organicos se cuantificaron
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por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), con un flujo de fase moévil 1ml/min, un
volumen de inyeccion de muestra de 25ul y patrones externos para la calibracion. La fase movil
para la terbutilazina y el tebuconazol fue de 50% de agua y 50 % de acetonitrilo, para el MCPA
fue de a 60% Metanol y 40 % y finalmente para el dibenzofurano fue de 70 % de acetonitrilo y 30
% de agua.

Las disoluciones iniciales de CuCl, y de ZnCl, se prepararon a dos concentraciones (0.05 mM
y 0.3 mM para el Zn y 0.05 mM y 0.3 mM par el Cu), y fueron ajustadas a pH=3 para evitar la
precipitacién de los metales. Para los estudios de adsorcién llevados a cabo con MPs se
pusieron en contacto 20 mg de BCA o BCO con 8 ml de la disolucion inicial y se agitaron durante
24 horas. Transcurrido el tiempo se analizaron los MPs mediante la espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).

3. Resultados y discusion.

En la tabla 2 se presentan el andlisis elemental, y la superficie especifica (Sger) de los
biocarbones. Tanto BCA como BCO presentaron unos porcentajes de carbono, hidrégeno,
nitrogeno y oxigeno muy similares entre ellos. En cuanto a la superficie especifica (Sget), se
obtuvieron valores bajos, debido que la dificultad que presentan las moléculas de N, para entrar
en la estructura porosa que poseen los BCs.

Tabla 2. Principales caracteristicas de los biochars obtenidos

C (%) H (%) N (%) (0] SBET(m2/
(%)* 2)
BIOCARBON 61.68 1.64 1.33 35.35 0.2023
ALPERUJO (BCA)
BIOCARBON 62.72 1.97 1.67 33.64 0.7434
ORUJO (BCO)

*obtenido por diferencia sin contar con las cenizas.

3.1. Adsorcion de contaminantes organicos en los biocarbones.

La figura 2 muestra los porcentajes de adsorcion de tebuconazol, MCPA y dibenzofurano en
los BCs. La adsorcion para el herbicida MCPA, tanto para el BCA como para el BCO fue inelegible
(< 5%), probablemente debido a la repulsién entre la forma aniénica del plaguicida (pH de la
disolucion inicial de 11.07 y de 10.42) y la superficie cargada negativamente de los biocarbones.
Sin embargo, para el fungicida tebuconazol, el porcentaje de adsorcién aumentd ligeramente
llegando hasta un 20 % para el BCO. Por otro lado, el porcentaje de adsorcién del dibenzofurano
(compuesto muy hidréfobo) alcanzé cerca de un 60% para ambos BCs. Por lo que de estos
resultados se desprende que la capacidad de adsorcidbn de ambos biocarbones esta mas
relacionada con la hidrofobicidad de los compuestos organicos que con su caracter polar o grupos
funcionales moleculares que presenten los adsorbentes.
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Figura 2.Porcentajes de adsorciéon de los plaguicidas de forma individual y coaplicados (MCPA,
terbutilazina y tebuconazol) a Ci= 3 ppm en los dos biocarbones y porcentaje de adsorcion del
dibenzofurano para estos mismos adsorbentes.

3.2. Adsorcion de metales pesados (Cu y Zn) en biocarbones

La Figura 3 muestra los porcentajes de adsorcion de ambos metales a dos concentraciones
diferentes en los BCs. Para ambos casos encontramos altos porcentajes de adsorcién con
respecto a los obtenidos en los COs. Para el BCA se obtuvo alrededor de un 90% de adsorcién y
mas de un 70% para el BCO (para Cu y Zn). Las altas temperaturas de carbonizacién (> 400 °C)
promueven la formacién estructuras de grafeno (anillos aromaticos condensados) que pueden
favorecer la adsorcion de estos MPs por mecanismos de atraccién electrostatica (Keiluweit y
Kebler, 2009). Ademas estos MPs pueden formar complejos mediante enlaces polares con los
carboxilatos o grupos carbonilos residuales en la superficie de los biocarbones. Adicionalmente,
pueden tener lugar procesos de precipitacién a consecuencia de un aumento del pH final.
Aunque los BCs estudiados muestran diferencias poco significativas entre si, pero el BCA adsorbe
siempre ligeramente mas MP que el BCO en todos los contaminantes, a pesar de tener mucha
menor superficie. Esto que parece sugerir la relevancia de posibles enlaces polares especificos
contaminante-BCA, dado por otra parte su mayor contenido en oxigeno (Tabla 1) que indicaria
mayor contenido de grupos carboxilos, carbonilos e incluso fendlicos de este biocarbon.

Cu _ EE 0.05 MM ZN BN 0.05 MM
=3 0.25mM = == 03mM

80 80 4

60 60 4

% ADSORCION

% ADSORCION

40 1 40

20 20 4

0 o T
BCA BCO BCA BCO

Figura 3. Porcentajes de adsorcion del Cu y el Zn a poner las concentraciones en los dos biocarbones.

4. Conclusiones.

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos nos permiten afirmar que los biocarbones
son buenos adsorbentes para los metales pesados y el dibenzofurano, por lo que podrian ser
usados en un filtro para su eliminacién en agua. Por el contrario, estos BCs no son tan efectivos
para los plaguicidas estudiados, todos ellos polares en diferente grado, que solo son eliminados
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entre un 2-20%. En estos casos seria interesante probar con otras condiciones de pirdlisis mas
favorables para la adsorcion de estos compuestos. No existen diferencias significativas en los
porcentajes de adsorciéon de los contaminantes ensayados en los dos biocarbones obtenidos de
los diferentes subproductos de la almazara.
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Resumen: El compostaje es una biotecnologia capaz de transformar residuos organicos en enmiendas y
abonos organicos de interés en agricultura. Sin embargo, existen pocos estudios hasta la fecha que
aborden la capacidad de los composts como fertilizantes biolégicos o biofertilizantes, esto es, contener
bacterias capaces de promover el crecimiento vegetal. En este trabajo se estudié la presencia de bacterias
PGPBs (Plant-Growth-Promoting Bacteria) presentes en un compost de “alperujo”, el principal residuo
organico de la industria del aceite de oliva. Se hizo mediante dos metodologias: Por un lado, se inocularon
plantas leguminosas (soja, judia y garbanzo) con compost para comprobar la presencia de bacterias
capaces de formar nédulos. Por otro, empleando un medio de cultivo selectivo, se aislaron del compost
bacterias fijadoras de nitrégeno y ademas, se analiz6 su capacidad para producir sideréforos (quelantes de
hierro) y solubilizar fosfato tricalcico. Finalmente, se consiguieron aislar e identificar mediante amplificacion
del gen 16S rRNA por PCR, cuatro bacterias con reconocidas propiedades PGPB: Burkholderia phymatum,
Bacillus aryabhattai, Gluconacetobacter diazotrophicus y Pseudomonas stutzeri. Estos resultados
demostraron que el compost de “alperujo” podria utilizarse como fertilizante biolégico al contener
microorganismos capaces de promover y favorecer el crecimiento vegetal. Este trabajo lo realizaron
estudiantes de educacion secundaria de la provincia de Granada dentro del proyecto PIIISA (Proyecto de
Iniciacién a la Investigacion e Innovacion en Secundaria en Andalucia) durante octubre de 2015 y mayo de
2016. Todo el diario de laboratorio asi como una exposicion publica del trabajo puede consultarse en:
http://www.compostandociencia.com/proyectos/piiisa2015-2016/.

Palabras clave: Biofertilizantes, compost de “alperujo”, bacterias PGPB, fijacién de nitrégeno.

1. Introduccidn.

El incremento de la poblacion mundial demanda una mayor utilizacion de materias primas
para cubrir la produccion de alimentos. Esto genera, en muchos casos, graves problemas
ambientales motivados por el abuso de fertilizantes, la generacién de residuos y la contaminacion
de los ecosistemas terrestres y marinos (FAO, 2016). En los ultimos arios, la Unién Europa realiza
serios esfuerzos para implementar la denominada “economia circular” cuyos objetivos son, entre
otros, reducir el uso de materias primas, minimizar la produccién de residuos y fomentar su
reutilizacion y reciclaje (de Man y Friedge, 2016).

Uno de los procesos productivos que genera gran cantidad de residuos y subproductos es
la industria extractiva del aceite de oliva, siendo Espana, y especialmente Andalucia, la principal
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productora a nivel mundial. Su principal residuo es el orujo de dos fases o “alperujo”
(Alburquerque y col., 2004), un producto de elevada toxicidad y extraordinariamente contaminante.
Se ha demostrado, no obstante, que el compostaje es un método sencillo y viable, capaz de
transformar el “alperujo” en abonos y enmiendas organicos de interés en agricultura (Tortosa y
col., 2012). Sin embargo, hasta la fecha, existen pocos estudios que aborden la capacidad de este
compost como biofertilizante, esto es, como fertilizante bioldgico capaz de promover el crecimiento
vegetal.

El empleo de microorganismos beneficiosos para las plantas esta cada vez mas extendido
en la agricultura. Se ha demostrado que las conocidas como ‘plant growth-promoting bacteria”
(PGPB) promueven el desarrollo y crecimiento de numerosas plantas de interés agricola y
forestal. Los mecanismos que emplean las PGPBs incluyen la capacidad de actuar como agentes
de control biolégico de patégenos, produccion de fitohormonas y sideréforos, solubilizacion de
fosfato inorganico, fijacion de nitrégeno, etc. que, en definitiva, aumentan la disponibilidad de
estos nutrientes en el suelo. De especial interés son las bacterias que reducen el nitrégeno
atmosférico (N,) a amonio, lo que puede ocurrir tanto en vida libre o en asociaciones simbidticas
con las plantas leguminosas y actinorricicas (Peix y col., 2015).

Asi, para evaluar el compost de “alperujo” como biofertilizante, el objetivo de este trabajo
se centré en aislar e identificar bacterias con propiedades PGPBs, estudiando concretamente a)
su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico; b) la de producir compuestos que solubilizan hierro
(sideroforos) y ¢) la de solubilizar fosfato insoluble.

2. Material y Métodos.

Para abordar el objetivo propuesto se realizaron dos aproximaciones metodoldgicas, una
basada en las bacterias fijadoras de nitrégeno que forman simbiosis con leguminosas y la otra en
bacterias que fijen nitrogeno en vida libre. Tanto las propiedades del compost de “alperujo” como
los procedimientos y técnicas experimentales se encuentran detallados en Tortosa y col. (2012) y
Castellano-Hinojosa y col. (2016).

2.1. Estudio de bacterias que forman simbiosis con leguminosas.

Para conocer la presencia de bacterias capaces de nodular plantas leguminosas se
realizaron dos experimentos afiadiendo compost tanto en forma sélida (experimento N® 1) como
en forma de extracto (experimento N°® 2). Las plantas elegidas fueron soja, judia y garbanzo ya
que son modelos para el estudio del sistema simbidtico bacteria-planta y, ademas, tienen gran
interés agricola. Para esto, las semillas se esterilizaron superficialmente y se germinaron en
oscuridad en placas Petri con agar estéril al 1% durante 3-4 dias a 30 °C. Una vez germinadas, se
trasplantaron 4 semillas de cada especie a un sistema hidropénico de jarras Leonard que
contenian una disolucidon nutritiva completa sin nitrdgeno combinado. El sustrato usado fue
vermiculita del N® 3 con una capa superficial de perlita. En el experimento N® 1 se adicionaron 5 g
de compost por jarra y en el experimento N° 2, 1 ml a cada semilla de un extracto acuoso del
compost (relacién peso:volumen 1:20 y 2 horas de agitacién mecanica). En ambos experimentos
se hicieron dos tratamientos, con y sin compost (control negativo), con 3 réplicas cada uno. En
todo momento se trabaj6 en condiciones estériles para evitar cualquier posible contaminacién.
Todas las plantas crecieron durante 4 semanas en condiciones controladas de temperatura y luz
en el Servicio de Invernaderos y Camaras de Cultivo disponible en la Estacion Experimental del
Zaidin (CSIC).
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2.2. Estudio de bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre.
2.2.1. Aislamiento y cultivo de bacterias.

Se prepard un extracto acuoso del compost usando la proporcién peso:volumen 1:20 con
solucién salina estéril (NaCl al 0.9%) agitando durante 2 horas. Del extracto obtenido, se
prepararon diluciones seriadas (hasta 10®) y se inocularon placas Petri que contenian medio de
cultivo Burk especifico para aislar bacterias fijadoras de nitrégeno. Se inocularon placas por
triplicado con 30 pl de cada dilucién con la ayuda de un asa estéril de Drigalsky. Finalmente, los
cultivos se incubaron durante 4 semanas en oscuridad a 30 °C hasta la apariciéon de bacterias
formadoras de colonias (UFCs).

2.2.2. Seleccion de bacterias.

Se seleccionaron las UFCs que presentaron diferente morfologia (color y forma) con la
ayuda de una lupa y un microscopio Optico, se aislaron y se cultivaron de forma individual en
placas Petri con el mismo medio. Después, los aislados que presentaron mejor crecimiento se
pasaron a un cultivo liquido con medio Burk preparandose de cada aislado dos tandas de tubos,
una destinada a las pruebas PGPB y la otra para el aislamiento de su ADN.

2.3. Propiedades promotoras del crecimiento vegetal (PGPB): produccion de sideroforos y
solubilizacion de fosfato inorganico.

Las pruebas PGPB se realizaron de forma cualitativa mediante la inoculacion en placas
Petri de los aislados obtenidos:

* Solubilizacién de fosfato: El medio contenia fosfato tricalcico al 0.2%. Si la bacteria crece
en este medio forma un halo blanco alrededor de la colonia al ser capaz de liberar el
fosfato como i6n fosfato.

* Produccién de sideréforos: El medio contenia un compuesto azul cromogénico. Si la
bacteria crece en este medio azul forma un halo naranja al liberar sidero6foros al medio.
Para ambas pruebas, se adicionaron 3 ul de cada cultivo en el centro de las placa y se

incubaron durante dos semanas en oscuridad a 30 °C. Después se observd la presencia o
ausencia de halo y se midi6 su diametro. La eficiencia se calculé como: [E= (diametro actividad
PGPB/diametro de la colonia) x 100]. Como control se utilizd la cepa Azospirillum brasiliense C16
(100% de eficiencia).

2.4. Identificacion de las cepas.

El aislamiento del ADN gendmico se realiz6 usando el kit comercial REAL PURE segun las
instrucciones del fabricante. Brevemente, el proceso consistié en centrifugar el cultivo, lisar las
células (disolucién de la membrana plasmatica), eliminar los interferentes (proteinas, etc.) y limpiar
el ADN con isopropanol. La calidad y cantidad del ADN obtenido se verifico
espectrofotométricamente (Nanodrop). Seguidamente, se amplificd el gen 16S rRNA bacteriano
usando los cebadores universales fD1 y rD1 mediante PCR, se comprob6 su tamafio mediante
electroforesis en geles de agarosa, se purificd y se secuencié en el Servicio de Secuenciaciéon de
ADN disponible en la Estacién Experimental del Zaidin. Finalmente, las secuencias obtenidas se
contrastaron con las depositadas en EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/) para la
identificacion de las bacterias aisladas.
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3. Resultados y Discusion.

3.1. Bacterias fijadoras de nitrégeno que forman simbiosis con leguminosas (soja, judia y
garbanzo).

Después de cuatro semanas de crecimiento en camara de cultivo no se observo presencia
de nodulos en las raices de las plantas inoculadas con el compost en forma sélida (Experimento
N® 1). Para descartar que este resultado se debiese a la forma en la que compost fue adicionado,
se repitid el experimento, pero esta vez inoculando 1 ml de un extracto acuoso del compost
previamente preparado. Asi, en el segundo experimento si se observo presencia de nédulos tras
el mismo tiempo de cultivo, aunque solo en las plantas de judia. Este resultado puede no ser
concluyente ya que el aspecto visual de las plantas en comparacién con las control (sin inocular
con compost) era similar, es decir, la parte foliar presentaba un aspecto amarillento caracteristico
de plantas sin nitr6geno. Por lo tanto, habria que realizar otro experimento para comprobar si
verdaderamente esos nddulos correspondian a bacterias fijadoras de nitrégeno o a una simple
contaminacién.

3.2. Bacterias fijadoras de nitrogeno en vida libre.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre presentes en el compost de “alperujo” se
cuantificaron mediante la técnica de diluciones seriadas y fue de 1,62 x 10® UFC por gramo de
compost seco. Por otro lado, se aislaron un total de 38 UFCs con diferente morfologia (color y
forma), aunque solo 9 fueron seleccionadas para las posteriores pruebas PGPB. De las 9 cepas,
la 1, 2, 7 y 9 fueron capaces de producir sideré6foros y de solubilizar fosfato inorganico y sus
valores de eficiencia fueron superiores que los de la cepa control A. brasiliense C16. La cepa 2
presentd la mayor produccion de sideréforos (150%) y el aislado 7 la mayor capacidad de
solubilizar fosfato (290%), respectivamente (Tabla 1). Finalmente, estos 4 aislados se identificaron
como Burkholderia phymatum, Bacillus aryabhattai, Gluconacetobacter diazotrophicus 'y
Pseudomonas stutzeri respectivamente, bacterias con reconocida capacidad para favorecer el
crecimiento vegetal (Talbi y col., 2010; Castellano-Hinojosa y col., 2015; Ahemada y col., 2014;
Sheny col., 2013).

Tabla 1. Identificacién de las cepas bacterianas aisladas del compost de “alperujo” y su eficiencia de
producir sider6foros (Es) y solubilizar fosfato inorganico (Ep) con respecto a la bacteria PGPB A. brasilense
C16.

Cepa Especie mas relacionada de acuerdo al gen 16s = Similitud Es (%) Ep* (%)
rRNA (%)
1 Burkholderia phymatum STM815 99,7 125,0 182,5
2 Bacillus aryabhattai BSW22 100,0 150,0 176,3
7 Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 100,0 93,8 290,0
9 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 88,2 100,0 141,6

*datos referidos a A. brasilense C16
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4. Conclusiones.

Es posible la presencia de bacterias endosimbidticas de leguminosas en el compost de
“alperujo”. También se pueden encontrar bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre. Empleando
medios dependientes de cultivo celular se han identificado 4 cepas que podrian emplearse como
biofertilizantes: Burkholderia phymatum, Bacillus aryabhattai, Gluconacetobacter diazotrophicus y
Pseudomonas stutzeri.
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BIOMEZCLAS CON VERMICOMPOST DE ALPERUJO PARA LA
DEGRADACION DE PRODUCTOS FARMACEUTICOS Y DE CUIDADO
PERSONAL

Laura Delgado-Moreno, Inés Aquilar, Rogelio Nogales, Esperanza Romero.
Departamento Proteccion Ambiental, Estacion Experimental del Zaidin, Consejo Superior de
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Resumen: El uso en agricultura de agua procedente de plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas
constituye la principal via de entrada al medio de productos farmacéuticos y de cuidado personal (PFCPs),
compuestos altamente téxicos para los organismos. En este trabajo proponemos el empleo de biomezclas
para eliminar o reducir la presencia de PFCPs en los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas. Las
biomezclas usadas estaban constituidas por suelo, vermicompost de alperujo como agente humificante y
poda o paja como agentes texturantes. También se utilizd, a efectos comparativos, la biomezcla constituida
por suelo, turba y paja, tradicionalmente usada en sistemas de biorremediacion. Diclofenaco, ibuprofeno y
triclosan fueron los PFCPs seleccionados para este estudio. Los resultados mostraron una alta eficacia de
las biomezclas para la disipaciéon de los compuestos estudiados. El compuesto con mayor disipacion fue
ibuprofeno con tiempos de vida media (t;2) de 1 dia, en todas las biomezclas ensayadas. El t;, de
diclofenaco fue inferior a 14 dias, siendo la biomezcla con vermicompost y paja la que presento una
disipacion mas alta. La disipacion para triclosan fue mayor en la biomezcla con vermicompost y poda. En
todas las biomezclas el t;» de este compuesto fue inferior a un mes. Estos resultados avalan la eficacia de
las biomezclas de suelo, vermicompost y poda o paja para ser usadas en sistemas de biorremediacién para
la eliminacion de PFCPs en aguas. Estas biomezclas constituyen una herramienta eco-innovadora y de bajo
coste para la proteccién de los ecosistemas.

Palabras clave: Diclofenaco, ibuprofeno, triclosan, biorremediacion, disipacién.

1. Introduccion.

1.1.  El uso de sistemas de biorremediacion biobeds (SBB) para amortiguar la contaminacion
puntual causada por plaguicidas esta cada vez mas extendido (Karanasios y col., 2012). Estos
SBB consisten en una matriz biolégicamente activa que retiene los plaguicidas y favorece o
acelera la degradacion biolégica de los mismos. Tradicionalmente los SBB estaban constituidos
por una biomezcla de suelo, turba y paja, pero actualmente las biomezclas contienen otros
materiales organicos ambientalmente sostenibles, de bajo coste y faciles de obtener en el area de
aplicacion. Las ventajas proporcionadas por los SBB han llevado a su uso en otras finalidades
(Omirou y col., 2012), pero hasta la fecha no han sido empleados para la eliminacién de
contaminantes organicos emergentes como los productos farmacéuticos y productos para el
cuidado personal (PFCPs).

1.2. Los PFCP son téxicos (Tyler y col., 2005; Gomez y col., 2012), bioacumalables (Lapworth y
col., 2010) y estan presentes en ecosistemas acuaticos de todo el mundo (Santos y col., 2010). La
principal via de entrada de PFCPs al ecosistema es la descarga de aguas residuales municipales
y hospitalarias y de los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) (Boxall
y col, 2012), ya que los actuales sistemas de tratamiento de aguas residuales no eliminan
completamente estos contaminantes (Grassi y col., 2013). Por tanto, las PTAR necesitan ser
mejoradas con tecnologias que permitan la eliminacién eficiente de contaminantes emergentes,
como los PFCPs, antes de la descarga al medio ambiente o la reutilizacién de los efluentes.
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1.3. En este trabajo se propone el uso de SBB alternativos y de bajo coste, elaborados con
suelo, vermicompost de alperujo como sustituyente de la turba, y poda o paja como agente
texturizante, para la retencion y eliminacién de triclosan, diclofenaco e ibuprofeno de aguas
residuales o efluentes de PTAR. El objetivo fue determinar la capacidad de degradacion de
PFCPs de los sistemas propuestos. Para ello se realizaron estudios de disipacién en las
biomezclas estériles y no estériles. Los resultados obtenidos en los sistemas alternativos se
compararon con el sistema tradicional compuesto por suelo, turba y paja.

2. Material y Métodos.

2.1. Compuestos quimicos. Triclosan, diclofenaco e ibuprofeno, con una pureza superior a
97%, fueron suministrados por Sigma-Aldrich.y La solubilidad en agua de estos compuestos es
1,9,2,4y 21 mg L™, respectivamente. El coeficiente de particién octanol-agua (Log K,u) s 4,8, 4,5
y 4,0, respectivamente.

2.2. Biomezclas. Las biomezclas empleadas, SVP, SVPj ySTP se prepararon mezclando los
distintos componentes previamente secados y tamizados por 4 mm. La nomenclatura de las
biomezclas, la composicion y las propiedades fisico-quimicas se recogen en la Tabla 1.

2.3 Ensayo de disipacion. En un vaso de cristal se pes6 1 g de arena (<2 mm) (previamente
lavada con HCI y esterilizada) a la que se le adicioné un volumen de mezcla de los PFCPs en
acetona para conseguir una concentracion final de 20 pg de compuesto g de biomezcla. Tras la
evaporacion de la acetona, a cada vaso se le anadieron 20 g de biomezcla (peso seco). Las
muestras fueron homogeneizadas por agitacion y adicionadas con agua hasta el 85% de la
capacidad de campo (Tabla 1). Posteriormente, se incubaron en oscuridad a 20 °C durante 84
dias. A diferentes tiempos, se tomaron 2 vasos por biomezcla. La biomezcla de cada vaso se
extrajo por duplicado y se analizé la concentracion de farmacéuticos en la misma. El ensayo de
disipacion se realiz6 también con las biomezclas estériles. La esterilizacién de las biomezclas se
llevé a cabo por tindalizacion a 90°C. Para los tratamientos estériles el agua adicionada contenia
azida sodica a una concentracién de 20 g L™

2.4 Extraccion y andlisis de farmacéuticos. Brevemente, 3 g de cada biomezcla se extrajo, por
agitacion durante 1 min., con 6 mL de acetonitrilo con 1% de acido acético. Después, a las
muestras se le afiadié 1 g de una mezcla de sales QUEChERs EN Pouch (Agilent Technologies,
CA, USA) y se agitaron durante 1 min. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm
durante 5 min. El sobrenadante (1 mL) se diluyé con 1 mL de agua. Las muestras se filtraron por
0.45 pm antes de su andlisis.

La concentracion de PFCPs en las muestras se determin6 por HPLC-DAD equipado con columna
RX-C8 (5 um, 2,1 x 150 mm) conectada a una precolumna Eclipse XDB-C8 (5um, 2.1 x 12.5 mm).
2.5 Andlisis estadistico. Diferentes modelos de disipacién se emplearon para conocer cuél es el
que mejor describe los datos de disipacion obtenidos. Para ello se empled el programa
Modelmaker 4.0 (Cherweel Scientific Ltd., Oxford, UK). La comparacion de las curvas de
disipacion obtenidas se realizé usando el programa estadistico Statgraphics Centurion XV versién
15.2.06 (Statpoint Technologies, Inc. Warrenton, VA, USA).

3. Resultados y Discusion.

La cinética de disipacién de los PFCPs en las diferentes biomezclas se recoge en la Figura 1.

298 V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje



Diclofenaco

(CIC,)x100

T T T T T T T T
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tiempo de incubacién (dias) Tiempo de incubacién (dias)

140

120 A

Triclosan
% —e— SVP

— & — SVPj

—— STPj

(C/C,)x100

Tiempo de incubacién (dias)

Figura 1. Cinética de disipaciéon de diclofenaco, ibuprofeno y triclosan (expresada como porcentaje de la
cantidad de compuesto inicialmente aplicada a lo largo del tiempo de incubacion) en las diferentes
biomezclas estériles (simbolos blancos) y no estériles (simbolos negros). Los simbolos representan los
datos experimentales y las lineas el ajuste al modelo cinético de primer orden. Las lineas verticales
representan la desviacién estandar para cada muestra (n=4).

Tabla 2. Parametros cinéticos correspondientes al ajuste de la concentracion residual del compuesto a una
cinética de primer orden (SFO) ,tiempo de vida media (t;,) y porcentaje de compuesto disipado al final del
periodo de incubacién (D) en las biomezclas estudiadas (STPj, SVPj y SVP)

Diclofenaco Ibuprofeno Triclosan

STPj SVPj SVP STPj SVPj SVP STPj SVPj SVP
D%+ds 97+0 95+1 9413 9741 10010 9613 9341 88+1 94+1
Modelo SFO
Cods (%) 99+2 102+2  103%3 1001 1001 100£2 106+2 95%2 10214
kx10%#ds (d') 6.7+0.3 11.5+0.6 5.7+0.4 75.9+2.4 75.9+4.5 66.5+5.0 26+0.2 2.9+0.2 3.2+0.4
R® 0.98 0.97 0.95 0.99 0.99 0.99 0.95 0.96 0.89
ty2 (d) 10 6 12 1 1 1 26 24 22

ds: desviacion estandar; R coeficiente de regresion; ty,: tiempo de vida media.

En las biomezclas no estériles, el modelo cinético de primer orden fue el que mejor se ajusté a
los datos experimentales de disipacion de los PFCPs estudiados a lo largo del tiempo (Tabla 2).
En base a los valores de k, se puede decir que la disipacion de los PFCPs disminuy6 con el
aumento de la hidrofobicidad del compuesto, esto es ibuprofeno> diclofenaco> triclosan. Mayores
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velocidades de disipacion para diclofenaco se observaron en la biomezcla SVPj. Ibuprofeno
presento menores valores de k en SVP y no se observaron diferencias significativas (P= 0.94)
entre las curvas de degradacion en SVPj y STPj. Para triclosan, no se observaron diferencias
significativas entre las cinéticas de disipacion en las biomezclas estudiadas (P>0.11).

Al final del periodo de incubacion, la concentracion disipada de los PFCPs fue superior al 93%
de la concentracion inicial aplicada, excepto para triclosan en SVPj, que fue del 88% (Tabla 2).

Los distintos PFCPs presentaron t;» muy cortos en las distintas biomezclas (Tabla 2). Asi, t;»
para triclosan fue inferior a un mes, para diclofenaco inferior a dos semanas y sélo 1 dia para
ibuprofeno.

La disipacién de los PFCPs en las biomezclas estériles fue menor que en las no estériles
(Figura 1). Al final del periodo de incubacion, la cantidad de PFCPs presente en las distintas
biomezclas estériles oscil6 entre el 57 y el 92% de la cantidad inicial aplicada. Estos resultados
sugieren que la disipacién de PFCPs en las biomezclas es debida principalmente a degradacion
biolégica. La disminucion de compuesto a lo largo del tiempo observada en las biomezclas
estériles puede deberse a degradacion de tipo quimico pero también a que una pequena parte de
poblaciones microbianas haya resistido la esterilizacién y sea capaz de crecer degradando los
PFCPs estudiados (Castillo-Diaz y col., 2016).

4. Conclusiones

Todas las biomezclas propuestas presentaron altas eficacias de degradacién para ibuprofeno,
diclofenaco vy triclosan con t;, inferiores al mes. Estos resultados revelan que las biomezclas de
suelo, vermicompost de alperujo y poda o paja pueden ser empleadas para la eliminaciéon de
PFCPs de aguas residuales, evitando el uso de la turba, y constituyendo por ello una estrategia
eco-innovadora, sostenible, de bajo coste y facil implementacion.
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APLICACION DE RESIDUOS DE ALMAZARAS PARA REDUCIR LA
PERSISTENCIA DE LOS ENANTIOMEROS DEL HERBICIDA IMAZAQUIN
EN SUELOS AGRICOLAS

Rocio Lépez, Beatriz Gamiz, Juan Cornejo, Rafael Celis

Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla (IRNAS, CSIC), Avenida Reina
Mercedes. 10, 41012 Sevilla, rlopezc@irnas.csic.es

Resumen: El interés por la contaminacion de los suelos y aguas por plaguicidas quirales ha ido en aumento
en los Ultimos afos. Por ello, en este trabajo se realizé6 un estudio enantioselectivo de la persistencia del
herbicida imazaquin en un suelo agricola de Andalucia. Asimismo, se evalud el efecto sobre la degradacion
del herbicida de la enmienda del suelo con tres residuos de almazara: un alperujo fresco (ALP), un alperujo
compostado (ALPc) y un carbén biolégico (CB). Los resultados obtenidos mostraron que la degradacion del
imazaquin en el suelo examinado no fue enantioselectiva, y que dicha carencia de enantioselectividad no se
vio afectada por la adiciéon de las enmiendas. Por otro lado, la incorporacion de los residuos de almazara
supuso un aumento de la velocidad de degradacién de los dos enantidmeros del imazaquin en el suelo, el
cual fue muy acentuado en el caso de la enmienda con el alperujo fresco. Las diferencias en la persistencia
de los enantidmeros del herbicida al tratar el suelo con las distintas enmiendas se atribuyeron al diferente
caracter de la materia organica aportada por cada uno de los residuos.

Palabras clave: pesticidas quirales, imidazolinonas, residuos orgénicos, enmiendas de suelos.
1. Introduccion.

Hoy en dia, el uso de plaguicidas quirales estd ampliamente extendido por todo el mundo,
llegando a ser, aproximadamente, un cuarto de los plaguicidas utilizados actualmente (Ulrich y
col., 2012). En la mayoria de los casos, estos plaguicidas se utilizan, regulan y analizan como si
no fueran quirales, es decir, sin tener en cuenta que, generalmente, tanto la actividad biol6gica
como el comportamiento en los suelos son diferentes para cada enantiémero. Por ejemplo, sélo
uno de los dos enantiémeros de un plaguicida quiral suele actuar frente a la plaga objetivo y el
efecto del enantiomero inactivo sobre organismos no objetivos suele desconocerse. Esto ha
derivado en que en los Ultimos afos se hayan intensificado los estudios sobre el comportamiento y
destino final de enantidmeros por separado en los suelos, llegando incluso en ocasiones a
recomendarse el uso del enantiémero activo puro (Magrans y col., 2001). Asi, paises como Suiza
y Holanda han retirado la licencia de plaguicidas quirales aplicados en su forma racémica,
permitiendo sélo la comercializacién y uso del enantiémero activo.

El empleo de residuos de almazaras como enmiendas organicas de suelos es muy comun en
Andalucia, debido a que este subproducto de la industria aceitunera se genera en grandes
cantidades en el sur de Espana. Varios estudios han demostrado que estos residuos,
denominados alperujos, pueden modificar el comportamiento de los plaguicidas quirales en el
suelo, principalmente su adsorcién y degradacion. Ademas, se ha comprobado cémo el
tratamiento del alperujo fresco mediante compostaje (ALPc) y posterior pirdlisis (CB), puede
mejorar las propiedades del residuo, reduciendo la cantidad de compuestos &cidos y fitotoxicos
(Gamiz y col., 2016).

Por este motivo, el objetivo de este trabajo ha sido el de evaluar la enantioselectividad de la
persistencia del herbicida imazaquin en un suelo agricola mediterraneo sin enmendar y
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enmendado con un residuo de almazara fresco (ALP), otro compostado (ALPc) y con un carb6n
bioldgico (CB) obtenido por pirdlisis del ALPc utilizado.

2. Material y Métodos.

El suelo empleado en este trabajo procede de una parcela agricola de la provincia de Sevilla.
Su textura es arcillosa, con un contenido de 6% de arena, 26% de limo y 68% de arcilla (20%
montmorillonita, 38% ilita y 6% caolinita). Este suelo presenta un porcentaje de carbono organico
bajo (Corganico= 0.48%) y un valor de pH alcalino (pH = 8.6), caracteristicas tipicas de suelos
mediterraneos.

Las enmiendas utilizadas fueron tres residuos de almazara, uno fresco (ALP), otro compostado
(ALPc) y un carbdn biolégico o biochar (CB) obtenido por pirdlisis del ALPc a 400 °C. Las
principales caracteristicas se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades de los residuos de almazara utilizados como enmiendas

Enmienda Corgénico (0/0) Corgénico soluble ? (o/") pHa
ALP 44.0 7.6 5.3
ALPc 29.1 0.9 8.3
CB 23.4 0.4 9.4

dvalores medidos en un extracto de 1 g de residuo:20ml de CaCl, 0.01 M.

En el experimento se utiliz6 imazaquin racémico con una pureza del 99.9%. El imazaquin es un
herbicida quiral que presenta un C asimétrico en su estructura, pudiendo existir en forma de dos
enantiomeros, S-y R-imazaquin (Figura 1). Este herbicida se caracteriza por ser un compuesto
anfotero (pKai= 1.8, pKao= 3.8, pKis= 10.5), de modo que puede presentar diferente carga en
funcion del pH en el que se encuentre. En el caso del suelo alcalino utilizado en este trabajo, los
enantiémeros del imazaquin estaran en forma aniénica.

I T
C C
X7 Son
P §
. R
CH(CH,), i (H3C),HC
S-imazaquin R—lmazaqum

Figura 1. Estructura quimica de los enantiémeros del imazaquin.

Los estudios de persistencia se llevaron a cabo mediante incubaciones de 100 g de suelo sin
enmendar o enmendado con los residuos organicos en un porcentaje del 2%. Se ajusté la
humedad del suelo a la capacidad de campo (40%) y se aplicé el herbicida en su forma racémica
a una dosis de 2 mg/kg. Las incubaciones se realizaron a una temperatura de 20 + 2 °C en
oscuridad, para evitar la fotodegradacion, y periodicamente, se tomaron muestras de 3 g de suelo
que se congelaron hasta el dia de la extraccion. La extraccion se realiz6 con 8 ml de una mezcla
de H3PO,4 (0.01 M): Acetonitrilo en una proporcion 60:40, para posteriormente, analizar el extracto
por HPLC enantioselectiva y determinar el contenido de los dos enantibmeros.
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El andlisis enantioselectivo del imazaquin se realiz6 por HPLC utilizando una columna
cromatogréfica quiral Chiralcel OD-3R (150 mm de longitud x 4.6 mm de didmetro interno, 3 pm
de tamano de particula). La fase movil fue HsPO,4 (0.01 M): Acetonitrilo (60:40) a un flujo de
1ml/min y la longitud de onda de deteccion fue 250 nm. Bajo estas condiciones, los enantiomeros
Sy Rdel imazaquin eluyeron a 6.4 y 7.3 min, respectivamente.

3. Resultados y Discusion.

Para evaluar la enantioselectividad de la degradacion del imazaquin en los experimentos de
incubacion, se calculd el valor de la fraccion enantiomérica (EF) segln la expresion propuesta por
Harner y col. (2000): EF= Cs/ (Cs+Cpg) donde Csy Cg son, respectivamente, las concentraciones
de S-y R-imazaquin residuales en el suelo. La Figura 2 muestra como los valores de EF en el
suelo sin enmendar y enmendado con los residuos de almazara son aproximadamente constantes
e iguales a 0.5, lo cual indica que el proceso de degradacién del herbicida, en ninguno de los
casos, fue enantioselectivo. La ausencia de enantioselectividad en la persistencia del imazaquin
en suelos fue observada anteriormente por Jarman y col. (2005) y se atribuy6 a la presencia de
una poblacién microbiana en el suelo que degradaba a ambos enantiomeros a la misma
velocidad.

= Suelo

mmmm Suelo + 2% ALP
0.8 { === Suelo + 2% ALPc
mmm Suelo + 2% CB

0 20 40 60 80
Tiempo de incubacion (dias)

Figura 2. Variacion de la fraccion enantiomérica (EF) con el tiempo de incubacion para el suelo sin
enmendar y enmendado con ALP, ALPc y CB a un porcentaje del 2%.

La adicién de las enmiendas orgéanicas al suelo supuso una disminucion en la persistencia de
ambos enantiémeros (Figura 3). Este efecto se atribuye a varios factores. Por un lado, la materia
organica proporcionada por las enmiendas puede bloquear sitios de adsorcién del imazaquin en
los suelos, de modo que queda mayor cantidad de herbicida disponible para ser biodegradado
(Undabeytia y col., 2004). Al mismo tiempo, dicha materia organica pudo servir como alimento de
los microorganismos autéctonos, estimulando el crecimiento de sus colonias. Ademas, pudo darse
la incorporacion de microorganismos exdgenos al suelo procedente de los residuos de almazara
que degradan el herbicida y/o fomentan la co-metabolizacion con los microbios autoctonos
(Barriuso y col., 1997; Wang y col., 2007).

Al comparar el efecto de las distintas enmiendas, se observa que el alperujo fresco (ALP)
incremento la velocidad de degradacion del S-y R-imazaquin en mayor medida que el ALPc y CB,
si se compara con el suelo sin enmendar. Este resultado es, en parte, consecuencia del distinto
caracter de la materia organica de las enmiendas. Asi, el alperujo fresco contiene una cantidad
considerable de compuestos organicos sencillos, labiles y poco humificados que se adsorben
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preferentemente en los componentes minerales de la fraccidon arcilla (Fernandes y col., 2006).
Ademas, los microorganismos pueden utilizar la materia orgénica labil del ALP como alimento,
favoreciendo el crecimiento microbiano. En el caso del ALPc y CB, sus tratamientos de
preparacién dan lugar a una reduccion del contenido de materia organica soluble labil,
generandose compuestos de mayor peso molecular, mas complejos y humificados, los cuales son
menos adecuados para ser utilizados como sustento por las poblaciones microbianas. Ademas los
procedimientos de preparacion tanto del ALPc como del CB pudieron eliminar parte de los
microorganismos de los residuos.
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Figura 3. Curvas de disipacion de los enantiémeros S- y R-imazaquin en el suelo sin enmendar y
enmendado al 2% con ALP, ALPc y CB. Los simbolos corresponden a los datos experimentales, mientras
que las lineas corresponden al ajuste de los datos a una cinética de primer orden.

4. Conclusiones.

Los resultados indican que la degradacién del imazaquin en el suelo estudiado no fue
enantioselectiva y que dicho caracter no enantioselectivo no se vio afectado por la adicién al suelo
de residuos de almazara. Sin embargo, el tratamiento del suelo con las enmiendas orgéanicas si
supuso cambios en la velocidad de degradacién de los enantiomeros al compararlo con el suelo
sin enmendar, siendo el orden de dicha velocidad: suelo sin enmendar < suelo + ALPc < suelo +
BC << suelo + ALP. De este modo, la utilizacion de residuos procedentes de almazaras podria ser
una buena estrategia para reducir la elevada persistencia de los enantibmeros del imazaquin en
suelos.
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Resumen: Los lignosulfonatos son un importante subproducto de la industria papelera generado en el
proceso de deslignificacion de la pulpa de madera. Su obtencién se realiza por neutralizacién de las aguas
negras generadas en la coccion de la pasta con SO,. Su destino habitual es la incineracion, si bien se
estudian diferentes aprovechamientos industriales dado su caracter polianénico. En este trabajo se ha
utilizado Ca-lignosulfonato (Ca-LGS) como reactivo biofumigante en el control de Meloidogine incognita. La
solucion biofumigante (BFS) se preparé mediante la mezcla 1:1 (v/v) de Ca-LGS y urea (200 g L) y se
anadi6 a una muestra de suelo infectado en proporciones equivalentes de 0, 0,5, 1 y 2% (v/p),
introduciéndose un tratamiento con Cadusafos al 10% (p/p) como control quimico y cuatro réplicas por
tratamiento. Los mesocosmos fueron llevados a saturacion e incubados durante 20 dias a 30 °C, tras lo cual
se determin6 el nimero de juveniles (J2) mediante extraccion y centrifugacion en azucar. El suelo final se
analizé en términos de fertilidad quimica, asi como en su capacidad infectiva. Para ello se cultivaron durante
35 dias plantulas de tomate susceptible en 300 g de suelo, determinandose el indice de agallamiento en
raices y el rendimiento de la planta. Los resultados obtenidos muestran que con una dosis del 2% de BFS
se obtienen mortalidades del patdgeno similares a las logradas con el nematicida comercial e indices de
agallamiento cercanos a cero, lo que confirma su utilidad como reactivo biofumigante.

Palabras clave: Manejo integrado de cultivos; enmiendas organicas; biodesinfestacién
1. Introduccion.

Los nematodos del género Meloidogyne son uno de los patdgenos de mayor importancia
econdémica en las regiones templadas. Distintas practicas de manejo se pueden utilizar para
controlar Meloidogyne spp. en el suelo; sin embargo, todas ellas presentan algunas limitaciones.
Convencionalmente, el control de este patégeno se ha llevado a cabo utilizando fumigantes
quimicos, tales como bromuro de metilo y 1,3-dicloropropeno + cloropicrina. La eliminacién del
bromuro de metilo (PNUMA, 2006) y la prohibicién europea de 1,3-dicloropropeno, junto con
reducciones en el uso de otros nematicidas (Comisién Europea, 2007), ha dado lugar a una
escasez de alternativas viables para desinfeccién de suelos en los paises de la UE.

La incorporacion de materia organica (MO) en los suelos se ha utilizado desde los comienzos
de la agricultura, por sus efectos beneficiosos sobre las caracteristicas fisicas y quimicas del
suelo, el aumento de la fertilidad y la contribucién a la gestién de patégenos (Garcia Alvarez y col.,
2004). La viabilidad de los patégenos edaficos de plantas se ve afectada por enmiendas organicas
con alto contenido en nitr6geno, a través de la liberacion de compuestos volatiles tdxicos,
incluyendo amoniaco (NH3) y acido nitroso (HNO,) (Tenuta y Lazarovits, 2004). Esta estrategia
usada en combinacién con la retencidon de los gases producidos durante el proceso de
biodecomposicién, se ha demostrado Util para el control de patégenos vegetales transmitidos por
el suelo (Piedra-Buena y col., 2006).

Los objetivos de este trabajo son evaluar el efecto biodesinfectante de diferentes dosis de
lignosulfonato sobre la viabilidad de los nematodos formadores de nddulos del género
Meloidogyne. Esta informacion puede contribuir al desarrollo de alternativas para el manejo de
poblaciones de nematodos, aprovechando la MO generada dentro del sistema productivo de la
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madera y de este modo contribuir a resolver los problemas causados por la acumulacién y el
potencial efecto contaminante de estos residuos organicos, y reducir significativamente la
necesidad de pesticidas.

2. Material y Métodos.

El suelo utilizado para los experimentos se recogié de la capa superficial de un Xerofluvent
sembrado con tomate (Lycopersicon esculentum Mil) en la localidad de Marchamalo
(Guadalajara), con una textura franco arenosa (67% arena, 25 % limo, 8% arcilla), pH (1:5, agua)
7,66, conductividad eléctrica (1:5, agua, 25 °C) 0,460 dS m™, 0,8% de materia organica, nitrégeno
total 0,137%, la relacién C/N 10,9. El suelo estaba infectado de forma natural con el nematodo
Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitw. raza 1. Un muestra del suelo se llevé al laboratorio
para la identificacién de los nematodos presentes mediante las técnicas del test diferencial de
hospedadores (Robertson et al., 2006) y PCR (Zijlstra, 1997).

La muestra de lignosulfonato utilizado en este estudio fue proporcionado por LignoTech Ibérica
S.A. (Torrelavega, Cantabria) que lo obtiene durante el proceso de blanqueado de la pulpa de
celulosa y floculado mediante adicion de hidroxido de Ca. Presenta un valor de pH de 4,65 y una
conductividad eléctrica de 9,23 mS cm™'; el contenido en C-Total fue de 750 mg L™ y N-Total de 10
mg L™ determinados mediante un analizador COT-TN (Shimadzu).

La solucién biofumigante (BFS) se preparé mediante la mezcla 1:1 (v/v) de Ca-LGS y una
solucién de urea (200 g L") y se afiadi®é a una muestra de 400 g de suelo infectado en
proporciones equivalentes de 0, 0,5, 1y 2% (v/p), introduciéndose un tratamiento con Cadusafos
al 10% (p/p) como control quimico y cuatro réplicas por tratamiento. Los mesocosmos fueron
llevados a saturacion con agua destilada, sellados e incubados durante 20 dias a una temperatura
de 30 °C, tras lo cual se determind el numero de juveniles de segundo estadio (J2) mediante
extraccion y centrifugacion en azdcar (Nombela y Bello, 1983).

Al finalizar la experiencia se sembraron en 300 g de suelo de cada réplica plantulas de tomate
(L. esculentum Mill. cv. Marmande) susceptible al nematodo; se mantuvieron las plantas durante
35 dias en camara de cultivo a 25 + 1 °C, con un fotoperiodo 14:10, después de este periodo se
evaluaron visualmente los indices de agallamiento, usando las tablas de clasificacion basadas en
una escala de 0 a 10, donde 0 representa raices sin agallas y 10 indice de agallamiento maximo
(Bridge y Page, 1980). Para evaluar el rendimiento de la planta se determinaron los parametros:
altura, peso fresco de raiz y de parte aérea al final de la experiencia.

3. Resultados y Discusion.

Los resultados obtenidos muestran que las tasas de mortalidad del nematodo M. incognita se
ven incrementadas conforme aumenta la dosis de solucion biofumigante (Figura 1), para las dosis
intermedias de 0.5 y 1.0 % no se observan diferencias significativas en cuanto a su eficacia, lo
mismo ocurre al compara la dosis maxima 2.0 % y el tratamiento con nematicida comercial.
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Los valores de los
indices de agallamiento experimentan un comportamiento muy parecido, el incremento de la dosis
de biofumigante supone una paulatina disminucién del agallamiento de las raices. Para los valores
de BFS 2,0 % y el tratamiento con nematicida los valores descienden bruscamente, no
observandose en las raices analizadas sintomas claros de agallamiento, con indices préximos a
cero.

El uso de lignosulfonatos en agricultura ha sido escasamente estudiado, y ain menos su
utilizacion en procesos relacionados con el control de los patégenos del suelo. No obstante,
Soltani y col. (2002) obtuvieron resultados positivos en la aplicacién de dosis de 6 t ha™ de LGS
aménico para el control de hongos patégenos, consiguiendo una importante reduccién de las
poblaciones de Streptomyces spp. y Verticilium dahliae en cultivos de patata (Solanum tuberosum
L.), con reducciones en la incidencia de la enfermedad que variaban entre el 50 y el 80%,
dependiendo de la variedad ensayada.

Los resultados de la evolucién de las propiedades del suelo y la evaluacion del desarrollo de
las plantas de tomate se muestran en la Tabla1. La aplicacion de la BFS a las dosis indicadas, no
supuso un incremento significativo en las concentraciones de N total, sin embargo el C organico
se increment6 de forma ligera pero significativa. El pH disminuy6 ligeramente al aumentar las
dosis de BFS, pero sin diferencias significativas entre el control y los tratamientos efectuados.
Todos los parametros analizados en plantas se vieron incrementados de forma significativa al
aumentar las dosis de la BFS. Resultados semejantes en cuanto a crecimiento radicular se han
observado con tratamientos de lignosulfonatos en cultivos “in vitro” (Doquier y col., 2007); se
sugiere que este crecimiento se debe a que el lignosulfonato actua incrementando la sensibilidad
de los tejidos de la planta a las auxinas (Van der Krieken y col., 1997).

Tabla 1. Valores medios de algunas caracteristicas de los suelos y evaluacién del crecimiento de plantas de
tomate después del tratamiento (valor medio de cuatro réplicas).

TRATAMIENTO COOT NT pH Altura Peso Raiz Peso P. aérea
%o %o cm g g

Control 209a 0,137a 7.66a 16,6a 0,397a 1.52a

CL 0,5% 230b 0,138a 7,64a 180b 0477b 1,68 ab

CL 1,0% 234b 0,139a 7.64a 18,7b 0,505c 1,69b

CL 2,0% 239b 0,142a 7,62a 20,2c 0,515¢c 1,88 ¢c

Cadusafos 2,11a 0,139a 765a 20,5c 0,542 cd 2,23d

Valores medios seguidos con letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
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4. Conclusiones.

Los resultados obtenidos muestran que con una dosis del 2% de BFS se obtienen mortalidades
del patégeno similares a las logradas con el nematicida comercial e indices de agallamiento
cercanos a cero, lo que confirma su utilidad como reactivo biofumigante. La aplicacién BFS es una
alternativa eficaz para la gestion de las poblaciones de M. incognita y teniendo como ventajas
adicionales la salida econdémica a un subproducto industrial de alta produccién en nuestro pais, un
coste aceptable y una practica de bajo impacto ambiental.
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Resumen: La biomasa representa entre el 8 y el 15% del suministro energético mundial como electricidad,
calor y combustibles para transporte, y podria contribuir hasta un 33-50% del consumo de energia primaria
en 2050. Buena parte de esta energia se obtiene por combustién directa de biomasa generando 476
millones de toneladas de cenizas. Por el contrario de las cenizas derivadas del carbon, las cenizas de
biomasa estan libres de elementos contaminantes y en el caso de las de biomasa derivada de productos
agricolas y agroindustriales suelen presentar concentraciones apreciables de elementos fertilizantes como
K, Mg, ademas de Ca por lo que su ciclo puede completarse si son reutilizadas en agricultura en lugar de
depositadas en vertedero. En el presente trabajo se estudia el uso de un compost mixto de residuos
agroindustriales y cenizas de orujo de aceituna como enmienda en un cultivo de sandia (Citrullus lanatus
variedad Augusta). Como comparacién se usaron tratamientos con el mismo compost de residuos
agroindustriales o con fertilizacion mineral sélo (Control, 220 kg K-O ha™ como KCl). El compost con cenizas
se aplicé a una dosis de 10.000 kg ha™ y el compost sin cenizas a la dosis de 20.000 kg ha'. Cada
tratamiento se efectu6 por cuadruplicado, cultivando la sandia al aire libre. Se determinaron las propiedades
del suelo y el rendimiento y estado nutricional del cultivo. Los resultados indican que la inclusion de este tipo
de cenizas en las enmiendas de cultivos exigentes nutrientes como potasio puede ser ventajosa, ya que se
mantiene la produccion del tratamiento control (alrededor de 100000 kg ha™') pero con mayor tamario del
fruto (mas 1,3 kg/fruto en el tratamiento con cenizas).

Palabras clave: potasio, fertilizacion potasica, orujillo de aceituna,

1. Introduccion

Existe una abundante literatura cientifica relativa a toda una gama de posibles usos de cenizas
de fuentes no renovables (sobre todo carbén) incluyendo entre ellos la aplicacion con fines
agricolas y forestales (Uliasz-Bochenczyk et al., 2015). Pero las cenizas procedentes de fuentes
no renovables de energia< (“fly ash’), ademas de presentar una composicién en cuanto a
componentes mayoritarios distinta de las cenizas objeto de este trabajo, presentan también los
problemas de presencia de contaminantes organicos e inorganicos (metales pesados). Por otra
parte, las cenizas procedentes de biomasa de caracter forestal han sido tradicionalmente
recomendadas para aplicaciones silvicolas (Pitman, 2006) por ser una fuente de calcio para
suelos forestales. Pero de particular interés para su uso como fertilizantes o0 enmiendas de suelos
son las cenizas procedentes de biomasas residuales, y especialmente de los residuos de olivas
(Vassilev et al., 2013). A pesar de que poseen un indudable potencial fertilizante, existen pocos
estudios que traten sobre el uso de cenizas con fines agricolas, bien solas o en mezclas con otros
productos organicos (Kuba et al., 2008) o sus efectos en los suelos (Odlare and Pell, 2009).

Ademas, la generacion de energia desde biomasa es una actividad en crecimiento. En
Andalucia, las almazaras e industrias de aderezo de aceituna producen varios subproductos
organicos (orujillos, alperujo, lodos) susceptibles de ser reutilizados como enmiendas agricolas
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para el mismo cultivo de olivar o para otros cultivos, después de ser sometidos a diversas
transformaciones, como por ejemplo el compostaje. Aunque el valor agronémico de las enmiendas
derivadas de estos residuos es indudable, su uso no deja de estar exento de problemas, que van
desde variabilidad en su composiciéon o grado de madurez, las dificultades para el aporte de
elevadas dosis de enmiendas organicas, o la escasa informacién sobre su correcto uso. Ademas
del uso directo como enmienda agricola, una elevada proporcion de estos subproductos son
valorizados energéticamente, siendo Andalucia lider en generacién de electricidad con biomasa
(Agencia_Andaluza_de_la_Energia, 2009). La biomasa del olivar, tanto la agricola como la
residual de industria, destaca entre los subproductos destinados a valorizacién energética (Bas-
Jiménez, 2011) con un 94% de los orujos destinados a produccién de energia debido al contenido
energético importante de estos subproductos (Agencia_Andaluza_de_la_Energia, 2015).

Aunque la alternativa energética permite reducir el impacto de los residuos procedentes del
sector olivarero, en la Ultima fase de su valorizacién como combustible, se genera un nuevo
residuo, la ceniza, que debe ser gestionado correctamente (Anger et al., 2009). Las cenizas
procedentes de subproductos del olivar contienen un significativo porcentaje de potasio en formas
quimicas solubles, junto con otros nutrientes vegetales que pueden aparecer en formas mas o
menos solubles (fésforo, magnesio, calcio), y por tanto con aprovechamiento como fertilizante
(Vassilev et al., 2013). La presencia de carbono como biochar les confiere también un interés
adicional para el uso agricola. Este tipo de cenizas, por el contrario de las cenizas procedentes de
centrales térmicas de carbdn, no contienen contaminantes tales como metales pesados, por lo
que no existen riesgos ambientales debidos a su utilizacion.

El objetivo de este trabajo es la evaluacion de la efectividad como fertilizante de un compost
basado en cenizas de biomasa de orujillo de aceituna mezcladas con otros subproductos de estas
industrias en un cultivo de sandia.

Tabla 1: Composicion del abono

2. Materiales y métodos organo-mineral con ceniza (C) y del
compost (F)
2.1. Cenizas y compost F C
pH 10,5 11,4
-1
La ceniza utilizada es ceniza volante de una planta MatOrg. gkg 306 227
N-Kj gkg 8,00 2,02

energética en Fuente Piedra (Malaga, Neolectra), donde

-1
se incinera orujillo de aceituna junto con biomasa de i(izg"’) gtg_1 ;3’2 2222
chopo, olivo y pino. La ceniza fue utlizada como C; (éa)O) gkg" 16’7 126
componente (53% en peso) para preparar un abono Mg(MgO) gkg" 350 596
6rgano-mineral (C) que contenia ademas orujo fresco de g mgkg' 0,09 020
aceituna (28%) y un compost maduro de residuos de cr mg kg’ 481 58,0
industrias de aceite de oliva (14%). Este mismo compost  Cu mg kg™ 129 141
maduro (F, Fertiormont ®) fue utilizado como  Ni mg kg 423 538
comparacion en los ensayos. La composicion de ambos  Pb mg kg 106 131
productos se muestra en la Tabla 1. Zn mg kg 60 185

2.2 Descripcion del ensayo

Los productos F y C se utilizaron como fertilizacion de fondo en un cultivo de sandia (Citrullus
lanatus variedad Augusta). El compost F se aplicé a una dosis de 20.000 kg ha™ y el producto C a
una dosis de 10.000 kg ha™'. Aunque la presentacién habitual de estos productos es como pellet,
los productos se aplicaron en forma de polvo para facilitar su mezcla en los 10 cm superiores de
suelo. Se aplico también como comparacion un tratamiento con fertilizacion mineral de KCI a una
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dosis de 348 kg ha” que corresponden a 220 kg K;O ha™ (tratamiento B). En cada linea de
sandias, que estaban separadas entre si 125 cm, los productos se aplicaron en la banda central
de 75 cm de ancho por lo que las dosis reales de los tres productos en esta zona central
corresponden a las indicadas antes multiplicadas por un factor de 1,67. La aplicaciéon de los
productos se realiz6 el 16/05/2016 y el trasplante el dia 31/05/2016. Cada tratamiento se efectud
por cuadruplicado, en parcelas elementales de 5 m? (4 plantas por parcela) cultivando la sandia al
aire libre con acolchado plastico.

2.3 Seguimiento del ensayo

Se determinaron pH y C.E. del suelo (15 cm superiores) a los 39 y 74 dias después de haber
incorporado los productos. Se tomaron muestras foliares para determinar el estado nutricional del
cultivo el 18/07/2016. Se determinaron los nutrientes mediante digestién en microondas e ICP-
OES. Las sandias de cada parcela se recolectaron y pesaron el 10/08/2016 determinandose el
rendimiento. Los valores medios se compararon con el test de Tukey (p<0,05).

3. Resultados y discusion

3.1. Evolucion del suelo
Tabla 2: Evolucién del pH y la C.E. (uS cm-1

En la Tabla 2 se muestran los valores de pH y en extracto 1:2,5) durante el ensayo
C.E. determinados para los 3 tratamientos pH39d C.E.39d pH74d CE.74d
considerados durante el desarrollo del ensayo. Los B 828a 364a 838a 393a
valores de pH y C.E. a los 39 dias no resultaron F 821a 295a 842a 321a

C 828a 537a 8,82b 608a

diferentes entre tratamientos. En cambio, en el
tratamiento C se observé un valor de pH al final del
ensayo, a los 79 dias, mayor que en los otros
tratamientos y mayor que el valor a los 38 dias.
También la C.E. fue mayor en el tratamiento C aunque la diferencia con los otros tratamientos no
resulté estadisticamente significativa. Hay que sefalar que los resultados medios
correspondientes al tratamiento C vienen afectados por una gran dispersion en los valores
individuales correspondientes a cada parcela, por lo que pueden ser indicativos de una falta de
homogeneizacion de los abonos en el suelo al realizar la aplicacién. Hay que sefialar igualmente
que la dosis de C aplicada se habia establecido sobre la base de poder observar los efectos
desfavorables que una posible aplicacion excesiva de este producto pudiera ocasionar y que
multiplicaba por un factor de 10 la dosis de K aplicada en B (de 220 en B a 2192 kg K,O ha™ en C)
y por consiguiente los requerimientos de potasio del cultivo. Los resultados parecen indicar que
ambos productos C y F van disolviéndose durante el desarrollo del cultivo, previsiblemente por
accion del riego, dando lugar a un incremento del pH del suelo en el caso del C por el caracter
alcalino de las cenizas que los constituyen y por su propio pH (Tabla 1).

Valores en cada columna seguidos de la
misma letra no difieren significativamente
segun el test de Tukey (p<0,05)
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3.2. Incidencia en el cultivo y

e Tabla 3: Andlisis foliar en plantas de sandia de los diferentes
en su rendimiento

tratamientos

B F C Ref*
En la tabla 3 se muestra el p gkg' 244 1,54 1,76 2.3
estado nutricional de las plantas K g kg’ 15,2 14,2 20,6 25-35
de sandia segun el andlisis foliar Ca gkg' 62,3 79,1 60,3 25-35
efectuado, Se observa que las Mg gkg' 111 15,5 12,2 6-35
mayores variaciones respecto al B mg kg'l 86 97 88 30-80
tratamiento control B aparecieron ~ Fe mgkg = 303 370 283 100-300
en el contenido de P, algo menor ~ CY mgkg 11,2 87 85 48
en los tratamientos F y C, asi Mn m9 kg_1 30 38 81 60-240
’ Zn mg kg 18 24 19 20-60

como en el contenido de K mayor
en C por su mayor adicion. El
mayor pH de C referido antes no
ocasiono alteraciones nutricionales salvo un ligero menor contenido de P.

*Intervalo de suficiencia segun Mills and Jones (1996)

En la tabla 4 se muestra el rendimiento del cultivo. No se encontraron diferencias significativas
en cuanto al rendimiento total de sandias ni en cuanto al rendimiento en frutos mayores de 4 kg.
Sin embargo, especialmente en el tratamiento C se encontré un menor nimero de sandias por
mata a la par que un mayor peso medio (mas 1,3 kg en C respecto a B). Por tanto, parece que la
fertilizacion con C produce menos sandias pero de mayor peso unitario.

4. Conclusiones

Los resultados del presente estudio indican que la inclusién de cenizas de biomasa como las
consideradas, ricas en potasio, en enmiendas o fertilizantes puede ser ventajosa, ya que se
mantiene la  produccion en

comparacion con la fertilizacion Tabla 4: Rendimiento de frutos de sandia de los diferentes

mineral, sin que se vean tratamientos

desfavorecidos parametros como B F c o
el pH o la conductividad eléctr.ica Rendimiento kgHa' 103 10,0 9.7 0.935
del sue!o incluso con la ap!icamén Frutos/planta 242 233 1o B
de dosis 10 veces superiores a ’ ’

las agronémicas. Aunque no son Pesoffruto kg 52 53 6.5 0.214
resultados concluyentes parece Frutos de mas de 4 kg

que en cultivos exigent?s en Rendimiento kgHa' 88 7.9 8.6 0,905
potasio como la sandia se Frutos/planta 142 133 127

pueden obtener frutos de mayor
tamario aunque manteniéndose la Significacion seglin ANOVA
produccion neta.

Las cenizas de este tipo, a pesar de su indudable valor no estan recogidas en la actualidad
como materias primas para fertilizantes segin la normativa espafiola (Real Decreto 506/2013, de
28 de junio, sobre productos fertilizantes) a pasar de la implantacién cada vez mayor, a nivel tanto
espafiol como andaluz, de instalaciones de valorizacion energética de biomasa y residuos. El
presente estudio puede favorecer que las mismas presenten vias de reutilizacion posibles desde
el punto de vista legal, evitando asi que se conviertan en un residuo que necesariamente deba
tener el vertedero como destino final,
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Resumen

Vermicompost ha sido promovido como una alternativa viable en componente de sustrato en la industria
horticola especialmente en produccion organica y ecoldgica por su alto contenido en nutrientes, capacidad
de retencion de agua y otros beneficios. Este ensayo se realiz6 en invernadero, tipo raspa-amagado, cultivo
organico sin suelo, el manejo de riego fue automatizado y se determiné en funcién de la humedad y CE,
adecuandolo al tipo de sustrato. La fuente principal de nutrientes fue el té de vermicompost, acidos humicos
y extracto de algas. Manejo integrado de plagas solamente con insectos benéficos, no se aplicaron pesticidas
quimicos. El objetivo principal fue determinar los efectos de sustratos organicos en produccion, calibres
comerciales y calidad en un cultivo de melén.; Los tratamientos de sustratos (%v:v) tenian diferentes
porcentajes de vermicompost (20%,40%,60%) y fibra de coco (80%, 60%, 40%). Las plantas que no recibieron
tratamiento fueron usadas como control. Los parametros evaluados fueron: Produccion (kg m™?), calibres
comerciales en fruta; Los parametros de calidad: contenido de solidos solubles (°Brix) y vida de anaquel.
Resultados en este experimento han demostrado que existié diferencia estadisticamente significativa en
produccién y calidad con diferencia estadisticamente significativa al 95% entre las diferentes mezclas de
sustratos.

Palabras clave: Produccion organica en contenedor, t¢ de vermicompost, fibra de coco,
vermicompost

1. Introduccion

La creciente demanda global de alimentos para abastecer el incremento de la poblacién mundial,
sin comprometer los recursos naturales para las futuras generaciones, representa uno de los mayores
retos para la ciencia agricola. La agricultura intensiva ha alcanzado un punto critico donde los
impactos negativos derivados de su actividad estan resultando en un irreversible cambio climatico
global y en pérdidas de muchos ecosistemas (Canellas et al., 2015).

Para evaluar la calidad del compost utilizado como sustrato y fertilizante, es importante
considerar las formas en que el N es suministrado (organico, nitrico, amoniacal) y que los suelos
manejados bajo practicas de campo organicas tienen gran actividad microbial; Utilizando una
mezcla de sustrato de vermicompost con cascara de arroz y fibra de coco, presentd los valores
mas altos en ratio de germinacion, altura de planta, biomasa de planta y la concentracion de P, K,
Ca y Hierro en un cultivo de melén(Cucumis melo L.) (Manh, 2014).

La hipétesis planteada en este estudio de investigacion fue confirmar la viabilidad de vermicompost
y fibra de coco utilizados como sustratos organicos, con un manejo adecuado de la humedad de los
mismos mediante el riego automatizado en base a sensores dieléctricos, minimizar las pérdidas por
lixiviacion y mantener condiciones de humedad éptimas para propiciar la actividad microbial existente
y por ende el incremento de la asimilacién de nutrientes para la planta con el objeto de asegurar una
productividad aceptable, sin recurrir a fertilizantes quimicos convencionales.

2. Materiales y Métodos

Localizacion y caracteristicas del cultivo.

El experimento se realizé en un invernadero tipo Raspa y Amagado, control de clima pasivo
con ventanas cenitales y una superficie de 900 m? localizado en la Finca UAL-ANECOOP. El 4rea
de cultivo fue 288 m? de meldn tipo Galia (Cucumis melo L. var. Reticulatus), cv Brisa (HM
Clause), con una planta por contenedor (de poliestireno, capacidad de 27 L) y una densidad de
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plantacién de 1 planta m®. Se trasplanté el 12 de marzo de 2016, el cultivo fue rastrero la
polinizacién mediante el empleo de abejorros; la cosecha se realizé en un solo corte a los 93 dias
desde el transplante; el control de plagas se realizé segun las normas de produccion ecolégica.

Sustratos empleados.

Los sustratos empleados para la preparacion de las mezclas (tratamientos) del ensayo fueron:
fibra de coco (FC), tamafo de particula 0-12 mm, pH 5.8-6.8, CIC 60-130 mmol., 100g™, CE < 0.7
dS m™, relacién C:N de 80 (Ejiturbas S.L.U.), y vermicompost (V) (% p/p): 2 N, 6 K,0, 32 materia
organica, 18.6 C, y 17.50 acidos humicos y fulvicos (Tecomsa). Antes de realizar las mezclas se
procedié a humedecer la fibra de coco para disminuir su contenido de sales, luego se dejé reposar
durante 10 horas para facilitar el lavado. Posteriormente se elaboraron las mezclas de sustratos
en base a volumen en %; los tratamientos fueron los siguientes: 20%vermicompost + 80%Fibra de
coco (20VBOFC), 40%V + 60%FC (40V60FC) y 60%V + 40%FC (60V40FC).

Manejo de riego y nutricion.

Se establecieron tres sectores de riego segun el porcentaje de mezcla de sustratos, sistema de
riego por goteo con goteros con caudal de 3 L h™. Manejo automatizado del riego mediante la
determinacién de la humedad disponible en el sustrato (Agrosistemas del Sur SL). El parametro
de decisién para el inicio de cada riego se establecié en un rango de 24-28% de contenido de
humedad del sustrato. El programa de nutricién tuvo como fuente principal de nutrientes el té de
vermicompost procedente de residuos vegetales horticolas (Gonzales, 2013). El control de pH en
agua de riego se realizd mediante vinagre de vino (acido acético) para mantener pH a 5.5 — 6.5.

La metodologia que se utilizé para la toma de muestra para el analisis de savia fue la
recomendada por Cadahia (2008), se iniciaba con la recoleccion de 30 peciolos completos de la
quinta hoja en los tallos primarios, hoja sana y con fotosintesis activa, estos peciolos se
maceraron hasta quedar completamente molidos en forma pastosa, luego se filir6 y se extrajo
mediante presion la savia liquida para ser analizada.

Parametros evaluados.

-Parametro de fertirriego y nutricionales: Porcentaje de drenaje, y volumen drenaje y riego
(gotero de control), CE y pH, y la concentracion de los principales cationes y aniones en drenajes
y riego (Multi-lon NT sensors). Y concentracion de los principales cationes y aniones en savia.

-Produccion total y comercial, calidad y vida de anaquel: se pesé toda la produccién por planta
de cada una de las cuatro repeticiones por tratamiento, La produccion comercial se establecié en
base a los rangos de peso y diametro de cada fruto.

-Para valorar la calidad se determin6 el contenido total en soélidos solubles (°Brix); la vida de
anaquel en funcién al porcentaje de fruta con calidad aceptable a los 22 dias almacenamiento a 4°C.

-El analisis estadistico se realizd6 con Statgraphics Centurion XVI, mediante el analisis de la
varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion de medias se utiliz6 el LSD (Diferencia significativa
minima) de Fisher.

3. Resultados y Discusion

Analisis nutricionales en savia y drenajes

La tabla 1 presenta la concentracion de nutrientes en drenajes segln tratamientos. El
tratamiento con mayor cantidad de vermicompost (60V40FC) presentdé diferencias
estadisticamente significativas para Ca, Mg, K, Cl y CE en drenaje. En cuanto a nitratos y amonio
no se present6 diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos. Los niveles de P
siempre se mantuvieron estables en 0.5 mmol L™ en gotero de control, asimismo el nivel de pH se
mantenia en un rango de 6.5 — 7.5 (datos no mostrados).
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Tabla 1. Andlisis de nutrientes y CE en drenajes, letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas al 95% (LSD Fisher™) a nivel de sustrato para cada nutriente y CE.

Sustrato Calcio Nitrato Amonio Magnesio Potasio Cloruro Sodio CE
(mmol (mmol (mmol (mmol (mmol (mmol (mmol (dsm™
LY L-1) LY L™ L™ LY LY
20V80FC 6.37c 4.922 0.46a 0.99¢ 4.57b 6.06¢ 6.92c 3.06b
40V60FC 11.66b  2.94a 0.48a 1.78b 6.50a 8.94b 10.25b  3.96ab
60V40FC 19.66a 5.55a 0.77a 2.682 8.72a 11.67a 11.40a 4.74a

"CE = Conductividad eléctrica. *LSD (Diferencia significativa minima), Test de comparacién de medias de Fisher.

En la tabla 2 se presentan los resultados de andlisis de savia a nivel de sustrato, solamente se
presenté diferencia estadisticamente significativa entre la concentracién de amonio (NH,), cloruros
y sodio segun el tipo de sustrato empleado. Los tratamientos 60V40FC y 40V60FC generaron
mayor nivel de concentracién (mmol L) en cloruros y amonio, mientras que el tratamiento con
mayor cantidad de fibra de coco (20V80FC) presento la mayor concentracién de sodio en la savia.

Tabla 2. Analisis de nutrientes en savia, letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas al 95% (LSD Fisher') para cada nutriente a nivel sustrato.

Sustrato Calcio Nitrato Amonio Magnesio Potasio Cloruro Sodio
(mmol L (mmol (mmol (mmol (mmol (mmol (mmol
h) L-1) L) L") LY L") L)
20V80FC 479.65a  695.85a 120.89b 100.90a 1890.65a 8138.96c  321.39b
40V60FC 434.63a  719.25a 140.68a 80.21a 2080.85a 9924.65b  256.62a
60V40FC 547.30a  645.85a 140.26a 103.10a 2158.63a 12116.30a  274.54a

TLSD (Diferencia significativa minima) Test de comparacién de medias de Fisher.

Produccion

La tabla 3 presenta los resultados obtenidos en rendimiento promedio (kg m®) y calibres
comerciales (%) por tratamiento. Existié diferencia estadisticamente significativa al 95% a nivel de
sustrato sobresaliendo 60V40FC con 5.20 kg m™?; el mayor porcentaje de calibres comerciales
se obtuvo en 20V80FC con 54.9%. Lo anterior coincide en que sustratos con mayor cantidad de
vermicompost (40V60FC y 60V40FC) presentan mayor riqueza nutricional (Mahn, 2014), pero
éstos sustratos a su vez presentan mayores niveles de salinidad (CE 20V80FC 3.06 dS m™, CE
B60V40FC 4.74 dS m™) que influyen directamente el tamafio y sabor de la fruta (Zulkarami, 2010).

Tabla 3. Produccion total y comercial a nivel de factor sustrato, letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas al 95% (LSD Fisher®) entre cada nivel de sustrato.

Sustrato Produccién ES  Produccién comercial ES
total (kg m?) (Kg m?

20V'80FC? 4612 0.17 2.53b 0.20

40V60FC 5.17b 0.17 2.20ab 0.20

60V40FC 5.20b 0.17 1.85a 0.20

T porcentajes de vermicompost; © porcentajes de fibra de coco; ° error estandar de cada media
8 LSD (Diferencia significativa minima) Test de medias de Fisher. ES error estandar.
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Calidad

La tabla 4 presenta los resultados de solidos solubles obtenidos a nivel de sustrato para cada
tratamiento en °Brix y el porcentaje de fruta con cualidades 6ptimas para consumo a los 22 dias
después de la cosecha (vida de anaquel). Existié diferencia estadisticamente significativa al 95%
entre los tres tratamientos de sustrato en °Brix sobresaliendo el 20V80FC, se ha comprobado que
existe relacion entre sodio y °Brix, por lo cual se puede relacionar el mayor nivel de °Brix a la
mayor concentracion de sodio en savia que present6 este sustrato (Sato, 2006). En la vida de
anaquel no se presentaron diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 4 Contenido en sélidos solubles (°Brix) y porcentaje de vida de anaquel a nivel de factor
sustrato, diferencias estadisticamente significativas al 95.0%, LSD' de Fisher.

Sustrato Sélidos solubles ES Vida de Anaquel ES
(°Brix) (%)

20V80FC 13.51a 0.23 85a 0.05

40V60FC 12.26b 0.23 80a 0.05

60V40FC 11.09c 0.23 80a 0.05

'LSD (Diferencia significativa minima) Test de medias de Fisher. ES error estandar.
4. Conclusion

Existen diferencias estadisticamente significativas entre la produccion y la calidad de los frutos
en funcién de la proporcion de mezcla de sustratos organicos utilizados como medio de cultivo y
fuente de nutrientes en un cultivo de melén. La mayor produccion estadisticamente significativa al
95% se obtuvo en el sustrato que contenia mayor porcentaje de vermicompost en volumen
(60V40FC), lo cual esta ligado a la mayor concentracién de nutrientes que provee el vermicompost
segun se desprende de los andlisis de savia.

En sistemas de produccién en los que el aporte de nutrientes se realice mediante los aportes
del sustrato organico es conveniente que el manejo del riego se determine mediante sondas de
control de humedad, control diario de drenajes y analisis de savia, como herramientas
fundamentales para asegurar el mayor aprovechamiento de los nutrientes contenidos en los
sustratos, reducir las pérdidas de nutrientes que son lixiviados y mejorar el retorno econémico.
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EFECTO DE UN LODO DE DEPURADORA COMPOSTADO COMO
ENMIENDA PARA LA PRODUCCION DE Arundo donax L, CON FINES
AGROENERGETICOS.

Cano-Ruiz J, Plaza A, Guerrero A.M, Diez-Pascual S, Pinilla P, Mauri P.V, Lobo M.C.

IMIDRA, Finca “El Encin” A-2 Km 38,2. 28800 Alcala de Henares (Spain).

Resumen: En las Ultimas décadas, las politicas ambientales apoyan el incremento de las fuentes de
energia renovables. En este sentido, la biomasa a partir de cultivos no alimenticios es una buena alternativa
que se considera neutra en emisiones de CO, en comparacion con fuentes fésiles. A fin de evitar la
competencia con cultivos alimenticios, los cultivos agroenergéticos se implantan en suelos pobres en
materia organica y nutrientes. En estos casos, la utilizacién de lodos como fuente de materia organica
supone una estrategia sostenible para recuperar la fertilidad de los suelos y mejorar la producciéon de los
cultivos. El objetivo del estudio se centré en la utilizaciéon de lodos de depuradora compostados con restos
de poda (50t.ha”) como enmienda para la produccion de Arundo donax L en un suelo calizo. Se utilizaron
parcelas experimentales (5x10m) con un disefio de bloques al azar. Los resultados se compararon con
parcelas control sin tratamiento. En el segundo ciclo de cultivo, se evalué la produccién de biomasa y el
poder calorifico del cultivo de Arundo; asi como el efecto de las enmiendas sobre las caracteristicas fisico-
quimicas y biolégicas del suelo, analizando la influencia del compost en las fracciones de materia organica.
Las parcelas tratadas obtuvieron mayores valores de produccién, siendo la capacidad calorifica de las
plantas significativamente superior. En relacion al efecto de la enmienda sobre las caracteristicas del suelo,
se observaron significativos incrementos en los valores de materia orgénica oxidable, asi como en el
contenido de acidos humicos en relacién al suelo control.

Palabras clave: enmienda, respiracién bacteriana, materia orgénica, capacidad calorifica, produccion

1. Introduccion.

En la actualidad, se promueve el uso de cultivos de alto rendimiento en biomasa no alimentaria
para contribuir al cambio en las politicas de energias renovables en todo el mundo. Los cultivos
energéticos requieren plantas de rapido crecimiento para la produccion de energia 0 como materia
prima para la produccion de otros materiales combustibles (Plaza y col., 2014; Lag-Brotons y col.,
2014). En ese sentido, la utilizacion energética supone la necesidad de disponer de producciones
constantes y de alta biomasa, lo que puede dar lugar a la pérdida de fertilidad de suelos agricolas.
El uso de lodos de depuradora tratados como enmienda se ha demostrado como una préactica
eficaz para aumentar los contenidos en materia organica y nutrientes en los suelos (Lobo y col.,
2012) habiéndose incrementado su utilizaciéon en los ultimos afios en los suelos mediterraneos
con baja fertilidad. En concreto, su uso para aumentar la produccion de cultivos energéticos
representa una adecuada alternativa que incrementa la biomasa de estos cultivos usando suelos
degradados sin que exista competencia por el uso del suelo con cultivos alimentarios (Lag-Brotons
y col., 2014), y evitando el potencial riesgo de transferencia de metales procedentes del lodo a la
planta cuando no se aplican dosis racionales en funcion del tipo de suelo y cultivo (Pérez y col.,
2016). Arundo donax L. es una planta de origen mediterraneo, perteneciente a la familia de las
gramineas, cuyo rapido crecimiento y su alta productividad la hacen iddnea para la produccién de
biomasa (Lewandosky y col., 2003; Angelini y col., 2005). Estudios previos han mostrado como el
incremento de materia organica en el suelo, mejora la produccién de este cultivo energético (Plaza
y col., 2015, Cano-Ruiz y col., 2016). El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de una
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enmienda a partir de lodo compostado con restos de poda en la produccion y capacidad calorifica
de un cultivo de Arundo Donax, asi como su influencia en la fertilidad del suelo valorando el
impacto en las diferentes fracciones de la materia organica.

2. Material y métodos

2.1. Materiales

Se realiz6 un ensayo en parcelas experimentales (5x10m) en un suelo franco-arcilloso en Alcala
de Henares (Madrid), utilizando un disefio de bloques al azar, con 4 parcelas por tratamiento.
Como enmienda organica se aplicaron lodos compostados con restos de poda a la dosis de 50
t/ha, utilizando parcelas control sin tratamiento. Las caracteristicas del suelo y la enmienda se
muestran en la tabla 1. La aplicacién del residuo se llevo a cabo con un remolque distribuidor de
estiércol. Posteriormente se incorporé en los 30 primeros centimetros del perfil utilizando un
rotavator. Tres meses después de la incorporacion se procedid a la plantacion de rizomas
comerciales de Arundo (36 plantas por parcela) aplicando riego por goteo (6000m®ha”). En el
segundo ciclo de cultivo, se cosecharon las plantas a fin de evaluar la produccién de biomasa y el
poder calorifico del cultivo de Arundo; asimismo se tomaron muestras de suelo para determinar el
efecto de la enmienda sobre su fertilidad.

Tabla 1. Caracteristicas del suelo y compost (CP) utilizados en el experimento.

Nutrientes asimilables Metales/metaloides totales
(mg kg™) (mg kg™)

CE MO N

PH dsm’ % %

P Ca Mg Na K Ni Pb Cd Cu Cr As Zn

Suelo 89 02 12 0,1 21 3954 450 30 268 14 23 06 18 26 18 55

cpP 75 29 225 16 288 4705 883 352 2034 33 78 04 170 248 56 1602

2.2. Metodologia analitica

Las muestras de suelo (0-30 cm) se secaron al aire y se tamizaron previamente al andlisis. Las
caracteristicas quimicas del suelo y el compost fueron determinadas de acuerdo con MAPA
(1994). La materia organica soluble y las fracciones humicas se valoraron segun Chantigni y col.
(1999) y Swift, (1996) respectivamente. El nitrdgeno amoniacal y nitrico se determino mediante el
método de Brenmer (1965). Los metales pesados se determinaron por Espectrofotometria de
Absorcion atémica (AA240FS, y AA240 Varian) después de un tratamiento &cido en un sistema de
digestion por microondas (Anton Paar). La actividad biolégica se determin6 a partir de medidas de
respiracion segun el método de Fernandez y col. (2004) en un equipo pTrac4200 (SY-
LAB,GmbH). El poder calorifico (HHV) fue evaluado a partir de muestras de material vegetal
molidas a 0,5mm, de acuerdo con UNE-EN 14918. Se utiliz6 un calorimetro (LECO AC-350). La
producciéon de biomasa se evalué determinando el peso seco de las plantas cosechadas en el
segundo ciclo de cultivo. Los datos obtenidos fueron analizados con el programa IBM SPSS 21.
Se comprobd la normalidad con los test de Kolmogrov Sminorv y Shapiro Wilk; y la homogeneidad
de varianzas con el test de Levene. Las variables que cumplian ambos criterios fueron analizadas
utilizando un test ANOVA.
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3. Resultados y discusion.

Los datos de produccién mostrados en la tabla 2 presentan incrementos del 70% respecto al
control en la biomasa de las plantas obtenidas en las parcelas tratadas con compost. El poder
calorifico aumenta ligeramente en las muestras procedentes de las parcelas CP, siendo el
computo global de poder calorifico por area cultivada significativamente mayor en las parcelas
tratadas con el compost. Ensayos realizados con girasol encontraron importantes rendimientos por
la aplicacién de compost asi como ligeros incrementos en la capacidad calorifica de las plantas
(Plazay col., 2014).

Tabla 2: Produccién en peso seco; poder calorifico por gramo (HHV), poder calorifico por ha.

Produccion HHV Poder calorifico
(kg-m™) (Ki-g™) (Kj-ha™)
T 8183+2409a 18,81+0,27a 154,04+2,2a
CP  13920+4887b 19,06+0,05a 265,0+1,8b

Distintas letras indican diferencias significativas al 0,01.

Dos afnos después de la aplicacion de la enmienda, se observa en el suelo una significativa
disminucioén del pH, un ligero incremento de la conductividad eléctrica, y mayores contenidos en
nutrientes, fundamentalmente nitrégeno y fésforo como se puede observar en la tabla 3. Los
contenidos en metales en el suelo se encuentran por debajo de los limites legislativos (datos no
mostrados).

Tabla 3. Caracteristicas del suelo en las parcelas 2 afios despues de la aplicacion de la enmienda (CP)

pH CE co.” N Ca Mg Na K P
dS/m % % mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Control  8,55+0,15 0,20£0,02 16,35+1,52 0,08+0,01 29154106 39630 60+27 201+33 43+10
CP 8,24+0,12 0,28+0,06 17,77+1,80 0,12+0,02 3092+163 354+37 64126 290+114 68+12
Sig. * * * * * * NS * *

(*): Diferencias significativas al 0,01 marcadas. NS: no presenta diferencias significativas.

El efecto de la enmienda sobre la materia organica del suelo se presenta en la Fig.1. La materia
organica oxidable aumenté de manera significativa en los tratamientos CP, mostrando
incrementos superiores al 50%. Sin embargo, los incrementos que se observan en los contenidos
de la materia orgénica soluble no fueron estadisticamente significativos. Los valores de
fraccionamiento de nitrogeno (Fig. 2), muestran un significativo aporte del compost en las formas
amoniacales de N, incluso dos afos después de la aplicacion, efecto debido a la degradacion de
la materia organica del compost a lo largo del tiempo, que esta fundamentalmente compuesta por
materia organica soluble, que se mineraliza relativamente rapido (Usmany col., 2012).
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Fig. 1. Materia organica oxidable y soluble Fig. 2. Fraccionamiento del N en el suelo.
Distintas letras indican diferencias significativas al 0,01.

Asimismo, como se muestra en la Fig. 3, se observé un significativo incremento en el suelo tratado
en sustancias de tipo himico, presentando porcentajes superiores al 50% en carbono del extracto
humico (C-EHT) siendo las fracciones mayoritarias las correspondientes al C de &cidos humicos
(C-AH). En relacién con la respiracion bacteriana, en la Fig. 4 se observa que la aplicacién de la
enmienda supone un incremento en los valores de CO; lo que se traduce en una mayor actividad
biolégica que favorece un adecuado habitat para los microorganismos del suelo y por
consecuencia estimula la produccion vegetal (Bastida y col., 2008, Lobo y col., 2012).

a HCEHT

g B LCAH
015

Fig. 3. Fraccionamiento de materia organica. Fig. 4. Respiracion en el suelo.
Distintas letras indican diferencias significativas al 0,01.

4. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que el aporte de este tipo de compost a
partir de lodos incrementa las producciones de Arundo y su capacidad calorifica. Al mismo tiempo,
ha repercutido favorablemente en la calidad del suelo suministrando nutrientes, asi como
aportando materia organica de tipo humico que contribuye a la recuperacion de la fertilidad tanto
fisico-quimica como biolégica del suelo dos afos después de la aplicacién de la enmienda. En
este sentido, la aplicacion de una dosis optima de compost representa una adecuada estrategia
para la gestion de estos materiales con el fin de mejorar las producciones de un cultivo
agroenergético como el Arundo.
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EFECTO DEL COMPOST DE LODO DE DEPURADORA EN LA
FITORRECUPERACION ASISTIDA DE UN SUELO CONTAMINADO POR
ARSENICO.

Gil-Diaz M, Jian K, Gonzalez H, Alonso J, Pinilla P, Gonzalez A, Lobo M.C.

IMIDRA. Finca “El Encin”, A-2, km 38,2 28800 Alcala de Henares (Madrid)
carmen.lobo@madrid.org

Resumen: Los procesos de fitorrecuperaciéon de suelos contaminados con metales/metaloides que
combinan el uso de plantas y enmiendas organicas pueden suponer una alternativa sostenible ya que la
enmienda mejora la fertilidad del suelo y favorece al mismo tiempo los procesos de inmovilizacién de los
contaminantes. El objeto del estudio se centra en la evaluacion de la eficacia de un compost procedente del
tratamiento de lodos de depuradora con restos de poda en la inmovilizacion de arsénico (As) en un suelo
contaminado utilizando plantas de trigo y cebada. Se realizé un ensayo en invernadero utilizando plantas de
trigo (var.Albares) y cebada (var. Pedrezuela) cultivadas en un suelo alcalino contaminado con As a dos
dosis (As-t1=40 mg.kg" y As-t2=80 mg.kg"), para evaluar su capacidad fitorrecuperadora. A su vez, se
estudié la influencia en el proceso de la aplicacion de compost al suelo (40 t/ha). Los resultados obtenidos
mostraron el diferente comportamiento de las plantas ensayadas, observandose una mayor tolerancia al
contaminante en el trigo que en la cebada, presentando esta Ultima un menor desarrollo que en el suelo
control. La aplicacién del compost disminuyd la fraccién de As biodisponible del suelo antes del trasplante,
tras la cosecha los valores fueron significativamente inferiores. Las plantas acumularon el contaminante
preferentemente en la raiz, no observandose diferencias por efecto del compost en el trigo. Sin embargo, en
el caso de la cebada, los tratamientos con compost indujeron una mayor translocacién del contaminante a la
parte aérea de la planta.

Palabras clave: cebada, trigo, disponibilidad, materia organica, tolerancia.

1.- Introduccion.

La contaminacion del suelo por metales y metaloides es un problema a nivel mundial que requiere
soluciones efectivas y abordables (Nascimento y Xing, 2006). Aunque la legislacion esta referida a
la concentracion total del contaminante en el suelo, este dato supone una informacién limitada
sobre el riesgo de toxicidad del suelo. La concentracion de contaminante en la fraccién
biodisponible, accesible para plantas y microorganismos, es una medida mas directa de la
peligrosidad de ese elemento en el suelo. En los Ultimos afos la gestién de compost se ha dirigido
a ensayos de investigacion en revegetacion o remediacion de suelos con metales pesados, donde
se utilizan solos 0 combinados con otro tipo de tratamiento (Beesley y Dickinson, 2010). En estos
casos, la estabilizacion de los contaminantes se consigue mediante una combinacion de la
actividad radicular de las plantas y su microflora asociada con la adiciéon de enmiendas al suelo, lo
que promueve la formacion de complejos metdlicos insolubles que reducen su movilidad y
disponibilidad biolégica (Vangronsveld y col., 1991; Berti y Cunningham, 2000; Lothenbach y col.,
1998). En este sentido la utilizacién de enmiendas organicas puede favorecer los procesos de
fitorrecuperacién de suelos contaminados por metales. El arsénico (As) es un metaloide altamente
téxico para la biota y provoca efectos crénicos toxicolégicos y cancerigenos para la salud humana
(Zhang y Selim, 2008), por lo que la recuperacioén de emplazamientos contaminados con As es de
gran interés a nivel mundial. La movilidad de As en suelo esta principalmente controlada por
procesos de adsorcion/desorcion y co-precipitacion con 6xidos de hierro (Bauer y Blodau, 2006).
El papel de la materia organica sobre el As del suelo esta todavia en discusion, en algunos
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estudios su aplicacién ha conseguido disminuir la movilidad de As (Gadepalle y col., 2007), pero
en otros se ha observado una liberacion de As después de la aplicacién de compost, obteniendo
una alta correlacién entre carbono soluble y As biodisponible en suelos (Mench y col., 2003;
Clemente y col., 2008). El objeto de este estudio es evaluar el efecto de la aplicacién de un
compost de lodo de depuradora sobre la fitorrecuperacion de un suelo contaminado con As y
cultivado con trigo o cebada.

2.-Material y Métodos.

2.1.-Materiales.

Se realiz6 un ensayo en invernadero cultivando plantas de cebada Pedrezuela y trigo Albares
sobre un suelo agricola de textura franco arcillosa que se contaminé con As a diferentes dosis. Se
evalud la influencia de la adicién de materia organica al suelo en la disponibilidad de As y en el
desarrollo de la planta. Como materia organica se utilizd6 un compost obtenido a partir de lodo de
depuradora y restos de poda (CP). Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo y del CP se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas del suelo y compost utilizados en el experimento.

Nutrientes disponibles Metales/metaloides totales
(mg kg™ (mg kg™
CE MO N .
pH dS % % P Ca Mg Na K Ni Pb Cd Cu Cr As Zn
-1 o o
m

Suelo 82 03 15 01 21 3954 450 30 268 14 23 06 18 26 18 55
CcpP 75 29 225 16 288 4705 883 352 2034 33 78 04 170 248 56 1602

2.2. -Metodologia.

El suelo, previamente secado al aire y tamizado (<5 mm), se distribuyé en macetas de ceramica
de 4 litros. Seguidamente, se contamind con As a partir de la sal Na,HAsO,+7H,0O a dos dosis, 40
mg kg™ (As-t1) y 80 mg kg™ (As-t2). Después de 30 dias, se aplicé el CP arazén de 40t ha™ a las
macetas correspondientes. Los tratamientos se han denominado: C (control), As-t1, As-t2, As-t1-
CP, As-t2-CP. La contaminacién se dejé consolidar durante 50 dias, antes de trasplantar dos
plantas por maceta (10 macetas por tratamiento). Las caracteristicas del suelo se determinaron de
acuerdo con MAPA (1994). El As total se determiné con un Espectrofotdmetro de Absorcién
atomica con camara de grafito (AA240Z, Varian) tras digestién en medio acido en microondas
(Multiwave 3000, AntonPaarGmbH). El As biodisponible se determind por extraccién con DTPA
(Lindsay y Norwell, 1978). Al final del ciclo de cultivo, se cortaron las espigas, y el resto de la
planta a nivel del suelo para obtener el peso seco de la parte aérea. Las raices de cada planta se
lavaron y secaron en estufa a 80° para determinar el peso seco.

3.- Resultados y Discusion.

La concentracién de As disponible antes del trasplante (M1), mostré un efecto significativo de la
enmienda en la inmovilizacion del As, sobre todo en la dosis alta de As (Figura 1).

326 V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje



5 REGes

CEBADA TRIGO
b b

a_a a2 b b

M M2 M1 M2

DAstl OAstlCP BAst2 MAst2-CP OAstl DAstl-CP BAs NAs2-CP

Figura 1. Contenido de As extraible por DTPA en los suelos de los diferentes tratamientos antes del
trasplante (M1) y después de la cosecha (M2). Distintas letras indican diferencias significativas (p<0,05, test
de Duncan).

Al final del ciclo de cultivo, los valores de As extraido con DTPA fueron significativamente menores
a los iniciales probablemente debido a procesos de inmovilizaciéon en suelo y a la absorcion de las
plantas durante el ciclo de cultivo, no observandose ningun efecto en los tratamientos con CP.

En general, las plantas de cebada y trigo cultivadas en el suelo contaminado con As presentaron
un menor crecimiento y una menor biomasa que las plantas de suelo sin contaminar. Este efecto
fue mas acusado a la dosis alta, especialmente, en la cebada (Figura 2).
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Figura 2. Biomasa de parte aérea (PA) y raiz de cebada y trigo en los diferentes tratamientos. Distintas
letras indican diferencias significativas (p<0,05, test de Duncan).

La reduccién del crecimiento por efecto de metales/metaloides ha sido observada por diversos
autores en cultivos de trigo o cebada (Zhang y col.,, 2009, Gonzéalez y col., 2015). En las
condiciones del ensayo, la aplicacion de CP al suelo no indujo efecto significativo en el desarrollo
de las plantas de trigo, mientras que provocé una disminucion en el crecimiento en el caso de las
plantas de cebada. En este sentido, la disminucién de la biomasa de la parte aérea respecto al
control fue, para la cebada, un 42 y 66% para los tratamientos t1 y t1-CP, y para las plantas de
trigo del 23 y 28%, respectivamente. En la Figura 3 se observa el aspecto de las plantas al final
del ciclo vegetativo.

Figura 3.- Plantas de cebada (A) y Trigo (B) en los diferentes tratamientos al final del cultivo. De izquierda a
derecha: Control, As-t1, As-t2, As-t1-CP, As-t2-CP.
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En ambos cultivos, el As se acumula preferentemente en la raiz de las plantas (Tabla 2). En los
suelos contaminados con As a ambas dosis se observé una mayor translocacion en el trigo que en
la cebada. La aplicacion de la enmienda supone un diferente comportamiento, aumentando en la
cebada los porcentajes de translocacion hasta el 90% en el caso del t1-CP. Los microorganismos
de la rizosfera estan condicionados por las caracteristicas del suelo y por la planta y afectan a la
movilidad y biodisponibilidad de los contaminantes. La materia organica del CP puede favorecer el
desarrollo de poblaciones microbianas en la rizosfera de las plantas que faciliten la translocacién
del contaminante. Este efecto se observo en la cebada, pero no en el trigo debido probablemente
a las diferencias en la microbiota de cada especie condicionada por sus exudados radiculares
(Costa y col., 2006).

Tabla 2. Concentraciones medias de As en las distintas partes de las plantas de trigo y cebada. indice de
translocacion (IT=[As]pa/[AS];ai)- Distintas letras indican diferencias significativas (p<0,05, test de Duncan).

CEBADA TRIGO
Raiz P.aérea Grano IT Raiz P.aérea Grano IT
As-t1 40,74b 4,90a 0,16a 0,12 31,75a  10,08a 0,25a 0,32
As-t1-CP 22,60a 20,40b 1,08b 0,90 41,02ab 12,77ab  0,40bc 0,31
As-t2 51,65b 7,11a 0,20a 0,14 60,31bc 17,21c 0,29ab 0,28
As-t2-CP 31,22a 14,77b 1,13b 0,47 50,64b 14,24bc 0,46¢ 0,28

4.- Conclusiones.

Ambas especies fueron tolerantes a las dosis ensayadas completando su ciclo vegetativo. La
cebada mostré mayor reduccién de biomasa respecto al control, especialmente en presencia de
CP. El As se acumul6 principalmente en la raiz, aumentando su translocacién a la parte aérea en
los tratamientos con CP. En cambio, el desarrollo del trigo se vio menos afectado por la adicion de
CP al suelo. Ambas especies podrian ser utilizadas para la estabilizacion de As en suelos con
concentraciones inferiores a 80 mg kg™. En el caso de la cebada la aplicacién de una enmienda
organica favoreceria la translocacion del contaminante a la parte aérea.
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Resumen: El biochar (B) es un subproducto de la pirdlisis para la produccién de bio-energia a partir de
materiales organicos. Vermicompost (V) es un producto derivado de la degradacion biolégica acelerada de
residuos organicos por lombrices de tierra y microorganismos. La produccién de plantas en contenedores en
floricultura utiliza principalmente sustratos como la turba. La preocupaciéon medioambiental por el drenaje de
las turberas ha hecho que aumente el interés por buscar productos complementarios que la puedan
sustituir. Asi, se evalu6 la idoneidad de mezclas de By V como sustitutos parciales de sustratos de cultivo
basados en turba para la produccion de dos especies ornamentales: geranio (Pelargonium peltatum) y
petunia (Petunia hybrida). Se caracterizaron los sustratos por sus propiedades fisicas y quimicas, se midié
el crecimiento de las plantas y la produccién de flores y, durante el cultivo, se evaluaron parametros
fisiolégicos. Los resultados mostraron que es posible producir plantas de estas dos especies con calidad
comercial en contenedores utilizando sustratos basados en turba a los que se afiada B y/o V. Las plantas en
estas nuevas mezclas de sustrato mostraron una respuesta fisiolégica similar, o mejor en el caso de
crecimiento, al de las cultivadas en un sustrato a base de turba. Asimismo, ciertas mezclas de By V
mejoraron la humectacion del sustrato durante periodos de falta de riego. Estos resultados demuestran que
es posible reducir el uso de turba (entre el 14 % y el 42 %) en la produccién de plantas ornamentales en
contenedor.

Palabras clave: compost / complementos de sustrato / Petunia/ Pelargonium / huella de carbono.

1. Introduccion

El cultivo de plantas en vivero utiliza principalmente sustratos sin suelo. Alrededor de 11
millones de toneladas de turba se utilizan anualmente para fines horticolas en el mundo (U.S.G.S.,
2013), por sus caracteristicas fisicas estables y su alta capacidad de intercambio de nutrientes.
Sin embargo, cada vez hay mas debate a nivel medioambiental sobre su uso, por ser considerada
un recurso no renovable (Keddy, 2010). En consecuencia, es de interés evaluar el potencial
reemplazo de la turba con otros sustratos. El biochar (B) es una enmienda organica que se puede
utilizar como sustituto de la turba. Se define como un subproducto de la tecnologia de pirdlisis C-
negativa para la produccion de bio-energia a partir de materiales organicos, bajo exclusion
completa o parcial de oxigeno y basada en la captura de los gases emitidos por la
descomposicion térmica de materiales organicos (Lehmann, 2007). El biochar producido de este
modo no se aprovecha energéticamente, sino que se utiliza como enmienda del suelo para
aumentar la retencion de agua y nutrientes, bajar la densidad aparente y mejorar el pH (Laird,
2008), mejorando sus efectos cuando se une con compost en el medio de cultivo (Schmidt y col.,
2014). Sin embargo, son escasos los resultados de la investigacion sobre los efectos de B
mezclado con compost o vermicompost (V) en sustratos utilizados en la floricultura. Tampoco se
han encontrado estudios sobre respuestas fisioldégicas de las plantas cuando se producen con By
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V como sustitutos parciales de la turba. Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio es
analizar los efectos de By V, afadidos en diferentes proporciones a un sustrato estandar basado
en turba utilizado para la produccion de petunia (Petunia hybrida) y geranio (Pelargonium
peltatum), sobre el crecimiento, la produccién de flores y la reaccion fisiolégica a las condiciones
de cultivo. El experimento esta disefiado para probar la hipétesis de que es posible producir
plantas de estas especies con similares/mejores caracteristicas fisiologicas, al tiempo que se
reduce el uso de sustratos procedentes de fuentes no renovables.

2. Material y Métodos

El biochar (B) [Soil Reef Pure 02, Biochar Solutions Inc.] procedié de la pirélisis de la madera
del Pinus monticola a alta temperatura (600-800 °C). El vermicompost (V) [Black Diamond] se
preparé a partir de estiércol de vacuno. Ambos materiales se utilizaron como enmiendas organicas
para reemplazar parcialmente al sustrato habitual (S) [Farfard 3B, de SunGro Horticulture
Distribution Inc., con un 50 % de turba y proporciones no especificadas de corteza, perlita,
vermiculita, caliza dolomitica y un agente humectante] al que, a su vez, se afiadié un fertilizante de
liberacién lenta (Scotts Osmocote 15-9-12, 5,9 g L™). En los ensayos se utilizaron dos especies
ornamentales: Petunia x hybrida y Pelargonium peltatum. Los tratamientos elegidos en este
trabajo se basaron en un estudio preliminar en el que se ensayaron 24 mezclas diferentes. Se
escogieron por su buen comportamiento 5 mezclas distintas de S, By V para cada especie mas
un tratamiento testigo (100-0-0) (Tabla 1). Tres de los tratamientos estudiados fueron comunes
para las dos especies.

S V-B

Petunia Pelargonium
100-0-0 100-0-0
86-10-4 86-10-4
68-20-12 68-20-12
82-10-8 88-0-12
78-10-12 70-30-0
58-30-12 66-30-4

Tabla 1. Proporcion (% de volumen) de sustrato basado en turba (S), vermicompost (V) y biochar (B) en la
mezcla de sustrato.

Los contenedores utilizados (15,4 cm de didmetro, 800 cm®), se distribuyeron en un disefio de
5 bloques al azar para cada uno de las dos especies y 6 plantas por especie y bloque. El
experimento se llev6 a cabo en los invernaderos del Departamento de Horticultura y Ciencia de los
Cultivos de la OSU y se siguieron los protocolos habituales de propagacién de petunia y geranio.
Al inicio del experimento, para los sustratos, se determiné la densidad aparente (Bd), la capacidad
del contenedor (Cc), la porosidad total (PT) y el espacio de aire (As) (Fonteno y Bilderback, 1993).
La conductividad eléctrica (CE) y el pH se determinaron usando un extracto acuoso 1:6
(Ansorena, 1994). Al final del periodo de crecimiento, de 21 semanas, se midié el peso seco de la
parte aérea (SDW) y el nimero de flores. La transpiracion cuticular (CT) se evalué mediante el
método de Quisenberry y col. (1982), trazando las curvas descendentes del proceso de
transpiracion. Se evalué el crecimiento potencial de la raiz (RGP) segun Ritchie (1985). Para ello,
se trasplantaron las plantas, con el cepellén intacto, a contenedores mayores (28,32 cm de
diametro) rellenos con perlita. Al cabo de 8 semanas se pesaron las nuevas raices, crecidas fuera
del cepellon original, una vez lavadas y secadas en estufa a 70 °C.
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Se evalud la resistencia al frio mediante la prueba FIEL (Freeze-induced electrolyte leakage)
(Landis y col., 2010). Para ello, se sometieron muestras de hojas a temperaturas naturales de
congelacion al aire libre (-6,7 °C). Luego se colocaron en agua desionizada y los electrolitos que
se desprendieron de las células dafiadas aumentaron la CE del agua. Este aumento relativo de la
CE (RC) fue una medida de la cantidad de lesién sufrida por el frio. También se midi6 la
humectacion del sustrato (SH) al dejar de recibir agua de riego las macetas durante un ensayo de
estrés hidrico, mediante una sonda de humedad [ThetaProbe, Delta T]. Se realizaron mediciones
después de 25 y 49 horas para petunia y después de 28, 98, 122, 195 y 219 horas para geranio.
Se ponderé la diferencia entre la medicion inicial y final de la humectacién del sustrato con la
superficie foliar de cada planta para obtener SH.

Dentro de cada especie, se llevo a cabo un ANOVA de un solo factor fijo, el tratamiento, y se
consideraron las diferencias significativas para p<0,05 (SPSS Statistics 17.0). Para la
discriminacion entre grupos homogéneos se aplicaron las pruebas de Duncan o T3-Dunnett, en
funcién de la homocedasticidad de la varianza. Asimismo, se utilizé la prueba de Dunnett para
comparar cada tratamiento con el control. Ademas, se realizaron analisis de correlacién y
regresion para establecer las relaciones entre los tratamientos y los parametros medidos.

3. Resultados y discusion

El pH del sustrato testigo basado en turba fue ligeramente acido (5,47) y aumento6 ligeramente
a medida que se incrementaban las proporciones de By V, hasta alcanzar 6,27 en la mezcla 58-
30-12. La proporcién de V afect6 significativamente a CE (r = 0,93, p <0,01, n = 27),
incrementandose CE respecto del testigo hasta 3,6 veces en 58-30-12.

PTy As en todas las mezclas estuvieron dentro del rango éptimo (6-13 %), mientras que Cc
(45-65 %) y Bd (0,1-0,14 kg dm™®) ligeramente por encima de los valores recomendados, excepto
para Bd del testigo. Resultados similares obtuvieron Mupondi y col. (2014) cuando sustituyeron
parcialmente un substrato basado en corteza de pino por vermicompost de estiércol de bovino y
restos de papel. La concentracion de V en las mezclas se correlaciond significativa y
positivamente con Cc (r = 0,71, p <0,01, n = 27), Bd (r = 0,68, p <0,01, n = 27), PT (r = 0,63, p
<0,01, n = 27) y muy ligera e inversamente con As. Las mezclas que contuvieron mayor
proporcién de By V tuvieron un mayor contenido de materia organica (MO), desde 55,3 % para el
testigo hasta 66,7 % para la mezcla 58-30-12. En Petunia, las nuevas mezclas mejoraron el
crecimiento y la floracion respecto del testigo, mientras que para Pelargonium solo algunas
mezclas mejoraron la floracién (Fig. 1). SDW de Petunia se correlacioné significativamente CE del
sustrato (r = 0,54, p <0,05, n = 28). Se trata de resultados similares a los obtenidos por Graber y
col. (2010) con pimiento.

N
a

- S0
=1 FLOWER . SDW
[ FLOWER
ab

- - n
5] o =]

g planta -1 / numero flores

o

o

100-00-00 88-00-12 86-10-04 70-30-00 68-20-12 66-30-04
100-00-00 86-10-04 82-10-08 78-10-12 6€8-20-12 58-30-12

MEZCLA MEZCLA
Figura 1. Peso seco de la parte aérea (SDW, g planta'1) y produccion de flores en petunia (izquierda) y
geranio (derecha) cultivados en mezclas con distintas proporciones de sustrato basado en turba (S),
vermicompost (V) y biochar (B). Letras distintas en un mismo parametro muestran diferencias significativas
entre los sustratos de estudio (p < 0,05) y las barras de error la desviacion tipica.
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El grado de mantenimiento de la humedad del sustrato cuando dej6 de regarse (SH) fue
igualado o mejorado, respecto al testigo, por las mezclas ensayadas en las dos especies, similar a
lo obtenido por Kammann y col., (2011). Por otro lado RC no se diferenci6 entre testigo y nuevas
mezclas (Fig. 2). La regeneracion de raices (RGP) y la transpiracion cuticular (CT) tampoco se
vieron afectadas negativamente por las nuevas mezclas (Fig. 2).

Para petunia, en las mezclas V-B (30%-4%) y (0%-12%) el crecimiento y la floracion mejoraron
significativamente respecto al control y mantuvieron una respuesta fisiolégica similar al mismo.
Para geranio fueron las mezclas (10%-4%) y (20%-12%) las que lo hicieron. Estos resultados
muestran que el estado fisiolégico de Petunia'y Pelargonium fue similar, o mejorado como en el
caso de crecimiento y floracion, en plantas producidas con un sustrato a base de turba mezclada
con Vy B.

4. Conclusiones

- Es posible cultivar plantas con calidad comercial de Petunia hybrida'y Pelargonium peltatum en
contenedores, utilizando sustratos que incluyan biochar y/o vermicompost mezclados con turba, al
menos hasta un 42 % entre ambos.

- Las plantas de Petunia y Pelargonium cultivadas en estos sustratos mostraron una respuesta
fisiolégica similar o mejor a las plantas cultivadas en el sustrato testigo a base de turba, pero
nunca peor.

- Estos resultados demuestran que es posible reducir el uso de turba (recurso no renovable y
fijador de C) en la produccion de plantas ornamentales en contenedor.
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Figura 2. Transpiracioén cuticular (CT), crecimiento potencial de las raices (RGP), conductividad relativa
en dafos por helada (RC) y Humectacion del sustrato en fase de no riego (SH) en petunia (izquierda) y
geranio (derecha) cultivados en mezclas con distintas proporciones de turba (S), vermicompost (V) y
biochar (B). Las letras muestran diferencias significativas entre los sustratos de estudio (p < 0,05) y las
barras de error la desviacion tipica.
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LINEA TEMATICA I

INNOVACIONES BIOTECNOLOGICAS BASADAS EN EL
RECICLAJE DE RESIDUOS.
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Resumen: Se ha evaluado el proceso de compostaje a escala industrial de lodo de EDAR con poda vegetal
como agente estructurante. El estudio se ha realizado, en una pila estatica aireada y cubierta con una
manta semi-permeable durante los primeros 60 dias de proceso. La mejora del compostaje con el uso de
esta tecnologia, respecto de la convencional, se evalué mediante el seguimiento de variables fisico-
quimicas, respirométricas y olfatométricas del sustrato, asi como de la presencia de bacterias y hongos.
Frente a esta tecnologia, las pilas abiertas convencionales requieren mayores tiempos de compostaje para
obtener un compost estabilizado, no alcanzandose siempre su higienizaciéon y se requieren volteos
periodicos del material para evitar anaerobiosis.

Las elevadas temperaturas alcanzadas y mantenidas durante la etapa bajo la cubierta semi-permeable
(=80°C) permitieron la higienizacion del material compostable, cuantificada mediante la desaparicion de
Salmonella sp., el decrecimiento en Escherichia coli'y de la concentracion total de microorganismos, en solo
5 dias de proceso. Es destacable que la evolucion de la concentracion de bacterias y hongos, mesofilos y
termdfilos, estuvo condicionada por la temperatura y el contenido en materia organica de la pila.

Finalmente, se obtuvo una adecuada correlacién lineal (R?=0,9214) entre la concentracion total de
microorganismos (log CFU/g) y los sélidos volatiles (SV, %) durante el proceso de compostaje. Ademas de
la reduccién en el impacto oloroso del proceso (83%), el rapido decrecimiento (41%) del contenido en
carbono, expresado como SV, muestra que el proceso de compostaje, llevado a cabo bajo las cubiertas
semi-permeables, podria acortarse a 30 dias.

Palabras clave: Lodo parcialmente estabilizado, sélidos volatiles, cultivo de microorganismos.

1. Introduccion.

Actualmente, el proceso de compostaje continlia siendo una de las técnicas mas efectivas para
la estabilizacién de materia organica, en el cual la diversidad de microorganismos juega un papel
fundamental, optimizando su desarrollo y mejorando, sustancialmente, la calidad del producto final
(Lépez-Gonzalez y col., 2015).

El proceso de compostaje puede ser llevado a cabo en sistemas muy diversos, abiertos, semi-
cerrados o cerrados. Desde el punto de vista medioambiental, las principales desventajas de los
sistemas abiertos son las emisiones a la atmésfera de particulas, compuestos organicos volatiles
(COVs) y olores generados durante el proceso (Romain y col., 2008), ademas de una mayor
influencia de las condiciones meteoroldgicas sobre el proceso, independientemente del sistema
de aireacion usado. Los sistemas cerrados, sin embargo, requieren infraestructuras mas
complejas y costosas que suponen una mayor huella de carbono asociada principalmente a las
operaciones de construccién, mantenimiento y costes energéticos.

Debido a la demanda de tecnologias de menor coste y similar eficiencia que los sistemas
cerrados, se han ido fomentando a nivel europeo la utilizacion de pilas de compostaje estaticas
con aireacion forzada y con cubierta semi-permeable, que satisfacen estos requerimientos (Luo y
col.,, 2014). El compostaje llevado a cabo bajo cubiertas semi-permeables permite almacenar
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grandes cantidades de residuo, tiene un coste considerable y ademas, minimiza las emisiones a la
atmosfera de compuestos organicos volatiles, particulas y olor.

La novedad de este estudio es el desarrollo del proceso de compostaje a escala industrial de lodo
parcialmente estabilizado mediante digestion anaerobia, con el uso de pilas estaticas aireadas y
cubiertas de membranas semi-permeables. El objetivo es demostrar que esta tecnologia mejora
considerablemente el desarrollo de la primera etapa del proceso de compostaje y para ello se ha
llevado a cabo: (1) la monitorizacion de variables fisicoquimicas y respirométricas; (2) el
seguimiento de la composicion microbioldgica y (3) de las emisiones de olor, durante el proceso
de compostaje.

2. Material y Métodos.

Este estudio se ha llevado a cabo en una planta de compostaje de biosélidos denominada “El
Salao” (Vegas del Genil, Granada). Para el desarrollo de este estudio, se ha construido una pila
con dimensiones 30 x 8 x 1,5 m compuesta de lodos de depuradora y agente estructurante (poda
vegetal) en una relaciéon volumétrica 3:1. Previamente el lodo ha sido estabilizado mediante
digestion anaerobia mesdfila (tiempo de retencion hidraulico = 12 dias) y deshidratado por
centrifugacion en una planta de tratamiento de aguas residuales.

Se ha realizado un seguimiento del proceso durante 190 dias en dos etapas: (1) una primera
etapa (1-60 dias) llevada a cabo bajo la cubierta semi-permeable y (2) una etapa de maduracién
(60-190 dias) llevada a cabo en condiciones estaticas. La temperatura del material se regula
indirectamente con un sistema de ventilacion controlado.

2.1 Caracterizacion del residuo.

En este estudio se ha llevado a cabo la caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica inicial del
lodo parcialmente estabilizado, del agente estructurante y la mezcla de estos (The US Department
of Agriculture and the US Composting Council, 2002. La humedad (%), el carbono orgéanico
oxidable (COOx, %), los sélidos volatiles (SV, %) y el contenido en nitrégeno (% N-Kjeldahl)
fueron analizados en la fraccion solida, mientras que pH, conductividad (mS/cm) y las formas
solubles del Carbono (%, Carbono total (CT), carbono inorgénico (Cl) y organico (CO)) fueron
determinados al extracto acuoso (1 g materia seca- 25 g agua).

Las emisiones de olor fueron determinadas con olfatometria dinamica (UNE-EN 13725) con el uso
de un olfatbmetro modelo T08 (suministrado por Olfasense) basado en el método Si/No que
permite determinar la concentracién de olor expresada en unidades de olor Europeas por metro
clbico (uog/m®). Las tasa de emision de olor (uog/s) ha sido obtenida multiplicando la
concentracién de olor (uog/m®) por el caudal de aireacién (m%s) del material durante el proceso de
compostaje.

En este estudio se ha evaluado el desarrollo microbiolégico durante la primera etapa bajo la
cubierta semi-permeable: (1) se han determinado Salmonella sp. y Escherichia coli (acorde a
norma UNE-EN ISO 6579:2003 e ISO 7251:2005, respectivamente) y (2) se han enumerado las
poblaciones de hongos y bacterias, meséfilos y terméfilos. Para ello, se han tomado muestras a
50 cm de profundidad en cinco puntos diferentes y, posteriormente, se han homogeneizado. El
medio y el tiempo de inoculacién han sido en cada caso: Trypticase soy agar (Oxoid™) y 48 h de
inoculacion para bacterias meséfilas (BM) y bacterias termofilas (BT); Czapek-Dox broth (Difco™,
MI, USA), 14 g/L de Agar (Difco™, MI, USA) y 96 h de inoculacién para hongos meséfilos (HM) y
hongos terméfilos (HT). La temperatura de incubacion ha sido 30°C y 55 °C para microorganismos
mesdéfilos y termdéfilos, respectivamente.
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2.2 Caracteristicas de la membrana semi-permeable.

La manta semi-permeable estd compuesta de una capa con microporo (0,2 mm) situada entre
dos capas textiles muy resistentes a factores medioambientales y rayos ultravioleta. También es
impermeable al agua de lluvia y al viento previniendo asi procesos de fermentacion indeseados.
Ademas, reduce las emisiones gaseosas principalmente debido a la formacion de una capa de
condensacion bajo la cubierta, donde se solubilizan compuestos olorosos, principalmente NHs. Sin
embargo, es permeable al vapor de agua, asi como, a parte de la humedad y del CO, generados
durante el proceso. También cabe destacar que es inerte biolégicamente, no biodegradable y
resistente a compuestos quimicos y al calor y, por lo tanto, reutilizable. Todo ello implica bajos
costes de inversion y mantenimiento.

2.3 Control del proceso: Ventilacion, temperatura y humedad del material.

Durante la etapa bajo la cubierta semi-permeable, se ha llevado a cabo una aireacion forzada
del material de manera intermitente (10 min ON/50 min OFF) desde la base de la pila con el uso
de ventiladores (modelo CAM 545-2T-3, Sodeca) con un flujo méaximo de 2300 Nm®h a 2840 rpm.
La potencia fue 2,2 kW, siendo habitual el uso de ventiladores con una potencia entre 4,0 y 4,5
kW, lo cual supone un considerable ahorro energético durante todo el proceso de compostaje.
Durante la etapa de maduracion la pila fue volteada periédicamente con la finalidad de mantener
un adecuado contenido en humedad del material y condiciones aerobias.

La temperatura del material ha sido medida con el uso de una sonda de acero inoxidable (PT-100)
de 150 mm de diametro y 1800 mm de largo, que permite grabar los datos de temperatura
continuamente durante el proceso. La capa semi-permeable dispone de diferentes puntos de
insercion por los que se ha introducido la sonda de temperatura.

El material no se ha regado hasta el dia 30 de proceso ya que la cubierta semi-permeable permite
mantener la humedad del mismo. Cabe destacar que la planta dispone de un sistema de recogida
de lixiviado procedente de la pila y del agua de lluvia que, posteriormente, es tratado en una
planta de tratamiento de aguas residuales cercana.

2.4 Toma de muestras solidas y gaseosas.

Con la finalidad de evaluar la efectividad de la cubierta semi-permeable en prevenir la emisién

de malos olores, se han tomado muestras gaseosas, previamente a la toma de muestras sélidas
para su caracterizacion fisicoquimica, para determinar su concentracion de olor. Para ello, la
cubierta semi-permeable dispone de zonas que pueden abrirse para llevar a cabo la toma de
ambos tipos de muestras. Las muestras sélidas se tomaron a unos 100 cm de profundidad.
Para la toma de muestras gaseosas se ha utilizado un muestreador de acero inoxidable (0,5 m? de
superficie) y un sistema que contiene la bolsa de Nalophan y que permite su llenado por diferencia
de presioén con el exterior. El muestreo se realizo, cuando el material estaba siendo aireado, sobre
la pila de compostaje cubierta y sin cubrir para determinar la efectividad de la manta semi-
permeable.

3. Resultados y Discusion.
3.1 Evolucién de la temperatura durante el proceso de compostaje.

De acuerdo a la temperatura, el proceso de compostaje puede ser dividido en dos etapas: la
primera llevada a cabo bajo la cubierta semi-permeable (etapa A) y la etapa de maduracion (etapa
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B), desarrollada al aire libre. Durante la etapa A se alcanzé la maxima temperatura (80°C) en tan
solo 5 dias, a pesar de que el material es lodo parcialmente estabilizado, y se mantuvo entre 60-
70°C durante la mayor parte de esta etapa. Durante la etapa B, la temperatura del material,
considerablemente influenciada por la temperatura ambiente, se mantuvo entre 40-60°C. Por lo
tanto, el uso combinado de cubiertas semi-permeables y aireacion forzada de la pila, permite
mantener elevadas temperaturas del material durante largos periodos de tiempo, mejorando la
higienizacion del material.

3.2 Evolucion de las variables fisicoquimicas durante el proceso de compostaje.

El adecuado funcionamiento de la cubierta semi-permeable se refleja en la evolucion de las
variables fisicoquimicas. Especialmente, el contenido en humedad se ha mantenido en valores
ideales durante la etapa A. Los SV disminuyeron un 41% durante los 30 primeros dias
permaneciendo constantes hasta el final de la etapa A y disminuyendo, sin embargo, en los
Ultimos meses hasta un 67% respecto del valor inicial, lo cual indica que el proceso se habia
completado antes del sexto mes del proceso. La relacion C/N no varié significativamente durante
la etapa B, por una disminucion tanto del COOx como del N-Kjeldahl. La evolucion tanto de los SV
como del COOx durante el proceso de compostaje indica claramente que la etapa cubierta se
podria haber acortado a 30 dias, aproximadamente. De acuerdo al R.D 506/2013 sobre productos
fertilizantes, el proceso completo se podria haber acortado a 120 dias para mantener un
adecuado contenido en materia organica (<35%), lo cual supondria un ahorro en costes.
Finalmente, el Nitrégeno Kjeldahl fue parcialmente volatilizado (NH;5 (g)) en los primeros cinco
dias, lo que puede deberse al incremento de la temperatura. Esta pérdida de nitrégeno causa una
baja relacion C/N inicial.

3.3 Evolucion de los microorganismos mesofilos y termofilos durante el compostaje.

Aunque el material a compostar es un lodo parciamente estabilizado mediante digestion
anaerobia, bacterias y hongos alcanzaron siete 6rdenes de magnitud durante el compostaje. La
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figura 1 muestra la evolucion de bacterias y hongos tanto meséfilos como termdfilos, asi como, la
temperatura ambiente y de la pila durante el proceso de compostaje. Como puede observarse, la
mayor concentracion de bacterias y hongos mesdfilos se alcanz6 al comienzo del proceso v,
posteriormente, decrecié considerablemente con el aumento de la temperatura de la pila, dando
lugar al crecimiento de microorganismos termdfilos. Aunque se ha encontrado una correlacion
lineal positiva y creciente entre la concentracién de microorganismos total y la temperatura de la
pila (r* = 0,6891), dicha tendencia fue mas adecuada (r* = 0,9214) respecto al contenido en
solidos volatiles de la pila.
Figura 1. Evolucién de bacterias y hongos mesdéfilos y terméfilos durante el proceso de compostaje.
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3.4 Impacto oloroso.

Las emisiones de olor generadas durante el compostaje, con el uso de la cubierta, fueron
determinadas a los 1,5, 15, 30 y 60 dias de proceso. Las tasas de emision determinadas fueron
19; 32; 32; 32 y 19 uog/s, respectivamente. Al mismo tiempo, se hicieron muestreos de olor
ocasionales abriendo los huecos de muestreo de la manta. Como cabia esperar, las emisiones de
olor fueron considerablemente superiores a las generadas con la manta, con una tasa de emisién
promedio de 8,2-10% uog/s. Cabe destacar que la tasa de emisién mas elevada (2,3-10? uog/s)
generada al principio del proceso cuando la pila aun no ha sido cubierta, disminuyé hasta 19 uog/s
(una reduccién de un 85%, aproximadamente) en solo un dia con el uso de la cubierta semi-
permeable. Esto demuestra la efectividad de dichas cubiertas en la reducciéon de emisiones de
olor.

4. Conclusiones.

Las conclusiones mas relevantes de este estudio son:

- Se observaron un decrecimiento de la materia organica (41% soélidos volatiles) y un
incremento de la temperatura (hasta 80°C) durante la primera etapa del proceso de compostaje
bajo la cubierta semi-permeable (2 meses). Consecuentemente, este periodo se podria haber
acortado a un mes, no produciéndose cambios significativos tras este plazo.

- Como era de esperar, hongos y bacterias terméfilas dominaron durante la etapa termdéfila
y, durante la etapa mesofila, dominaron bacterias y hongos mesofilos, demostrandose asi la
influencia de la temperatura sobre hongos y bacterias.

- Se encontré una correlacién lineal (r* = 0,9214) entre la materia organica expresada como
solidos volatiles y la concentracion total de microorganismos.

- Se ha demostrado la efectividad de las mantas semi-permeables para reduccién de las
emisiones de olor.

Los resultados de este trabajo muestran claramente las ventajas tecnolégicas, ambientales y
economicas de llevar a cabo la primera etapa del compostaje en una pila estatica aireada y con el
uso de una cubierta semi-permeable.
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Resumen: La gestion inadecuada de las aguas residuales urbanas, industriales y agricolas implica que este
recurso hidrico pueda llegar al medio ambiente contaminado por plaguicidas y por contaminantes
emergentes que provienen, entre otras, de las industrias farmacéuticas, cosméticas y de higiene personal.
Por ello, es de gran interés establecer alternativas sostenibles y de bajo coste para la depuraciéon avanzada
de las aguas residuales. Una de las herramientas desarrolladas son los sistemas de biorremediacién
"Biobeds", que han mostrado tener un gran potencial para la descontaminacion de aguas con alta carga de
plaguicidas. Estos sistemas se componen de biomezclas activas que presentan poblaciones microbianas
capaces de biodegradar los contaminantes organicos. Sin embargo, existe poca informacién de las
poblaciones microbianas presentes en estos sistemas. En este trabajo se propone el estudio de biomezclas
innovadoras compuestas por suelo y residuos organicos procedentes de la extraccién de aceite de oliva
como el "alperujo”, previamente vermicompostado, y la poda de olivo que posee una funcién estructurante.
Mediante diversos métodos de cultivo, se han obtenido 129 aislados microbianos de estas biomezclas,
siendo algunos de ellos capaces de crecer con los contaminantes emergentes como fuente de carbono. El
conocimiento de estos microorganismos nos permitira aumentar el potencial de las biomezclas, para reducir
el tiempo de desaparicién de los compuestos mas recalcitrantes, mediante la bioaumentacién de estos
sistemas con los microorganismos degradadores mas eficientes, o a través de la aplicacién de tés de
vermicompost o de las biomezclas agotadas.

Palabras clave: Alperujo, Biorremediacion, PFCPs, plaguicidas, bacterias.

1. Introduccioén

La presencia de contaminantes organicos en el agua debido a las actividades agricolas,
industriales y urbanas es un tema de enorme relevancia ya que afecta a la calidad del medio
ambiente y a la salud humana. Junto a los plaguicidas agricolas, comienza a ser un problema la
acumulacién los contaminantes procedentes de las industrias, entre las que se incluyen la
farmacéutica, cosmética y de higiene personal (PFCPs). Estos compuestos son bioacumulables y
algunos de ellos poseen la capacidad de alterar el sistema endocrino de diversos organismos
(Lapworth y col., 2012), siendo por ello de gran interés establecer alternativas sostenibles y de
bajo coste para evitar la transferencia de estos contaminantes a los ecosistemas.

Uno de los métodos de descontaminacion desarrollados son los sistemas de biorremediacion
Biobeds. Estos sistemas son biofiltros compuestos de biomezclas activas de suelo y materiales
organicos, que disponen de una microbiota capaz de biodegradar contaminantes como los
plaguicidas (Castillo-Diaz y col., 2016). A pesar de la capacidad degradativa que muestran las
biomezclas, existe escasa informacion de las poblaciones microbianas y de las funciones
catabodlicas presentes en esos sistemas. El objeto del estudio fue aislar microorganismos
degradadores existentes en dos tipos de biomezclas, una compuesta de suelo turba y paja, y
otra, innovadora, compuesta de suelo y dos residuos organicos procedentes de la extraccion de
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aceite de oliva, alperujo previamente vermicompostado, y de la poda del olivo. Estas biomezclas
fueron previamente tratadas con 5 plaguicidas distintos de uso frecuente en el cultivo del olivar
durante mas de tres meses. Los microorganismos degradadores aislados de estas biomezclas
que resulten ser mas efectivos podrian ser utilizados en la bioaumentacion de estos sistemas para
reducir asi el tiempo de desaparicion de los compuestos contaminantes mas recalcitrantes
(Verhagen y col., 2013).

2. Materiales y métodos

2.1 Biomezclas

Para la preparacion de las biomezclas se utilizd un suelo francolimoarcilloso, pH 8.1, que
contiene un 3% de carbono orgénico y un 44.1% de CaCO;. Fue secado al aire y tamizado por 4
mm antes de su uso. La turba procedente de la turbera del Agia (Padul, Granada) posee un
contenido del 30 % de carbono orgénico. El vermicompost de alperujo fue obtenido mediante
vermicompostaje convencional, de una mezcla de alperujo y estiércol (4:1 ps:ps) con lombrices de
la especie Eisenia fetida durante 6 meses y 2 meses de maduracion. La composicion y algunas
propiedades fisicoquimicas de las biomezclas suelo:turba:paja (STP) y suelo:vermicompost:poda
(SVP) tras ser estabilizadas, se recogen en la Tabla 1. Ambas biomezclas fueron utilizadas
previamente en sistemas de biorremediacion biobeds y contaminadas secuencialmente durante
mas de tres meses con diferentes contaminantes aromaticos, incluyendo diuron.

Tabla 1. Composicién y propiedades fisicoquimicas de las biomezclas estudiadas.

Composicion (%) Propiedades fisicoquimicas
. CE CO CH g AH Lig/Cel/Hem
Suelo Turba Verm. Paja Poda H R 41 CIN i i
) 7 (dsm™) gkg" k' gkg' (%)
STPj 25 25 - 50 - 71 3.4 161 29.1 1.5 39.7 2.8/2.8/3.4
SVP 25 - 25 - 50 7.9 1.1 216 20.1 7.3 17.4 8.6/6.3/8.2

Verm: Vermicompost de alperujo; CE: conductividad eléctrica; CO: carbono organico; CH: Carbono
hidrosoluble; AH: acidos himicos; Lig/Cel/Hem.: lignina/celulosa/hemicelulosa

2.2 Aislamiento de microorganismos de las biomezclas

Para el aislamiento de los microorganismos se seleccionaron biomezclas contaminadas
secuencialmente durante mas de tres meses con diferentes contaminantes aromaticos como el
diuron. El aislamiento se inici6 con la disgregacion de las células de las particulas de las
biomezclas. Para ello se afiadié un gramo de biomezcla a un matraz con 100 ml de PBS (tamp6n
fosfato salino) y se agit6 a 200 rpm durante 1 h. Posteriormente, se dejé6 decantar 30 min,
realizandose diluciones seriadas y siembra posterior en placas Petri con medio rico Nutrient Agar
y LB (Luria Bertani) con agar diluidos 1/5. Una vez crecidas las distintas colonias microbianas se
describieron morfolégicamente y se conservaron en placas con glicerol al 30% a -80 °C. Por
ultimo, los microorganismos aislados fueron sembrados en medio minimo M9 (Abril y col., 1988)
con agar noble y con tres productos activos (diuron, ibuprofeno, diclofenaco) como fuente de
carbono, a concentracién de 100 mg L', estudiandose su crecimiento bajo esas condiciones.
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2.3 Identificacion de aislados

La extraccion del ADN gendmico de los microorganismos aislados se llevé a cabo utilizando el
kit Wizard® Genomic DNA Purification. Se amplificé el gen 16S del ARNr y mediante
secuenciacion y posterior andlisis con la herramienta informatica Blast se determinaron los
géneros y especies mas cercanas.

3. Resultados y discusion

A partir de las biomezclas STPj y SVP tratadas previamente con plaguicidas se aislaron en
funcion de la morfologia de sus colonias 49 y 80 microorganismos respectivamente. De estos 129
aislados, expuestos en medio minimo sélido a diferentes contaminantes (diuron, ibuprofeno y
diclofenaco) s6lo 15 fueron capaces de crecer usando estos compuestos como fuente de carbono
(Tabla 2). Ademas, se observé una mayor diversidad morfologica en las colonias obtenidas de la
biomezcla con alperujo vermicompostado (Figura 1). Segun los andlisis quimicos, esta biomezcla
muestra mayor contenido en carbono hidrosoluble y menor concentracién de acidos himicos que
STPj (Tabla 1), por tanto, SVP presenta condiciones mas idéneas para el desarrollo de la
actividad microbiana.

La mayoria de los aislados seleccionados presentaron un crecimiento moderado y algunos de
ellos forman un halo transparente. El aislado 2.4B mostré el mayor crecimiento en presencia de
diuron como Unica fuente de carbono, pero no creci6 en presencia de los demdas contaminantes.
En cambio, los aislados 2.4C, 2.8A y 2.10C4, aunque mostraron un crecimiento moderado, fueron
capaces de crecer con los tres compuestos como Unica fuente de carbono, lo que los hace buenos
candidatos para bioaumentar estos sistemas de biorremediacién y reducir asi el tiempo de
desaparicion de los contaminantes de las biomezclas.

Tabla 2. Crecimiento de aislados de las biomezclas en medio minimo con los productos activos
Diuron, Ibuprofeno y Diclofenaco como fuente de carbono.

MM + Diurén MM + Ibuprofeno MM + Diclofenaco
Aislados Crecimiento Aislados Crecimiento Aislados Crecimiento
2.4B ++4+ 21E ++ 2.5F +H
2.4C ++ 2.4C ++ 2.4C ++
2.8A ++H 2.8A ++ 2.8A ++
2.2F ++ 1.8C ++ 1.8C ++
2.5C1 ++ 2.8F + 2.10C1 +H
2.5C2 ++ 2.10C1 ++
2.10CH1 ++ 2.10C2 +
2.10C2 ++
21E ++H
1.10A ++
1.12A ++

Los simbolos indican: (+) poco crecimiento, (++) crecimiento moderado, (+++) crecimiento medio y
(H) formacién de halo transparente

344 V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje



Figura 1. Colonias de microorganismos aislados de las biomezclas
suelo-turba-paja (STP) (a) y suelo-vermicompost-poda (SVP) (b).

Tabla 3. Andlisis del gen 16S del ARNr de los aislados.

Aislados % ldent. Especie mas cercana
h i jacoli
1.10A 98-99 Arthrobacter nitroguajacolicus
Arthrobacter aurescens
2.10C1 98 Pseudomonas xanthomarina
2.10C2 99 Bacillus sp.
2.5C 98 Pseudomonas sp.
1 12A 99 Baczlllus sp.
Bacillus cereus
2.4B 100 Bacillus cereus
2.4C 99 Pseudomonas plecoglossicida
2.1E 99 Bacillus mycoides
1.8C 99 Pseudomonas sp.

% ldent: % de identidad con la especie més cercana.

Ademas, se observé una mayor cantidad de microorganismos capaces de crecer con diuron
respecto a los otros contaminantes. Ello podria ser debido a la exposicion previa de las
biomezclas con este herbicida que puede estimular el desarrollo de microorganismos
degradadores y promover una adaptacion de los microorganismos a este contaminante.

De los aislados que presentaron mejor crecimiento, y mediante los analisis del gen 16S se
determinaron los géneros y las especies méas cercanas a los que probablemente pertenezcan
estos microorganismos (Tabla 3). La mayoria de las bacterias pertenecieron a los géneros
Arthrobacter, Pseudomonas y Bacillus, que incluyen especies implicadas en la degradacién de
compuestos aromaticos recalcitrantes, como los hidrocarburos arométicos policiclicos (Pandey y
col., 2016), plaguicidas (Singh y col., 2016) y PFCPs (Kagle y col., 2009).

4. Conclusiones

A partir de biomezclas tratadas expuestas tres meses previamente con plaguicidas se aislaron
15 microorganismos con capacidad de crecimiento en medio sélido con distintos contaminantes
aromaticos como Unica fuente de carbono. Los aislados que pertenecen a los géneros
Arthrobacter, Pseudomonas y Bacillus presentaron mejor crecimiento y pueden ser candidatos
idéneos para la bioaumentacién de los sistemas de biorremediacién biobeds. La mayoria de estos
microorganismos proceden de la biomezcla que contenia vermicompost de alperujo, ya que esta
biomezcla presenta caracteristicas fisicoquimicas mas apropiadas para el desarrollo de la
actividad microbiana.
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BIOSINTESIS DE ACIDO INDOLACETICO EN UN VERMICOMPOST DE
ALPERUJO. EFECTOS EN LA RIZOSFERA DE UN CULTIVO DE
PIMIENTO
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Resumen: El objetivo del estudio fue evaluar la biosintesis bacteriana de la fitohormona é&cido indolacético
(IAA) durante un proceso de vermicompostaje. Para ello, a un vermicompost de alperujo se adicioné una
fuente natural de triptéfano y la mezcla volvi6é a ser vermicompostada (Eisenia fetida) durante 60 dias. La
abundancia y expresiéon de genes bacterianos que codifican la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH),
implicada en el ultimo paso de una de las rutas metabdlicas de sintesis de IAA, fue cuantificada mediante
disefio de una nueva pareja de oligonucleétidos. Cuando los vermicompost se utilizaron como enmiendas,
se detectaron en la rizosfera de pimiento altos niveles de IAA y expresion de genes ALDH. Los resultados
indicaron la presencia de tal maquinaria genética en el cromosoma de la mayoria de las bacterias
transmitidas por el vermicompost.

Palabras clave: vermicompostaje, residuos olivar, torta de girasol, enzima aldehido deshidrogenasa,
bacterias

1. Introduccion

Las propiedades bioactivas de compost y vermicompost se han relacionado con las
caracteristicas moleculares de los acidos humicos contenidos en los mismos. Sin embargo,
recientes investigaciones las atribuyen a la presencia de bacterias promotoras del crecimiento
capaces de sintetizar sustancias con actividad fitohormonal tales como el 4cido indolacético (IAA)
(Zhang y col., 2015). A partir de triptéfano, tres vias principales se han descrito para la sintesis
bacteriana de IAA: el &cido indol-3-pirtvico, indol-3-acetamida y el indol-3-acetonitrilo, siendo las
dos primeras las rutas mas comunes. La inactivacion de genes clave ha indicado la importancia de
la via del acido indol-3-pirtvico (IPA) en la biosintesis IAA, a veces casi el 90% de la produccion
total (Theunis y col., 2004), sefalando el papel crucial de la enzima aldehido deshidrogenasa
(ALDH) bacteriana (Shao y col., 2015).

El objetivo de este trabajo fue examinar la posibilidad de estimular la produccion bacteriana de
IAA en un vermicompost de residuos procedentes de la agroindustria del olivar mediante la adicién
de una fuente exdégena de triptéfano. Un método para la cuantificacién de genes bacterianos que
codifican la enzima ALDH y un método para la extraccién y cuantificacion de IAA en residuos
organicos fueron disefiados y optimizados para este trabajo. Los efectos de la adicién de
triptéfano en el proceso de vermicompostaje y la influencia del vermicompost resultante en el
microbioma bacteriano de la rizosfera de pimiento (Capsicum annuum L.) han sido asimismo
evaluados.
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2. Material y métodos
2.1. Proceso de vermicompostaje

Como sustrato inicial (Vo) se utilizé un vermicompost procedente de una mezcla de residuos de
la industria del olivar y estiércol de oveja (8:1 en peso seco), madurado durante 9 meses (Vivas y
col. 2009). Para obtener el tratamiento VSc se adicioné a Vo una dosis de torta de girasol del 2%
en peso seco, reiniciando el proceso de vermicompostaje durante 60 dias. Como controles se
utilizaron Vo mas una dosis de L-triptéfano sintético equivalente al suministrado por la torta de
girasol (VT) y Vo sin triptéfano (V). Diez gramos de Eisenia fetida (cliteladas), equivalentes a 15
lombrices, fueron afadidos a 200 g de cada tratamiento. El contenido de humedad de todos los
sustratos se mantuvo al 80-85% en oscuridad y a 25°C.

2.2. Experimento en macetas

El experimento se llevé a cabo en macetas de plastico 2 L, en un invernadero bajo condiciones
controladas de temperatura y humedad. Cada maceta contenia 1.000 g de muestras inalteradas
de un TypicXerorthent (Soil Survey Staff, 1999) y la cantidad necesaria de cada vermicompost
para alcanzar un contenido de carbono organico en el suelo de 35 g kg™'. Suelo sin enmendar fue
utilizado como control (S). Semillas de pimiento (C. annuum, L., cv Melchor) fueron transferidas a
las macetas y se dejaron crecer durante 3 meses. El aislamiento de &cidos nucleicos de la
rizosfera y la sintesis de ADNc y los ensayos de PCR cuantitativa se realiz6 segin descrito en
Moreno y col. (2011). El disefio de cebadores para la deteccién de genes que codifican para la
ALDH del IAA fue realizado a partir del andlisis de 26 secuencias de proteinas ALDH obtenidas a
partir de las bases de datos GenBank y Uniprot, y alineadas utilizando el programa Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers y Higgins 2014). El arbol filogenético fue
calculado con el método “neighbor-joining” y examinado utilizando un analisis de bootstrap
mediante el software integrado de Andlisis de Genética Evolutiva Molecular (MEGAS) (Tamura y
col., 2013). A partir de este alineamiento, se identificaron regiones conservadas, las cuales fueron
utilizadas para disefiar los cebadores degenerados BALDF2 (5'-ACGCTSGARCTBGGCGGMAA -
3') y BALDRS3 (5'-GGDCCGAARAYYTCYTC -3') con el programa CODEHOP (Rose y col., 2003).
Para llevar a cabo la extraccion y analisis de IAA de las enmiendas organicas y de los suelos
enmendados procedentes de la rizosfera de pimiento, se optimiz6 un método basado en la
extraccion asistida por ultrasonido de |IAA y posterior andlisis por espectrometria de cromatografia-
masa liquida. Todos los datos obtenidos fueron sometidos a analisis de varianza y pruebas post
hoc de Tukey utilizando el software estadistico R (R Development Core Team 2010).

3. Resultados y Discusion
3.1. Proceso de vermicompostaje

La reactivacién del proceso no modificé en ningin caso el carbono organico total (COT), N, pH
y CE del sustrato inicial (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas (media + ES) del sustrato inicial (Vo) y de los productos finales control (V), Vo +
triptéfano (VT) y Vo + torta de girasol (VSc)

COT (gkg™) N (g kg™ pH EC (mScm™) IAA (ng g™
Vo 327 £ 30 20+21 9.1+0.1 45+0.5 70331 £ 1724
V 306 +42 22+6.0 9.1+0.1 51+0.6 67479 + 751
VT 312+28 23+4.2 9.2+0.1 45+0.7 65389 + 566
VSc 307 + 21 23+4.2 9.2+0.1 6.1+1.0 62627 + 727
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Figura 1. Numero (a) y expresién (b) de genes ALDH en el sustrato inicial (Vo) y en los productos finales
control (V), Vo + triptéfano (VT) y Vo + torta de girasol (VSc). Para cada parametro (media + ES), diferentes
letras indican diferencias significativas (p<0,05)

El vermicompostaje aumenté el nimero de genes bacterianos que regulan la ruta IPA implicada
en la sintesis de |AA, especialmente cuando se adicioné triptéfano exdgeno - natural o sintético
(Fig. 1a). La tendencia fue analoga a la detectada para la expresion de dichos genes, aunque se
observé una diferencia significativa entre VSc y VT (Fig. 1b).

Los resultados podrian apoyar la hip6tesis segun la cual, en los sistemas de descomposicion,
los genes bacterianos que controlan la produccién de IAA son inducidos por triptéfano
independientemente de cualquier influencia rizosférica (Khalid y col. 2005). Sin embargo, no hubo
ninguna correspondencia entre la expresion del gen ALDH y los niveles de IAA recuperados de los
diferentes vermicompost.

3.2. Experimento en macetas

Como era de esperar, el contenido de carbono orgénico del suelo (COS) y el de IAA aument6
con la adicion de enmiendas (Tabla 2). El carbono organico del suelo se mantuvo constante
durante el periodo experimental de 3 meses mientras que el contenido de IAA disminuyd, siendo
la disminucién menos evidente en los suelos SVSc (Tabla 2).

Tabla 2. Carbono organico (SOC), N y acido indolacético (IAA) en suelos control (S) y enmendados con
vermicompost V (SV), VT (SVT) o VSc (SVSc) al inicio (t0) y al final (t3) del experimento en macetas. Para
cada parametro (media + ES), diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05)
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tiempo SOC (g kg™) N (g kg™) IAA (ngg™)
s t0 174+120b 21+05a n.d.
t3 18.0+1.9b 20+0.3a n.d.
.y t0 40.7+5.0a 3.2+02a 4048 + 121 a
13 37.3x22a 27+03a 1733 £ 336 ¢C
SVT t0 342+32a 3.0+09a 3776 £ 118 ab
13 345+42a 28+05a 2019 £290 ¢
svse O 418+17a 33+0.3a 4133 +185a
t3 40.4+39a 3.1+04a 3221 +219b

n.d: no detectado

La adicion de diferentes vermicompost al suelo también provocd un aumento en la cantidad de
genes que codifican para ALDH proporcional a los genes ALDH ya presentes en el mismo y, en
consecuencia, se detectd6 un nimero de copias de estos genes muy superior en el tratamiento
SVSc (Fig. 2a). El nimero de copias de los genes que codifican para ALDH disminuyd con el
tiempo, lo que podria indicar la presencia de estos genes en el cromosoma de la mayoria de las
bacterias transmitidas por el vermicompost. Sin embargo, la expresién de genes ALDH sélo fue
detectada en los tratamientos donde los suelo fueron enmendados con vermicompost y torta de
girasol como fuente natural de triptéfano (Fig. 2b).
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Figura 2. Numero (a) y expresion (b) de genes ALDH en la rizosfera de suelos enmendados con el sustrato
inicial Vo y los vermciompost control (V), Vo + triptéfano (VT) y Vo + torta de girasol (VSc), al inicio (t0) y al
final (t3) del experimento en macetas. Para cada parametro (media * ES), diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0,05)

En cuanto al contenido de IAA en los suelos, el tratamiento SVSc fue el que mostré los niveles
mas altos de esta fitohormona tras 3 meses de crecimiento de las plantas de pimiento (Tabla 2).
Por lo tanto, se podria asumir que, ademas del hecho de que la expresion de genes ALDH en el
resto de los tratamientos no fue suficiente para ser detectada, (i) la torta de girasol indujo mucho
mas la expresion de genes ALDH, y (ii) no se llevaron a cabo regulaciones post-transcripcionales
significativas en la rizosfera del suelo durante el crecimiento de la planta de pimiento.

4. Conclusiones

El estudio tuvo como objetivo evaluar la capacidad de una fuente exégena de triptéfano para
estimular la biosintesis bacteriana de la fitohormona &cido indol-3-acético durante el
vermicompostaje de subproductos agroindustriales, tratando de dilucidar el papel de genes que
codifican una enzima clave en la produccion de 1AA.
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Reiniciar el proceso de vermicompostaje supuso un aumento del nimero de bacterias y de la
expresion de genes bacterianos implicados en la biosintesis de IAA, particularmente cuando se
introdujo triptéfano (sintético o procedente de torta de girasol) en el sistema de biodegradacién de
vermicompostaje de alperujo. Sin embargo, la adicion de triptéfano no afecto la concentracion final
de IAA en los vermicompost.

Cuando se utilizaron como enmiendas, el vermicompost inocul6 al suelo una cantidad de
bacterias y genes ALDH proporcionales a las contenidas en ese material. Sin embargo, la
expresion del gen ALDH en la rizosfera se detecté Unicamente después de 3 meses de
crecimiento del pimiento y en los suelos enmendados con vermicompost y torta de girasol, donde
ademas se detectaron los niveles més altos de IAA. Los resultados también indican que la via IPA
puede no ser la principal ruta de biosintesis para IAA en bacterias transmitidas por el
vermicompost, y/o que los genes bacterianos que codifican la enzima ALDH no son especificos
para la sintesis de IAA.
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Resumen: La gestion eficaz de los residuos ricos en grasas, tales como las tortas de filtracion procedentes
del refinado de aceites, es compleja. Estos residuos se caracterizan por la ausencia de nitrégeno y
humedad, y por ende, nula compostabilidad. Pueden ser usados en procesos de co-compostaje y co-
digestién anaerobia, aunque la degradacién de las grasas alarga la fase termofila ralentizando el proceso de
compostaje. Una alternativa para su gestion seria la utilizacion de procesos de Fermentacion en Estado
Solido (FES) para la obtencién de bioproductos.

Los soforolipidos (SLs) son un grupo de biosurfactantes extracelulares con interesantes aplicaciones en la
industria cosmética, en productos de limpieza o incluso con fines terapéuticos. Se ha explorado su
producciéon por FES a partir de los residuos generados en una instalacion de refinado de aceites
comestibles. Se ha usado torta de filtrado de winterizacién (RW) como sustrato, Candida bombicola ATCC
22214 como in6culo y melaza (M) como co-substrato en una FES de 10 dias a 30°C y en escala 100 g.
Optimizado el proceso (relacion sustratos 1:4 M:RW en peso y aireacion 0,30 L kg™ min™), se obtuvo un
rendimiento de 0,18 g SL por g MS (materia seca). La mezcla intermitente de la matriz s6lida aument6 la
produccion en un 31%. También se ha investigado la influencia de la temperatura y se ha conseguido una
produccién similar en reactor de lecho empacado de 1 kg. Los SLs obtenidos se han caracterizado para
determinar su estructura y pureza y su potencial uso en diferentes aplicaciones.

Palabras clave: Soforolipidos, Candida bombicola, Tortas de filtracion de aceite, fermentacién en estado
soélido.

1. Introduccion.

La gestion eficaz de los residuos ricos en grasas, tales como las tortas de filtracion procedentes
del refinado de aceites, es compleja. Estos residuos se caracterizan por la ausencia de nitrégeno y
humedad, y por ende, nula compostabilidad. Pueden ser usados en procesos de co-compostaje y
co-digestién anaerobia (Gea y col., 2007, Fernandez y col., 2009), si bien la degradacién de las
grasas alarga la fase termofila ralentizando el proceso de compostaje. Una alternativa para su
gestién seria la utilizacion de procesos de Fermentacién en Estado Sélido (FES) para la obtencién
de bioproductos.

Los biosurfactantes producidos por una variedad de microorganismos, se presentan como una
alternativa a los tensioactivos convencionales, ya que son facilmente biodegradables, muestran
baja toxicidad y pueden ser producidos a partir de materias primas renovables, o incluso
desechos, por un proceso de fermentaciéon natural. Los soforolipidos (SLs) son un grupo de
biosurfactantes extracelulares producidos por varias especies de levaduras no patégenas, siendo
Candida bombicola la mas estudiada. Los SLs tienen propiedades anti-microbianas, anti-
inflamatorias, anti-VIH e incluso anti-cancer (Rashad y col., 2014).
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Actualmente los SL se producen comercialmente por fermentacién sumergida de la levadura
Candida bombicola utilizando aceite vegetal y glucosa como sustratos. La fermentacion en estado
sélido (FES) tiene dos ventajas importantes en comparacién con la fermentacién sumergida
(FSum). En primer lugar, permite el uso de sustratos solidos de bajo coste, tales como tortas de
aceite procedentes de la industria alimentaria (Ramachandran y col., 2007). En segundo lugar,
evita posibles problemas asociados con la formacion de espuma. En algunos casos la FES ofrece
un mayor rendimiento que la FSum (Parekh y col. 2012). Sin embargo, hay varios retos que deben
abordarse antes de su uso en procesos a gran escala. Algunos de los mas importantes son el
disefo de un biorreactor que permita el control de la temperatura y la humedad, la seleccién de los
métodos de extraccion eficientes y el seguimiento del proceso de cultivo (Krieger et al., 2010).

Los escasos estudios realizados sobre la produccion de biosurfactantes por FES se han realizado
con pequefias cantidades (5-10 g) de sustratos (Nalini y Parthasarathi, 2014; Parekh y Pandit,
2012; Parekh y col., 2012; Rashad y col., 2014), utilizando aceites y tortas de filtrado.

El objetivo principal de este trabajo es estudiar el proceso de produccion de SLs a través de FES
de los residuos de la industria alimentaria con Candida bombicola. Los objetivos especificos son
los siguientes: (i) optimizar la produccién de SLs en funcién de la relacién de sustratos y la tasa de
aireacion a escala de 100 g; (ii) establecer la curva de produccion de SLs y su correlacién con los
indicadores de actividad biolégica; y (iii) evaluar el proceso a mayor escala en biorreactores de
lecho empacado de 1.100 g.

2. Material y Métodos.

2.1 Sustratos e inoculo

El sustrato principal utilizado fue la torta de filtracion de aceite tras el proceso de winterizacion
(RW). Este proceso consiste en un enfriamiento del aceite a 5°C por 24h para la cristalizacién y
precipitacién de ceras. El filtrado posterior se realiza con tierras diatomeas. La torta presenta entre
un 60 y un 70% de materia grasa. Como co-sustrato se usé melaza de remolacha azucarera.
Como inéculo hemos utilizado Candida bombicola ATCC 22214 obtenida de la American Type
Culture Collection (Manassas, EE.UU.). El indculo se prepar6 mediante la adicién de un loop
completo de microorganismo, recién crecido en cultivo inclinado de agar, a un matraz Erlenmeyer
de 250 ml con 50 ml de medio estéril que contiene (g L™): dextrosa, 10; peptona, 5; extracto de
malta, 3; extracto de levadura, 3. A continuacién, el cultivo se incubd en un agitador orbital a 30°C,
180 rpm durante 48 h.

2.2 Fermentacion en estado sédlido

Utilizamos un sistema basado en Arduino® para el monitoreo y control de todos los procesos.La
optimizacion se realiz6 a escala 100g, con 100g de mezcla sélida himeda (45 g de sustratos, 14 g
de paja usada como soporte inerte, 10 mL de indculo y agua destilada para alcanzar un 45% de
contenido en agua) en Erlenmeyers de 500 mL. Posteriormente se utilizd un reactor de
polipropileno de 5 L de volumen albergando 1100 g de mezcla.

En todos los casos, se realiz6 un aporte continuo de aire mediante caudalimetros masicos. Se
monitored el caudal de aire, la temperatura y la concentracién de oxigeno a la salida. Con esta
informacion el software calculaba en linea la tasa de consumo de oxigeno (OUR) y el consumo
acumulado de oxigeno (COA) (Ponsa et al.,, 2010) para monitorear la actividad bioldgica del
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proceso de fermentacién. Salvo que se indique, la temperatura se control6 sumergiendo los
reactores en un bafo de agua a 30 °C.

Tras la toma de muestras, se midié el pH, se extrajeron los SL y se determind el contenido de
carbohidratos y grasa para evaluar el consumo de sustratos. El rendimiento de SLs se define
como gramos de soforolipido por gramos de materia seca total (g g MS).

3. Resultados y Discusion.

3.1 FES a escala 100g. Optimizacion y perfil de produccion.

Los resultados confirmaron que el RW es un sustrato adecuado para la producciéon de SLs por
FES. Utilizamos el enfoque sistematico del disefio experimental para evaluar la influencia de la
relacion de sustratos y el caudal de aireaciéon en la produccion de SLs. De acuerdo con los
resultados, ambos parametros tienen un efecto positivo sobre el rendimiento de los SLs, siendo
mas importante la influencia de la aireacion. La relaciéon 6ptima de sustratos fue de 1:4 (melaza:
RW). La velocidad de aireacién 6ptima fue 0,30 L kg™ min”, lo que confirma el suministro de
oxigeno como un parametro importante para este proceso de fermentacion.

Se llevd a cabo la FES a escala 100 g usando las condiciones optimizadas anteriores con el
objetivo de obtener el perfil de la produccion de las SLs. La OUR alcanzé su valor maximo en 66 h
(2,65 £ 0,11 mg O, g'DM h™") que indica la actividad biolégica méaxima en todo el proceso de
fermentacion. Se observé produccion de SLs ya en el segundo dia de fermentacién y alcanz6 su
méaximo rendimiento en el dia 8 (0.18 g g MS 0 7,1 g 100 g masa total). La produccién de SL
correlaciond linealmente con el COA sugiriendo que el COA se podria utilizar como un parametro
de seguimiento para la biosintesis de SLs en procesos de FES. El contenido en grasa disminuy6
progresivamente a lo largo del experimento coincidiendo con la biosintesis de los SLs, y se
observé un consumo final del 55%.

Para mejorar la biodisponibilidad del sustrato y reducir los gradientes de nutrientes y biomasa se
estudié el efecto del mezclado intermitente observandose que esta accién de mezclado aumenta
el rendimiento de produccion de SL en un 31% en comparacion con la fermentacién en
condiciones estaticas (Jiménez-Penalver y col., 2016).

3.2 FES a escala 1100g. Perfil de produccion.

Para comprobar el éxito del proceso a mayor escala, se llevd acabo la fermentacién en el reactor
de 5 L de lecho empaqguetado con 1.100 g de mezcla de fermentacion, colocado en un bafo de
agua de 30°C. La Figura 1 muestra los perfiles obtenidos en la fermentacion de 1100g de mezcla
solida.
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Figura 1. Perfiles de la fermentacién en estado sélido en bioreactor de lecho empacado a escala 1100g a)
OUR, COA, SL, b) pH, contenido en grasas y carbohidratos

En contraste con los resultados obtenidos a escala 100 g, el maximo de OUR (4,2 mg O, g'1DM h
") se alcanzé después de 42 horas de fermentacién y con un valor ligeramente superior. El
rendimiento méaximo se observé en el 8° dia de fermentacién (0.175 g g' MS), similar al
rendimiento obtenido en la escala de 100 g sin mezclado intermitente. La evolucion del pH y el
consumo de grasa y carbohidratos siguié un patron similar a la de la escala 100 g.

Si bien los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos a escala de 100 g, el reactor de
5L mostré problemas relacionados con la eliminacién de calor y control de la humedad. Sin
embargo, estos inconvenientes se pudieron solventar humedeciendo el aire de entrada con el
objetivo de mantener la humedad en el interior del reactor y se control6 manualmente la
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temperatura por enfriamiento del aire de entrada y por la disminuciéon de temperatura del bafio de
agua para mantener la mezcla de fermentacion cerca de 30 °C.

Con el objetivo de mejorar el proceso y aumentar la escala de trabajo se realizaran experimentos
en un reactor de bandejas con una capacidad total de 6 kg. Se espera que con esta configuracién
en bandejas el control de la temperatura se pueda realizar exclusivamente mediante la actuacion
sobre el caudal de aireacion y que mediante la humidificacion del aire de entrada se mantengan
los valores de humedad del material.

4. Conclusiones.

La torta de filtracién de aceite tras el proceso de winterizacién es un sustrato adecuado para la
produccion de soforolipidos por fermentacion en estado soélido utilizando melaza de remolacha
azucarera como co-sustrato y Candida bombicola como inéculo. La OUR y el consumo de oxigeno
acumulado son herramientas de gran utilidad para supervisar la biosintesis de SLs durante la
fermentacién. El rendimiento de produccién de SLs a escala de 100 g fue de 0.18 g g* MS y se
mantuvo al incrementar la escala hasta 1100 g.

5. Bibliografia.

Gea, T., Ferrer, P., Alvaro, G., Valero, F., Artola, A., Sanchez, A., 2007. Co-composting of sewage
sludge:fats mixtures and characteristics of the lipases involved. Biochem. Eng. J. 33, 275-283.

Fernandez, A., Sanchez, A., Font, X., 2005. Anaerobic co-digestion of a simulated organic fraction of
municipal solid wastes and fats of animal and vegetable origin. (2005) Biochem. Eng. J. 26, 22-28.

Jiménez-Penalver, P., Gea, T., Sanchez, A., Font, X., 2016. Production of sophorolipids from winterization
oil cake by solid-state fermentation: Optimization, monitoring and effect of mixing. Biochem Eng J. 115,
93-100,

Krieger, N., Neto, D.C., Mitchell, D.A., 2010. Production of Microbial Biosurfactants by Solid-State
Cultivation, in: Ramkrishna S. (Ed), Biosurfactants. Springer, New York, pp. 203—210.

Nalini, S., Parthasarathi, R., 2014. Production and characterization of rhamnolipids produced by Serratia
rubidaea SNAUO2 under solid-state fermentation and its application as biocontrol agent. Bioresource
Technol. 173, 231-8.

Parekh, V.J., Pandit, A.B., 2012. Solid State Fermentation ( SSF ) for the Production of Sophorolipids from
Starmerella bombicola NRRL Y-17069 using glucose , wheat bran and oleic acid. Curr. Trends
Biotechnol. Pharm. 6, 418—424.

Parekh, V.J., Patravale, V.B., Pandit, A.B., 2012. Mango kernel fat: A novel lipid source for the fermentative
production of sophorolipid biosurfactant using Starmerella Bombicola NRRL -Y 17069. Ann. Biol. Res. 3,
1798-1803.

Ponsa, S., Gea, T., Sanchez, A., 2010. Different indices to express biodegradability in organic solid wastes.
J. Environ. Qual. 39, 706-712.

Rashad, M.M., Nooman, M.U., Ali, M.M., Mahmoud, A.E., 2014. Production, characterization and anticancer
activity of Candida bombicola sophorolipids by means of solid state fermentation of sunflower oil cake
and soybean oil. Grasas Aceites 65, 2.

6. Agradecimientos.

Los autores agradecen al Ministerio de Economia y Competitividad (Proyecto CTM2015-69513-R) por su
apoyo financiero. Pedro Jiménez tiene una beca de doctorado del Ministerio de Economia y Competitividad
(BES-2013-064852). Los autores agradecen a LIPSA y en especial a la persona de Lloreng Segarra por su
colaboracion en el suministro de los materiales para este estudio.

356 V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje



i RECGe

UTILIZACION DEL TWISTERO© PARA LA CARACTERIZACION DE COV
EMITIDOS POR EL COMPOSTAJE

Giraldez, I.", Ruiz-Montoya, M.%, Delgado-Rodriguez, M.2, Morales, E.', Lopez, R.%,Diaz, M J.*

'Departamento de Quimica. Facultad de Ciencias Experimentales. Campus de “El Carmen’.
Universidad de Huelva. Campus de Excelencia Internacional Agroalimentario, CeiA3. 21071.
Huelva. Espafa
2PRO2TEC. Departamento de Ingenieria Quimica, Quimica Fisica y Ciencias de los Materiales.
Facultad de Ciencias Experimentales. Campus de “El Carmen”. Universidad de Huelva. 21071.
Huelva. Espafia
3IRNAS (CSIC). Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla. Sevilla. Espafia
*Autor para correspondencia: Dr. M.J. Diaz. +34 959219990, e-mail: dblanco@uhu.es

Resumen: Las sustancias que causan mal olor procedente de la manipulacién de los residuos soélidos
urbanos (RSU), por lo general, surgen como resultado de la actividad biolégica. Compuestos de amoniaco y
sulfuro son los principales gases inorganicos siendo los mercaptanos, terpenos, indoles y otros diversos
compuestos organicos que llevan nitrégeno las sustancias organicas emitidas mas importantes. El analisis
de estos compuestos suele ser problematico debido a la baja concentracién en el aire ambiente. La técnica
actualmente mas utilizada es la preconcentraciéon de estos en absorbentes. Entre ellos uno de los mas
utilizados es el Twister©. Esta técnica permite una alta sensibilidad debido a la gran superficie de la fase
estacionaria de sorcion utilizada. El presente trabajo describe la optimizacion de un procedimiento de
desorcion térmica, aplicable a los compuestos emitidos tanto en la manipulacién como el compostaje de
RSU, de los compuestos adsorbidos en el Twister©. Los parametros que afectan a la desorcion térmica se
investigan utilizando un enfoque quimiométrico en el que, por trabajos previos, se ha comprobado que, entre
los parametros implicados en la desorcién térmica (temperatura de desorcién (TDES), tiempo de desorcion
(t) y flujo de helio (f) y temperatura en el inyector PTV (TCIS)) los méas importantes parametros a optimizar
son TDES y TCIS. Se comprueba que, fijando en sus valores tipicos t (3 min) y f (50 ml min™), los valores
para los que el area encontrada para la mayoria de los compuestos desorbidos se sitian en un valor de
TDES de 300°C y TCIS de -20°C.

Palabras clave: COMPOSTAJE, TWISTER, COV.
1. Introduccion.

La recogida y tratamiento de residuos solidos urbanos (RSU) han causado problemas de olores
durante muchos afios y muchos paises tienen regulaciones para la distancia minima entre la planta de
tratamiento y zonas habitadas. En su identificacion, la cromatografia de gases (GC) acoplada a distintos
detectores, especialmente un espectrometro de masas (MS) ha sido muy aplicada a la caracterizacion
de la composicion quimica de muestras de COVs. Para estos compuestos, se ha demostrado que el
método de muestreo y de analisis tiene gran influencia en los resultados, debido fundamentalmente a
que la mayoria de los compuestos estan en muy baja concentracion y no se identifican mediante
muestreo directo en aire (Woolfenden, 1997). Se han ensayado distintos compuestos adsorbentes con
gran selectividad para diferentes tipos de compuestos organicos volatiles (Harper, 2000) como el carbén
activado, Tenax TA, XAD-2, Carbotrap, Carbopack, Carbosieve y Carboxen 569. De todas formas, el
muestreo de adsorcién pasiva tiene también algunos inconvenientes. La adsorcién del analito es un
proceso de equilibrio dinamico, por lo que puede existir desorciéon si su concentracion en el entorno
disminuye. En este sentido, el muestreo de aire con microextraccién en fase sélida (MEFS o, en inglés,
SPME) presenta mas ventajas que los métodos de muestreo convencionales (Koziel et al., 2005) debido
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a su simplicidad, reutilizacion, buena recuperacion de los analitos y la propiedad hidrofébica de
recubrimientos de SPME. Para aumentar la sensibilidad de los analisis, Baltussen y col. (1999)
desarrollaron otros adsorbentes de extraccién como el Twister© (Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE) en
el que se anade al adsorbente un segmento magnético o una barra de agitacion.

El presente estudio describe la optimizacién de la extraccion de los COV minoritarios, que no pueden
ser identificados directamente en el aire, mediante adsorcién en Twister®©. Por otra parte se optimiza la
desorcion térmica acoplada a GC-MS para la determinacion de COV generados en el compostaje de
RSU. Se investigaron los parametros que afectan a la desorcion térmica mediante un enfoque
quimiométrico para obtener la maxima sefial para los componentes mayoritarios de la mezcla.

2. Materiales y Métodos
2.1 Materiales

El RSU se recogi6é de la planta de tratamiento de residuos urbanos de Villarrasa (Huelva-
Espafia). Se trata de planta sin recogida selectiva de residuos urbanos aunque si tienen
separacioén electromagnética de metales ferrosos y separaciéon manual de materiales no ferrosos.
Este RSU se utiliza como materia prima para obtener compost (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades del RSU utilizado en el estudio (sobre base seca y libre de impurezas).

RSU RSU
Mat. organica gkg' 385.4+6.5 pH (1:5) 8.2+0.2
N gkg' 27.2+06 EC(1:5) dSm' 15708

El RSU obtenido se coloca en reactores de compostaje de 200 L de capacidad con forma de
barril y fabricados en materiales acrilicos y aislados con espuma de poliuretano. Todos los analisis
se realizaron por triplicado siguiendo procedimientos normalizados.

2.2 Procedimiento de analisis del aire

Las muestras se recogieron del espacio de cabeza de los reactores a la salida de corriente de flujo de
aire del reactor. El muestreo se llev6 a cabo con sistemas de 10 mm x 0,5 mm (longitud x espesor de la
pelicula) polidimetilsiioxano (PDMS) Twister© comercial (Mllheim y Ruhr, Alemania). Los Twister©s
permanecieron colgados en el espacio de cabeza del reactor durante 30 minutos. EI PDMS se almacend
en oscuridad a -20 °C y se analizaron dentro de las 48 h de la toma de muestras. Para la desorcion
térmica de los compuestos absorbidos, se usd un sistema comercial (TDS, Gerstel) equipado con un
muestreador automatico MPS-2 conectado a un inyector de temperatura programable de vaporizacion
(PTV) (CIS-4, Gerstel) por una linea de transferencia previamente acondicionada. El PTV se instal6 en
un cromatdgrafo de gases Agilent 6890 con un detector selectivo de masas 5973 (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, EE.UU.). Los analisis se llevaron a cabo usando una columna HP-5 MS (30 m X 0,25 mm
de didmetro interno 0,25 micras de espesor de pelicula, 5% de polidimetilsiloxano fenil-95). Se utilizé
helio como gas portador. Las temperaturas de la linea de transferencia, la fuente de iones y el analizador
de cuadrupolo se mantuvieron a 280, 230 y 150°C, respectivamente. Los espectros de masas de los
compuestos volatiles se comparan con el Wiley 275 L y NIST 02 (biblioteca de espectros) (Agilent
Technologies).

2.3. Diseno experimental y analisis estadistico
Con el fin de obtener las condiciones mas favorables para la etapa de desorcién, se utilizé un disefio
experimental de Box-Behnken (CSS Statistica, StatSoft Inc., Tulsa, Reino Unido) para evaluar la
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influencia de las variables independientes (Tpes ¥ Tcis) Sobre las dependientes (area de cromatograma)
fiiando el tiempo (3 min) y el flujo de helio como gas portador 50 (mL min™). Los niveles del disefio
experimental fueron 200, 250, 300°C para Tpes (-1,0,1) y -20, 0,20°C para Tgis (-1, 0, 1) . Los datos
fueron analizados por andlisis de regresién multiple y se obtiene una ecuacién polinémica (segundo
orden) donde se presenta el de area de pico de los COV como una funcion de las variables
independientes ensayadas, donde y es el de area de pico del COV predicho. Sélo las estimaciones de
los coeficientes con niveles significativos superiores a 95% (p <0,05) se incluyeron en los modelos
finales.

3. Resultados y Discusion.

3.1 Principales compuestos encontrados

Se detectaron un gran nimero de compuestos organicos voldtiles y fueron identificados en base a su
espectro de masas y la base de datos espectral NIST (NIST 02). La Tabla 2 resume la férmula quimica,
peso molecular, el nimero de identificacion CAS, los iones mas abundantes de los espectros de masa,
el tiempo de retencion y los coeficientes de particion octanol/aire de los compuestos organicos volatiles
detectados en el RSU.

Tabla 2. Caracteristicas de los principales VOCs encontrados en los Twisters®.

t CAS . Log
Compuesto (min) Number Férmula Mass Koa
3-Carene 12,62 005989-27-5 CioH1s 68, 93, 136 4,26
D-Limonene 13,80 005989-27-5 CioH1s 68, 93, 136 4,26
Butanedioic Acid, Diethyl Ester 18,75 000123-25-1  CgH1404 129, 101 5,87
Octanoic Acid (Caprylic acid) 19,06  000124-07-2 CgH102 115,101,73,60 7,59
N-Decanoic Acid (Capric acid) 24,16  000334-48-5 C1oH2002 129, 60, 71 8,35
Naphthalene 27,00  004630-07-3 CisHzs 204, 106 4,85
Butylated Hydroxytoluene 27,45 000128-37-0 CisH240 220, 205 8,87
Tetradecanoic Acid (Myristic acid) 33,17~ 000544-63-8  C14H250> 228,185, 129 10,88

2-Propanol, 1-Chloro-, Phosphate 33,95  013674-84-5 CgH1sClzs04P 277,157,125 8,20

Bis(1-Chloro-2-Propyl)(3- e ~
Chioro-1-Propyl) Phosphate 34,27  137909-40-1  CgH1sClzO4P 277,157,139

Pentadecanoic Acid 35,19 001002-84-2  Cy5H3002 242,199, 129 9,52
1,2-Benzenedicarboxylic Acid, 35,27 000084-69-5 C16H2204 149, 223 8,41
Hexadecanoic Acid (Palmitic acid) 37,15 000057-10-3 C16H3202 256, 213, 129 10,26
Oleic Acid 40,39 000112-80-1  C18H3402 264, 97, 83 10,38

Octadecanoic Acid (Stearic acid) 40,86 000057-11-4  C18H3602 284,241,185 12,94
log Koa = Log. del coeficiente de particion Octanol-Aire (25°C, KOAWIN v1.10).

En este sentido, el butil hidroxitolueno (BHT) se ha utilizado (IARC, 1986) para estabilizar la frescura,
valor nutritivo, sabor y color de los productos de alimentacién (JECFA, 1996). Ademas, la durabilidad del
caucho, elastémeros y plasticos se incrementa por el uso de BHT (Sherwin-Wiliams, 1992). La
presencia de los terpenos como el limoneno pueden ser debido a la presencia de residuos de frutas y
vegetales (Staley y col., 2006). También han sido encontrados retardadores de llama organofosforados
(Hartmann et al., 2004), empleados como plastificantes y aditivos retardantes de llama en la industria
textil y barnices (Andresen et al., 2004).
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3.2 Optimizacion de las condiciones analiticas para los COV emitidos por los RSU

Entre los varios parametros se piensa que afectan a la eficacia de desorcion de compuestos
organicos volatiles por en el Twister® se eligieron, por trabajos previos (Giraldez et al., 2013):
temperatura de desorcion y temperatura en el inyector de PTV como los mas importantes. El area del
pico de los iones extraidos (m/z) de cada compuesto fue seleccionado como la respuesta experimental.
Las estimaciones de los coeficientes del modelo y los parametros de estadistica (R2, P y F) se
calcularon mediante regresion polindémica (Tabla 3). De acuerdo con la metodologia propuesta, s6lo se
muestran los términos con coeficientes estadisticamente significativos.

La Tabla 3 muestra que para cada compuesto, independientemente del i6n m/z, las variables
independientes que confirman su influencia presentan una influencia similar en la ecuacién de respuesta.
Se observa que cada compuesto tiene una respuesta distinta a las variables seleccionadas, por ello, los
diferentes modelos se analizaron con superficies de respuestas (se ha realizado para las ecuaciones
encontradas como mas significativas, Figuras 1-3).

Tabla 3. Ecuaciones encontradas para cada compuesto y la masa como una funcion de las variables
independientes (valores normalizados).

Compuesto  Masa Ecuacién obtenida R2 p F

3-Carene 67 Area= 71439 + 614523 TDES 0,881 0,002 29,332
Limonene 136 Area = 47680.1+22419.7 TDES -38428 TCIS-17051.0 TDES TCIS 0,892 0,000 45,338
Naphthalene 204  Area = 89693 -162140 TCIS + 32503 TDES® + 130946 TCIS® 0,904 0,000 38,896

Una alta influencia de TDES se encuentran en 3-careno (Figura 1) area obtenida durante los
experimentos. De esta forma, una baja sefal, por lo tanto, menores cantidades de este compuesto han
sido desorbidas ante valores medios de TDES (250°C). Los valores mas altos se obtienen bajo altos
(300°C) o bajos valores (200°C) de TDES.

Como puede verse en la Figura 2, TDES es la variable que mas influye (positivamente) en el area
obtenida para limoneno. Sin embargo, se ha encontrado una baja influencia de este parametro ante
valores altos de TCIS. El parametro TCIS influye positivamente ante valores bajos de TDES pero
negativamente ante valores altos de este Ultimo parametro. Por lo tanto, los valores maximos de area
obtenidas se encuentran para valores de TDES altos (300°C) y TCIS bajos (-20°C).

Como puede verse en la Figura 3, el &rea obtenida para naftaleno fue mucho mas sensible a cambios
en TCIS que en la otra variable independiente. En este caso, un valor bajo TCIS produce un valor mucho
mas alto en el area obtenida a los obtenidos por el uso de valores TCIS medio o alto. Por otra parte, se
ha encontrado una influencia cuadratica aunque baja para TDES. Para obtener el area maxima es
recomendable utilizar valores bajos de TCIS (-20°C) y altos (300°C) o bajos (200°C) para TDES.

Figura 1. Evolucién del area Figura 2. Evolucion del area Figura 3. Evoluciéon del area
obtenida para el 3-careno. obtenida para el Limoneno. obtenida para el Naftaleno.
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4. Conclusiones.

Entre los compuestos volatiles emitidos por los residuos solidos urbanos, 15 componentes fueron
identificados por SBSE-TD-GC-MS. Los principales compuestos identificados en las muestras son
terpenos, acidos grasos saturados, compuestos antioxidantes y retardantes de llama organofosforados
de los plasticos.

Con el fin de establecer una Unica condicién que podria ser (til para obtener la maxima extraccion de
las muestras para la determinacion de todos los analitos por Twister® (maxima é&rea en el
cromatograma), los valores de TDES de trabajo debe ser de 300°C y TCIS debe fijarse en -20°C.
Estando previamente fijados y optimizados t en 3 min, y F en 50 ml min™.

5. Bibliografia.

Andresen, J.A., Grundmann, A., Bester, K., 2004. Organophosphorus flame retardants and plasticisers in surface
waters, Sci. Total Env., 332 (1-3), 155-166.

Baltussen, E., Sandra, P., David, F., Cramers, C., 1999. Stir bar sorptive extraction, (SBSE), a novel extraction
technique for aqueous samples: Theory and principles, J. Microcolumn, 11 (10), 737-747.

Harper, M., 2000. Sorbent trapping of volatile organic compounds from air, J. Chromatogr. A, 885 (1-2), 129-151.

Hartmann, P., Burgi, G., Giger, W., 2004. Organophosphate flame retardants and plasticizers in indoor air.
Chemosphere, 57 (3), 781-789.

Koziel, J.A., Lingshuan, C., Anh, T.N., Yi, L., Hongwei, X., 2005. Identification and prioritization of poultry manure
odours using SPME multidimensional GC-MS-olfactometry system: Implications for odour control, Animal Agriculture
and Processing: Manag.Environ. Impacts, 1, 13-20.

Sherwin-Williams, Company 1992. BHT: the versatile antioxidant of today and tomorrow (Bull. A O-12), Cleveland, OH.

Staley, B.F., Xu, F., Cowie, S.J., Barlaz, M.A., Hater, G.R., 2006. Release of trace organic compounds during the
decomposition of municipal solid waste components, Environ. Sci. Technol., 40 (19), 5984-5991.

Woolfenden, E., 1997. Monitoring VOCs in air using sorbent tubes followed by thermal desorption-capillary GC
analysis: Summary of data and practical guidelines, J. Air Waste Manage. Assoc., 47 (1), 20-36.

6. Agradecimientos.

Los autores agradecen la financiacién de este trabajo de la Consejeria andaluza de Economia, Innovacién, Ciencia y
Empleo (Proyecto RNM 2323) y al Ministerio de Economia y Competitividad (Programa Nacional para la Investigacion
Retos de la Sociedad, CTQ2013-46804-C2-1-R).

V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje @ 361



$RECG
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DE EDAR PARA SU DIGESTION ANAEROBIA
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Resumen: Un residuo que supone un problema para la salud y el medio ambiente, ademas de ser generado
en todas las poblaciones del mundo que poseen una planta de tratamiento de aguas residuales, es el lodo
de depuradora, cuya gestion supone aproximadamente un 50% del coste total de operacién de la planta.
Una técnica interesante para su gestién y tratamiento es la digestion anaerobia, aunque tiene baja
biodegradabilidad y bajo rendimiento en la produccion de metano. El pretratamiento con microondas permite
la mejora de la biodegradabilidad del lodo de depuradora. En este estudio, a escala de laboratorio, se ha
llevado a cabo la digestion anaerobia en condiciones mesofilas y en semicontinuo de lodo pretratado y de
lodo sin pretratar (o lodo control). En la biometanizacién de los mismos fueron comparadas la VCO
(Velocidad de Carga Organica), biodegradabilidad y produccion de metano. Las condiciones del
pretratamiento con microondas fueron de 20.000 J/g ST y 700 W. Se produjo una mejora de la
biodegradabilidad del 27 % asi como un incremento en la velocidad de produccién de metano de un 20 %
en el caso del lodo pretratado con microondas.

Palabras clave: Digestion Anaerobia, Pretratamiento, Microondas, Lodo EDAR

1. Introduccion.

El tratamiento de las aguas residuales urbanas genera grandes cantidades de lodos, de hecho
se estima que se generan unos 10 millones de toneladas de lodo, en materia seca, anualmente en
la Union Europa (Kuglarz y col., 2013; Tyagi y col, 2011). Estos tienen que ser tratados
adecuadamente ya que suponen un problema para el medio ambiente debido a su contenido en
materia organica, metales pesados y patégenos. La gestion de estos lodos puede suponer el 50%
del coste de operacion de la planta de tratamiento, dependiendo del volumen de lodos a tratar y
del contenido en agua que presenten (McLeod y col., 2015; Appels y col., 2008). La digestion
anaerobia es una de las principales técnicas empleadas para el tratamiento de los lodos de
depuradora, siendo una tecnologia ampliamente utilizada, ya que es viable para estabilizar y tratar
los lodos excedentes de plantas de tratamiento de aguas residuales y otros residuos organicos
(lacovidou y col., 2012).

Sin embargo, debido a la naturaleza de estos residuos, presentan una baja biodisponibilidad
y/o biodegradabilidad (Carlsson y col., 2012; Parkin y Owen, 1986). Los lodos de depuradora son
una mezcla de microorganismos, compuestos organicos e inorganicos que se adhieren junto con
las sustancias poliméricas extracelulares que llegan a ser resistentes a la digestién anaerobia
(Koupaie y Eskicioglu, 2016; Park y Ahn, 2011).

El pretratamiento con microondas es una alternativa al método convencional de pretratamiento
térmico y puede ser aplicado al tratamiento del lodo (Appels y col., 2013; Mudhoo y Sharma,
2011). El microondas produce un rapido calentamiento, destruccién de patégenos y es facil de
controlar; el tiempo de radiacién, potencia y profundidad de penetracion son los principales
factores de la irradiacién por microondas (Hong y col., 2004).
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El objetivo de este trabajo es evaluar la mejora del proceso de digestion anaerobia, en modo
semicontinuo, a través del estudio comparativo sobre el efecto que el pretratamiento del lodo tiene
sobre la produccién de metano.

2. Material y Métodos.

El seguimiento de la digestion anaerobia se realiz6 en el licor de mezcla, ademas de en el lodo
de EDAR antes y después del pretratamiento. Las variables analiticas fueron: demanda quimica
de oxigeno (DQO, g Ou/kg), solidos totales (ST, g/kg), sélidos minerales (SM, g/kg), solidos
volatiles (SV, g/kg), alcalinidad (Alc, mg CaCOs/L) y nitrogeno amoniacal (N-NH,*, mg/kg). La
demanda quimica de oxigeno soluble (DQOs, g O./kg), pH y conductividad (mS/cm) también
fueron analizados sobre la fraccion soluble del sustrato.

En la fraccién soluble se determinaron carbono organico total (COT, mg/L) y nitrégeno soluble
(Ns, mg/L). Ambas variables fueron determinadas utilizando un Shimadzu TOC-VCPH de
combustion / analizador de infrarrojos no dispersivo. El espectro de acidos organicos volatiles
(AQV; acido acético, propionico, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico y caproico) fue
determinado con un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard HP-5890 con detector de ionizacién
de llama y columna capilar de Nukol-silice de SUPELCO de 15 m y 0,53 mm de I.D. con una
pelicula de 0,5 um de espesor. La temperatura del horno se programé de 100 a 1502C con un
gradiente de 4°C/minuto. Se ha utilizado como gas portador Helio (28,6 kPa) con un flujo de 50
mL/min. Hidrégeno (14.3 kPa) y aire (28.6 kPa) se utilizaron para la ignicién de la llama.

Todos los analisis fueron realizados de acuerdo con Standard Methods de APHA (1989). y
segun el test propuesto por Thompson y col. (2001) por US Department of Agriculture and the US
Composting Council.

El lodo de depuradora y el in6éculo anaerobio proceden de la EDAR EL COPERO (Sevilla). Las
aguas residuales tratadas en esta planta son entre el 85-90% de procedencia urbana. Esta planta
genera anualmente en torno a 500 toneladas de lodo en base seca, compuesto por lodo primario y
secundario.

El pretratamiento se llevd a cabo en un sistema de microondas discontinuo a escala piloto,
trabajando con alicuotas de 100 g de lodo en recipientes abiertos. Las condiciones de operacién
se fijaron en una potencia de 700 W, aplicandose una energia especifica de 20.000 J/g ST. Estas
condiciones de trabajo fueron fijadas como resultado de un estudio previo llevado a cabo por el
grupo de investigacion (Serrano y col., 2016).

El proceso de digestién anaerobia se llevo a cabo en

o 4 reactores Pyrex de 1L de volumen dutil, mezcla
225 ] completa, que operan en condiciones meséfilas de

200 temperatura (35°C) y en semicontinuo.
§ 1: Los ensayos transcurrieron para el lodo y el lodo
% 10 tratado con velocidades de carga organica (VCO) de
§wo— 0,10 a 2,55 g SV/L-d. La figura 1 muestra las
Z: iR progresivas VCO ensayadas experimentalmente asi
0,25,_'_,_1—" como la referencia a la que opera la planta de origen
S S S N (0,50 g SV/L). Cada VCO se ensay6 por
Tiempo (@) quintuplicado, conduciendo a un tiempo total de

experimentacion de 90 dias.
Figura 1. Programacién experimental para la VCO.
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El software utilizado para la elaboracién de las figuras, la realizacion del andlisis estadistico y
los ajustes de los datos experimentales fue Sigma-Plot (version 11.0).

3. Resultados y Discusion.

El proceso de digestién anaerobia de ambos lodos (lodo sin pretratar y lodo microondado) se
ha considerado estable. Las variables de seguimiento para la estabilidad han sido el pH,
conductividad, AV y Alc.

El contenido en &cidos volatiles representa una variable importante de operacién y control de la
digestién anaerobia. El acido volatii mas importante con respecto a la formacién del metano
durante la digestién anaerobia es el acido acético (Fannin, 1987). En la figura 2A se muestra la
relacion acido acético/COT (mg C-Co/mg C-COT) con respecto a la VCO para ambos lodos.
Puede observarse cémo la relacién es mayor en el caso del lodo pretratado con microondas,
siendo un 50% mayor inicialmente para el lodo microondado y disminuyendo esta diferencia al
incrementarse la VCO. Esto es debido a la mayor concentracion de materia carbonosa soluble
debida al pretratamiento. No obstante, el hecho de que a medida que transcurren los
experimentos la relacién acido acético/COT se unifique, indica que los digestores se adaptan
perfectamente a la carga de acidos que se les aporta, degradandola en la misma proporciéon que
en el lodo control. Estos resultados estan relacionados con lo estudiado por otros autores, los
cuales han puesto de manifiesto un mayor contenido en acidos de cadena corta, a lo largo del
proceso de digestion anaerobia en los sustratos de lodo pretratado con respecto del control
(Serrano y col., 2016; Appels y col., 2013)
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Figura 2. A. Evolucion de la relacion acido acético/COT en funcion de VCO. B. Relacion entre el
nitrégeno y carbono solubles durante la biometanizacién de lodo y lodo pretratado.

El seguimiento del nitrégeno soluble, permite observar si se ha producido una diferenciaciéon en
el nitrégeno disponible en el licor de mezcla. Ya que se parte del mismo sustrato, la variaciéon en
su contenido puede ser debida al efecto del pretratamiento.

A lo largo de la experimentacién, el contenido en nitrégeno soluble presente en el licor de
mezcla ha sido proporcional a los SV no biodegradados, al igual que lo ha sido el COT, sin
observarse diferencias significativas entre ambos lodos. En la figura 2B se puede observar como
existe una correlacién entre el N soluble y el COT, con un factor de proporcionalidad de 1,96 mg
N/mg C. En el licor de mezcla aparece mayor contenido de nitrégeno que de C debido a que el
carbono soluble al biodegradarse pasa a formar parte del biogas como CH, o CO,, quedando el
nitrégeno en forma de nitrégeno amoniacal en el medio reductor, que la digestion anaerobia
aporta. Ademas, aunque el contenido en COT no biodegradado es similar para ambos lodos para
una misma VCO, el correspondiente al N soluble es ligeramente mayor en el caso del lodo
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microondado. El hecho de que se acumule mas nitrégeno podria ser perjudicial, pero teniendo en
cuenta que las concentraciones oscilan entre 373 y 1.280 mg/L, no se han considerado
probleméticas, ya que como se indica en bibliografia es a partir de valores superiores a 1.700
mg/L cuando comienza a afectarse la actividad de los microorganismos (Chen y col., 2008).
Finalmente, en el rango de VCO evaluado, la
00 diferencia en la produccibn de metano como
s e consecuencia de la aplicacién del pretratamiento con
P, e microondas queda de manifiesto en la figura 3. En esta
SIS 5 figura se recogen los valores de la velocidad media de
producciéon de metano para ambos lodos, alimentando
los reactores en semicontinuo. En el rango de VCO
evaluado, la velocidad de produccién de metano es
mayor para el lodo microondado. Se han obtenido los
rendimientos en metano de la regresion lineal entre los
pares de datos de velocidad de producciéon de metano

300

CH4 (NmL/L-d)

200 4

100 4

VCO (g SV/L-d)

Figura 3. Evolucion de la velocidad y VCO, obteniéndose valores de 186 y 155 mL CH./g
media diaria de produccién de metano SV para lodo tratado y lodo respectivamente, lo que
durante la biometanizacion de lodo y lodo  corresponde a un incremento del 20% en la produccién
tratado. en funcién de VCO. de metano. Dichos  valores  corresponden
paralelamente con un aumento en la biodegradabilidad que pasa del 55 % al 70%, porcentaje en
peso de SV, al pretratar el lodo.

4. Conclusiones.

La digestion anaerobia en semicontinuo del lodo microondado a 20.000 J/g ST y 700W
aumenta la capacidad de gestion del lodo de EDAR al aumentar su biodegradabilidad,
conduciendo a un incremento del 20 % en el coeficiente de rendimiento en metano. Para una VCO
entre 0,10 y 2,55 g SV/L-d se han obtenido 154 y 186 mLCH./g VS, para el lodo microondado y
lodo control respectivamente. Adicionalmente, los resultados obtenidos corroboran que es posible
operar a VCO mucho mas elevadas que 0,5 g SV/L-d (valor de operacién en planta real) en
condiciones estables, tanto para el lodo control como para el lodo pretratado.
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Resumen: Teruel es una provincia caracterizada por una gran cantidad de municipios de muy escasa
poblacion, mas de un tercio de los municipios no llega a los 100 habitantes censados y el 80% tiene menos de
500 habitantes. Muchos de estos municipios tienen importantes fluctuaciones estacionales de poblacion, que
dificultan su gestion de residuos, especialmente el caso de los lodos que quedan tras el proceso de depuracién
de aguas de origen urbano. En los territorios rurales estas aguas se suelen almacenar en fosas sépticas o
balsas de decantacion, las cuales generalmente son vaciadas por un gestor autorizado. Este trabajo pretende
realizar una evaluacién preliminar de las posibles alternativas a la gestion actual, tales como el empleo de los
lodos residuales para la produccién de biogas o como enmienda organica. Con este objetivo se evalu6 el
potencial de biodegradabilidad aerobia y anaerobia de diferentes muestras de lodos fecales del municipio
turolense de San Agustin. Para llevar a cabo este estudio se determinaron en los lodos parametros como pH,
conductividad eléctrica, sélidos totales y volatiles y DQO. También, se realizd una respirometria dinamica del
lodo y un test de biodegradabilidad anaerobia, sometiendo posteriormente el digestato final a una estabilizacion
aerobia. Por Ultimo, se hizo un test de germinacién para conocer la capacidad fitotoxica del residuo final
obtenido tras todo el proceso. Los resultados obtenidos mostraron que el empleo de la digestion anaerobia
como método de tratamiento de los lodos fecales es una opcién para su valorizacién energética. Sin embargo,
los digestatos obtenidos deberan de sufrir un tratamiento posterior antes de su uso agricola. Estos digestatos
mostraron una menor degradabilidad y fitotoxicidad que los lodos sin tratar, pero no se alcanzaron los valores
del test de germinacion establecidos en la bibliografia para su empleo como enmiendas organicas. También,
seran necesarios estudios posteriores sobre el contenido de macronutrientes o la calidad y cantidad de materia
organica, para establecer una dosificacién agricola racional del digestato obtenido.

Palabras clave: lodo séptico, lodo fecal, digestion anaerobia, respirometria, fitotoxicidad

1. Introduccioén

Aragdn es una comunidad autbnoma con una estructura territorial muy polarizada entre
una gran urbe como es Zaragoza, que concentra mas de la mitad de la poblacién de la region
(50,46%), y un inmenso medio rural compuesto por 672 municipios (IAEST, 2016). Se trata, por
tanto, de un territorio con un poblamiento muy disperso, baja densidad de poblacién y graves
problemas de despoblacion. Esta estructura territorial ha influido en la gestiéon de las aguas
residuales domésticas, ya que solo las zonas mas pobladas de Aragoén, asi como en las areas
altamente turisticas y/o industrializadas del valle del Ebro disponen de estaciones depuradoras de
aguas residuales urbanas (Gobierno de Aragén, 2009). Sin embargo, en aquellos municipios con
poca poblacién, como es el caso de San Agustin (Gudar-Javalambre, Teruel) con una poblacién
de apenas 140 habitantes, las aguas residuales son vertidas en fosas sépticas, cuyos lodos
generados son eliminados por gestores externos privados, suponiendo un gran desembolso para
las arcas municipales.

Se han encontrado diferentes estudios sobre el tratamiento y la valorizacién de los lodos
fecales. Estos residuos han sido cominmente aprovechados como enmiendas y fertilizantes
orgéanicos del suelo, debido a su contenido en nutrientes esenciales para las plantas y materia
organica que aumenta la capacidad de los suelos de retener el agua (Cofie y col., 2005). Sin
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embargo, también existen otras opciones de tratamiento como el compostaje (Koné y col., 2007),
el vermicompostaje (Alidade y col., 2005) y la digestion anaerdbica para la produccion de biogas
(Sanchez y col., 2014). Ademas, existen iniciativas innovadoras que estan desarrollando otros
productos, como materiales de construccién (Rodriguez y col., 2011) o proteina en la forma de las
larvas de la mosca Hermetia illucens (Nguyen, 2010).

Por lo tanto, basdndose en las consideraciones mencionadas anteriormente, el objetivo
principal de este trabajo fue evaluar posibles alternativas a la gestion actual de los lodos
provenientes de fosas sépticas en municipios rurales tales como, la digestién anaerobia y
estabilizacién aerobia; asi como, conocer el estado de estabilizacion del digestato obtenido, a
partir de la evaluacién de su fitotoxicidad.

2. Material y métodos

El disefio experimental se basé en el desarrollo preliminar de opciones de tratamiento que
pudieran realizarse en un hipotético futuro, estableciéndose dos lineas de tratamiento (Figura 1),
divididas en varias fases: una primera linea, en la que se establece un tratamiento anaerobio y
una segunda linea de estabilizacién aerobia.

Linea 1: Caracterizacion | | Establecimiento o
Digestion rrTS;ns?ra del lodo mezclas, blanco Tesc:eprrsgtl;cr::;on
Anaerobia y del inéculo y patrén
Disefio ‘
experimental Test germinacion— Respirometria | Digestato Test germinacion
‘ IT'"ea.z.: Toma s ey 5 <
| Digestion Caracterizacion del lodo Respirometria

‘ Aerobia myests

Figura 1. Esquema del disefio experimental. Fuente: Elaboracién propia.

Los lodos empleados en este trabajo se tomaron de la 12 camara de la fosa séptica, donde se produce
en mayor medida los procesos de sedimentacion, digestién y almacenamiento de los sélidos en
suspension del agua residual. El inéculo empleado para la digestién anaerobia fue fango de
recirculacién de la EDAR Riu Sec (Sabadell), que se incubd a 37°C durante cuatro dias para
reducir el material organico biodegradable residual presente en él (Angelidaki y col., 2009). En la
Tabla 1 se muestran las principales caracteristicas de los materiales de partida empleados,
determinadas siguiendo los métodos de analisis descritos por Barrena (2006).

Tabla 1. Principales caracteristicas de los lodos e indculo empleados.

Parametros Lodo 1 Lodo 2 Inéeulo
pH 75 75 6,97
- Extracto (1:10): 323 Extracto (1:10): 408,6 . .

Conductividad (uS/cm) Directa: 2400 Directa: 1901 Directa: 9570
Sdlidos Totales (%) 13,24 £0,23 11,95+0,39 2,03+ 0,01
Sdlidos Volétiles (%) 72,03+1,50 64,42+0,85 74,10+0,19
Humedad (%) 86,76 +0,23 88,05+0,39 97,98 +0,01
Densidad (g/l) 1033,33 +2,05 - 998,08 +1,14
DQO (mg/) 4290 +8,63 - -

AT: 0,729
Alcalinidad (g CaCO4/l) - AP: 0,343 -

Al: 0,386

DQO: demanda quimica de oxigeno; AT: alcalinidad total; AP: alcalinidad parcial; Al:
alcalinidad intermedia

Para el test anaerobio se utilizaron botellas metélicas de 1 |, realizandose tres réplicas por
ensayo. Una vez cerradas se les inyect6 nitrogeno gas para desplazar el oxigeno existente en las
mismas, asegurando las condiciones anaerobias necesarias para el test, dejandolas sin presion al

368 V Jornadas de la Red Espafiola de Compostaje



i RECGe

inicio del test, e incubandolas a 37°C hasta la finalizacién del mismo. La medida de presion de
cada una de las botellas se registr6 a diario y en algunas de estas mediciones también se
determind el porcentaje de metano en el biogas por cromatografia de gases. Una vez obtenidos
los valores de biogas producido, equivalente a la presién medida para cada botella, se calcul6 el
biogas acumulado para cada dia, con el propésito de conocer el biogas total producido durante
todo el ensayo.

El digestato obtenido se sometid a una respirometria para conocer su grado de
biodegradabilidad, teniendo en cuenta los indicadores IRD (Indice Respirométrico Dinamico),
basado en la velocidad de consumo de oxigeno y el AT,, que muestra el consumo acumulado de
oxigeno en un tiempo de 4 dias. El digestato se centrifugd a 9.000 rpm durante 15 minutos y para
cada réplica se usaron 90 g de muestra y 10 g de estructurante (trozos de bayeta de 4x2 cm). El
ensayo respirométrico se realiz6 a temperatura constante de 37 °C y a un caudal constante de 20
ml/min, que mantuvo el nivel de oxigeno en rangos adecuados para el desarrollo del proceso. La
duracion del ensayo fue de 4 dias.

Por ultimo, se evalu6 su fitotoxicidad a través de un test de germinacion del digestato tanto
antes de la respirometria, es decir, tras la digestién anaerobia, como después de la respirometria
para conocer si el digestato necesitaba alguna estabilizacién previa a su empleo agricola. Para
ello se utilizaron semillas de “pepino Ashley” y “rabanito medio-largo rojo punta blanca-cumbre”
(Barrena y col., 2009).

Para la segunda linea de tratamiento de digestion aerobia, en la respirometria no se realizd
ningun centrifugado al lodo, al tratarse de muestra fresca y no ser muy liquida, aunque fue
necesario la adiciébn de un agente estructurante (trozos de bayeta de 4x2 cm) para darle
porosidad. El ensayo se realiz6 por triplicado y se operé de la misma manera que anteriormente
se ha descrito para el digestato.

3. Resultados y discusion

En la Figura 1 se presenta el volumen acumulado de biogas producido en cada ensayo,
expresandose el valor medio de las réplicas en | biogas/kg SV, habiéndoles restado el valor del
blanco. A pesar de que, para cada relacion, cada una de las réplicas sigui6 una evolucién
diferente, como muestran las barras de error entre los 20 y los 40 dias de proceso, al final del
proceso todas llegaron al mismo punto, produciendo la misma cantidad de biogas acumulado. El
valor global de produccién media de biogas entre ambas relaciones fue de 535 + 10 | biogas/ kg
SV, con un contenido de metano de 77,98 + 0,30 %. Al comparar los valores obtenidos para
nuestra muestra, con los valores de produccion de otros residuos organicos se observa que los
valores son semejantes a los de otros lodos (Sanchez y col., 2014) y superior al de otras
deyecciones que provienen de animales cuyos valores oscilan entre 220 | biogas/kg SV (terneros
y vacas) y los 450 | biogas/kg SV en el caso de las gallinas (Elias, 2005). Por tanto, estos
resultados indican que la muestra tiene suficiente potencial para degradarse anaerébicamente.

700

600 MEDIA RATIO 1,5:1 (SIN BLANCO)

| | =e=MEDIA RATIO 2,5:1 (SIN BLANCO) —t—5 00
& 500
2 i
o 400 T
- I g
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2 200 T l

100 7
0 — i l_.-‘/
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Figura 1 Volumen acumulado de biogas medio producido para cada relacion, a partir del lodo séptico
municipal de San Agustin.

Los valores de IRD (MO) obtenidos (4,4 + 0,3 g O, kg"MO h™) y AT, (MO) (317 £29 g O,
ka'MO) para muestra fresca indican que el lodo de San Agustin se caracterizd por presentar
biodegradabilidad moderada-alta (Sanchez y col., 2014), situando dicho potencial del lodo séptico
entre el de lodos frescos y lodos digeridos (Sanchez y col., 2014). Ademas, estos valores
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indicaron también que el material fresco no era estable, al presentar un pico de consumo sobre las
10h, manteniéndose elevado durante todo el ensayo, lo que indicé que era necesario un
tratamiento previo a su disposicion final (datos no mostrados). Sin embargo, en el caso del
digestato el IRD se redujo en un 75% y el AT, en un 74%. A pesar de ello, el IRD fue ligeramente
superior de 1 mg g O, kg'MO h™, reconocido como limite de estabilidad para métodos
respirométricos dinamicos (Barrena, 2006). Aunque este valor se encuentra en el limite, y podria
considerarse practicamente un material estable, seria conveniente alargar la fase de degradacién
porque aun puede contener materia organica susceptible de degradarse bioldgicamente.

Por otra parte, la Tabla 2 muestra que el indice de germinacion (IG) del digestato tras la
digestién anaerobia es practicamente 0%, tanto para el pepino como para el rabano, lo que indica
la presencia de sustancia fitotoxicas, haciéndose patente la necesidad de someter el digestato a
un tratamiento adicional de estabilizacion. Tras realizar una respirometria, el |G aumentd
considerablemente, produciéndose la germinacién de mas del 90% de las semillas, cuyo
crecimiento, sin embargo, no fue adecuado. En ningun caso, el IG superé el 50%, lo que indico
una fuerte presencia de sustancias fitotoxicas (Varnero y col., 2007). Para conseguir la estabilidad
del digestato estudiado seria necesario alargar el tiempo de maduracién del mismo durante el
proceso de compostaje, ya que una respirometria de 4 dias de duracién no es suficiente para
simular un proceso de degradacién aerobia completa con su consiguiente etapa de maduracién.

Tabla 2. Valores del indice de germinacion (IG), porcentaje de germinacion de semillas relativo (G) y
porcentaje de elongacién de raiz relativa (E).

Semilla Antes de la respirometria Después de la respirometria
|

%G %E %G %G %E %IG
Pepino 0 0 0 90,8+7,9 22,624 20404
Rabano 23 24 01 90,7 +0,1 439+0,6 39,8+05

4. Conclusiones

De los resultados obtenidos se puede concluir que, el lodo residual procedente de la fosa
séptica de San Agustin (Teruel), tiene suficiente potencial para degradarse tanto aerébica como
anaerobicamente. La digestion anaerobia del lodo produjo un volumen similar de biogas al
producido por otros lodos e incluso mayor que el producido por residuos ganaderos encontrado en
otros trabajos. También, se observé que tanto el lodo fresco como el digestato son materiales con
potencial de biodegradabilidad aerobia, siendo el lodo fresco un material mas biodegradable e
inestable que el digestato, tal y como se pudo observar en las respirometrias dinamicas
realizadas. Finalmente, la estabilizacion aerobia del digestato redujo notablemente la fitotoxicidad
de este material, pero no se alcanzaron los valores establecidos del test de germinacion para la
aplicacion de este material al suelo sin producir efectos negativos sobre las plantas.
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Resumen

Se ha estudiado el residuo de Acrocomia aculeata (coco paraguayo) para su uso potencial como
sustrato y en enmiendas de suelos; se ha realizado la caracterizacion fisicoquimica de este residuo al
natural y en forma pirolizada (Biochar) a tres temperaturas, 2002, 325 y 450°C. El estudio se ha realizado
con muestras molidas siendo el tamafio de particula menor de 1 mm. El contenido de nitrégeno aumenta en
los biochars respecto a la muestra cruda y entre los biochars aumenta al aumentar la temperatura, igual que
ocurre con el P asimilable. Este aumento puede ser debido al incremento de compuestos heterociclos.
Mediante el estudio de resonancia magnética nuclear en estado s6lido se ha podido confirmar la presencia
de lignina y celulosa en la muestra cruda. También se comprueba que después de una pirolisis a 200°C o
no hay cambios de composicion o si los hay son tan sutiles que no se detectan. Los espectros de las
muestras pirolizadas a 325 y 450°C muestran cambios quimicos significativos, las sefales en los espectros
indican degradacion de la lignina y la celulosa. Con el andlisis de las muestras mediante la técnica de
microscopia electrénica de barrido se han observado diferencias significativas en la morfologia y tamafo de
poros de la muestra cruda respecto a las pirolizadas. Las isotermas de adsorcion obtenidas muestran el
aumento del area superficial en las muestras pirolizadas.

Palabras claves: residuos, hidropénico, biochar, enmienda
1. Introduccioén.

La implementacion de modos de cultivo alternativos (cultivo sin suelo o cultivo hidropénico) al

cultivo tradicional en suelo se vuelve indispensable en zonas con déficit de agua, problemas de
fertilidad de los suelos o cuando es necesario aumentar el rendimiento de productos de consumo
basico como es el caso del tomate en Paraguay. En el Paraguay, el tomate es una de las
hortalizas mas consumidas y a su vez la mas cultivada, principalmente porque la rentabilidad que
se estima es de un 90%.La superficie total cultivada es de 800 a 1000 hectareas, con un alto
rendimiento. Sin embargo, la produccion actual, sélo alcanza para abastecer el 45% del consumo
nacional, el resto debe ser importado (Estigarribia G., 2012).
Esta investigacion se basa en la caracterizacion fisica y quimica del endocarpio del fruto de
Acrocomia aculeata con el objetivo de valorar su utilizacion como sustrato en alguna forma de
cultivo alternativo. Para estudiar la factibilidad de su utilizacién como enmienda de suelos, se han
obtenido biochars a distintas temperaturas. A. aculeata es una planta nativa de Paraguay que se
comercializa por sus propiedades medicinales y el aceite de coco es bien cotizado en cosmética.
El endocarpio del fruto es un residuo facilmente disponible que actualmente tiene escaso o nulo
aprovechamiento, mayoritariamente es utilizado como combustible en industrias.

2. Material y Métodos.

2.1.  Muestras y obtencion de sus biochars
El residuo (endocarpio) de Acrocomia aculeata en estado natural o crudo estudiado proviene del
Paraguay, originalmente posee un tamafo aproximado de 10 mm. Las muestras analizadas en
este trabajo fueron molidas hasta obtener las granulometria fina (<1 mm).
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El biochar proveniente del endocarpio se ha obtenido mediante pirolisis y diferentes temperaturas,
las condiciones de pirolisis se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de produccién de los biochars de Acrocomia aculeata

Muestra Temperatura de pirolisis (2¢C) | Codificacion | Tiempo de pirolisis (min)
Cruda -- AC; -

Biochar 1 200 AC200 120

Biochar 2 325 AC;325 120

Biochar 3 450 AC450 15

2.2. Caracterizacion fisicoquimica del endocarpio de A. aculeata.

2.2.1. Determinacion del contenido de fosforo y Analisis Elemental

Para la determinaciéon del P asimilable en las muestras, tanto cruda como biochars, se ha
utilizado una disolucion extractora Olsen y posteriormente se ha determinado el fosfato extraido
espectroscopicamente mediante la formacion de un complejo fosfomolibdico. Todas las muestras
se analizaron por triplicado.

Para determinar la composicion elemental se ha utilizado el Analizador elemental LECO
TRUSPEC CHNS MICRO. Se utiliza una combinacién de flujo continuo de gas portador He,
detector de infrarrojos y detector de conductividad térmica para la deteccion simultanea de CHN.

2.2.2. Determinacion del area superficial especifica

Mediante fisisorcién se ha determinado la isoterma de adsorcién correspondiente con la
teoria BET. El equipo utilizado es ASAP 2420 de 6 puertos para muestras desgasificadas. El
andlisis se ha realizado utilizando CO, como gas de adsorciéon sobre las muestras, con masa
aproximada de 0,5 g. Previamente las muestras han sido desgasificadas, las condiciones de
desgasificacion han sido de 180°C durante 6 horas, y el vacio de 5mmHg/s.

2.3. Andlisis de espectroscopia’>CRMN en estado sélido
Se han realizado los espectros de la muestra cruda y de los biochars. El espectro se ha

obtenido con el equipo, HD Bruker Avance Ill HD 400 MHz a frecuencia de 100.63MHz usando
rotores de zirconio de 4 mm de diametro exterior. La técnica de giro del angulo magico-
polarizacién cruzada se ha aplicado con frecuencia de 14 kHz. Un pulso de 'H en rampa se utiliza
durante un tiempo de contacto con el fin de eludir la modulaciéon de giro durante el contacto de
Hartmann-Hahn. Un tiempo de contacto de 1 ms y una anchura de pulso de 'H a 90 ° de 3,5 ps
fueron utilizados para todos los espectros. Los desplazamientos de *C-quimicos fueron referidos
a tetrametilsilano (= 0 ppm) y se calibraron con glicina (176,04 ppm). Las intensidades relativas de
los picos se obtuvieron por integracion de los rangos de desplazamiento quimico especifico segun
Knicker (2011) por una rutina de integracion con MESTRE NOVA.

2.4. Microscopia electronica de barrido
Se ha utilizado un microscopio electronico de barrido convencional (JEOL 6460LV)

trabajando en alto vacio, de cafidn tipo, emisién termoidnica y filamento de Tungsteno. El software
con el cual se ha trabajado es el INCAEnergy. Previo al estudio las muestras han sido
bombardeadas con oro para otorgar la necesaria naturaleza conductora a la muestra. Se han
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analizado la muestra cruda y todos los Biochar obtenidos. Las micrografias obtenidas asi como
sus respectivos microandlisis han sido registradas indicando el aumento utilizado.

3. Resultados y Discusion.

En la Tabla 2se observan los valores de contenido en fosforo asimilable y los de N, Hy C
obtenidos en el analisis elemental.
El contenido de P asimilable en los biochars aumenta respecto a la muestra cruda y entre los
biochars aumenta con la temperatura de pirolisis. Muchos estudios previos han sefialado que los
biochar constituyen por si mismos fuentes de P asimilable para las plantas (Brewer et al. 2009,
Silber et al. 2010, Cao and Harris, 2010 Angst y Sohi, 2013 y Mukherjee y Zimmerman, 2013).

Tabla 2. Contenido de fosforo asimilable y relacion del contenido de CHN en muestras de A. aculeata cruda
y en biochars producidos a diferentes temperaturas

P asimilable
Muestra | mgP-Kg" %C | %H | %N | H/C | C/N
(media + D.S)

AC; 39,55+2,43 48,7 | 55 | 0,1 | 0,11 | 264
AC;200 53,73+1,12 51,7 5,7 | 0,1 | 0,11 | 318
AC;325 68,80+6,99 714 | 41 | 04 | 0,06 | 167
AC;450 81,29+45,03 746 | 3,4 | 0,4 | 0,05 | 180

El contenido de nitrbgeno aumenta en los biochars respecto a la muestra cruda y entre los
biochars aumenta al aumentar la temperatura, igual que ocurre con el P asimilable. Este aumento
puede ser debido a la incorporacion del N en heterociclos(Knicker, 2010).

El area superficial aumenta respecto a la muestra cruda y entre los biochars es mayor cuando
mayor esla temperatura. Siendo el valor en la muestra cruda de 42,2489 + 1,0631m*g™' y en los
biochars 30,4811 + 0,3368, 105,3086 + 2,8451 y 176,0177 + 0,1314m?*g" respectivamente. Estos
resultados indican que se incrementa la porosidad y el tamafio de los poros con la temperatura,
siendo los valores obtenidos del mismo orden de magnitud que los encontrados por Zhao J. et al.,
(2016), en el cual determinan la superficie de carbones utilizando adsorcién de CO; y N.

En la Figura 1 se pueden observar los espectros de '3C RMN en estado sélido de la muestracruda
y de los biochars.En la AC; se observan sefialescaracteristicas de Carbonos provenientesde la
lignina y la celulosa (0-200 ppm).
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Figura 2. Espectros "°C RMN en estado sélido de A. aculeata

Con la pirolisis estas macromoleculas se degradan, pero a 200°C, la degradacién no parece ser
suficiente pueslas sefales siguen apareciendo. En los biochar producidos a 325°C hay claras
diferencias, entre 220 y 160 ppm donde se observan sefiales que corresponderian a carbonos
carboxilicos y entre 160 y 140 las que corresponderian a O-arilos pertenecientes a la lignina. La
parte arilo da sefales entre 140 y 110 ppm. Entre 110 y 60 ppm aparecen las sefales de O-alcilo,
normalmente asignado a los carbonos de la celulosa y la hemicelulosa y la senal a 23 ppm
procede de actetil. Con el aumento de la temperatura, la intensidad de la region O-alcilo disminuye
y la de los arilos aumenta. Todas estas observaciones indican la formacion de compuestos
aromaticos en el residuo sometido a pirdlisis a 325°C y a 450 °C.

En las imagenes obtenidas del estudio SEM (Figura 2) se observa la porosidad en la muestra
cruda y en sus biochars, en la muestra cruda los poros existentes son mas pequefios y de forma
tipo circular, a medida se incrementa la temperatura crece el tamafo y la cantidad.

Figura 3. Micrografias del endocarpio, izq. sup. muestra natural de granulometria fina (AC), der. med.
Muestra pirolizada a 200° (AC200), der. med. Muestra pirolizada a 325° (AC325), Inferiores Muestra
pirolizada a 450° (AC450).
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4. Conclusiones.

El residuo de A. aculeata parece ser un producto adecuado para ser utilizado como enmienda de
suelo especialmente, previamente pirolizado y convertido en biochar. Es adecuado porque es rico
en P asimilable para las plantas y en N y, ademas, tiene una elevada porosidad y capacidad de
adsorcion. La formacion de compuestos de C estables en el biochar contribuye al secuestro de C
y a la mitigacion de los efectos de emisiones de CO, antropogénico (Biederman y Harpole, 2013).
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LOS BIOSOLIDOS PIROLIZADOS COMO ENMIENDA ORGANICA: {QUE
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Resumen

Los biosolidos, residuos organicos soélidos, semisélidos o liquidos que resultan del tratamiento de las
aguas residuales, se emplean en agricultura con un doble propésito, por una parte disminuir la cantidad de
residuos organicos depositados en vertederos y por otra parte aportar nutrientes y mejorar las condiciones
agronémicas del suelo. El biochar es un producto sélido rico en carbono que resulta de la degradacién
térmica de biomasa en ausencia de oxigeno mediante un proceso conocido como pirdlisis. En los Gltimos
anos se han estudiado los efectos de transformar los residuos organicos en biochar mediante distintas
técnicas piroliticas. En relacion a los biosélidos, la pirélisis himeda se ha considerado como un tratamiento
alternativo a los ya establecidos para higienizar y estabilizar este material. Sin embargo, es necesario
evaluar si los biosoélidos pirolizados tienen propiedades beneficiosas para el suelo y los cultivos y es posible
utilizarlos como enmienda efectiva en suelos. El objetivo principal de este estudio fue determinar los
cambios que experimentan los biosolidos, relacionados con su potencial agronémico, al someterlos a
pirolisis himeda. Para ello, lodos procedentes de la planta experimental de tratamiento de aguas residuales
de Carrién de los Céspedes (Sevilla) se pirolizaron mediante pirdlisis himeda. Se aplicaron dos tiempos de
residencia en el reactor (30 min y 1 h) y dos temperaturas (200 y 260°C) diferentes. Posteriormente se
caracterizaron los lodos pirolizados usando diversas técnicas de andlisis. Se midi6 su contenido en
Carbono, Nitrégeno, pH, contenido en materia organica, nutrientes disponibles, contenido en metales
pesados e hidrocarburos aromaticos policicliclos (HAPs). Por dltimo, este estudio evalu6 la germinacién y
crecimiento de Lolium perenne en un suelo tipico del area Mediterranea (Cambisol) enmendado con estos
lodos pirolizados mediante un experimento de incubacién. Los lodos pirolizados a menor temperatura
presentaron caracteristicas mas adecuadas para su uso como enmienda organica en el Cambisol estudiado
que aquellos pirolizados a 260°C. La aplicacion de lodos pirolizados en el suelo disminuyé la tasa de
germinacion de Lolium perenne en comparacion con el control, pero aumentd significativamente la
produccion de biomasa total por maceta.

Palabras clave: lodo de depuradora, hidrochar, pirochar, experimento de incubacion
1. Introduccion

Los biosélidos son residuos organicos sdlidos, semisolidos o liquidos que resultan del
tratamiento de las aguas residuales. La implementacion de la Directiva de Tratamiento de Aguas
Residuales Urbanas (91/1271/EC) ha forzado a los paises de la Union Europea (UE) a mejorar
sus sistemas de recogida y tratamiento de aguas residuales, lo que ha provocado un incremento
en la produccién anual de biosélidos de casi un 50% desde 1992 a 2005 (Kelessidis y Stasinakis,
2012). Ademas, la implementacion de esta Directiva en los nuevos paises miembros hace que
esta cifra siga aumentando y se estima que exceda los 13 millones de toneladas en peso seco por
afo en 2020 (Kelessidis y Stasinakis, 2012). Por otro lado, la necesidad de reducir los residuos
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biodegradables en vertederos ha favorecido la transformacion de residuos organicos en productos
de valor afadido utiles en agricultura. Los biosélidos no han quedado exentos de esta tendencia y
la UE ha promovido y regulado su uso como enmienda agricola (Directiva UE 86/278/EEC vy
Working Document on Sludge, UE, 2000). Esta regulacién prohibe la aplicacion directa de los
lodos al suelo e indica los posibles tratamientos que deben aplicarse dependiendo del uso final del
lodo (pastos, forraje, fruticultura, horticultura, etc). En este sentido, la pirdlisis se ha considerado
recientemente como un posible tratamiento que permite higienizar y estabilizar el lodo. La pirdlisis
es un tratamiento térmico que se caracteriza por la ausencia de oxigeno durante el proceso de
carbonizacion. Cuando la pirdlisis de la materia organica se hace en presencia de agua se
denomina pirélisis himeda y el producto resultante varia en sus propiedades fisico-quimicas al
obtenido mediante pirdlisis seca (pirdlisis en ausencia de agua).

Los beneficios del uso de biosélidos como enmienda orgénica en suelos agricolas radican en
que tienen un contenido relativamente alto en nitrégeno (N) y fosforo (P). El contenido de N oscila
entre <0,1 y 18% con una media de 3,3%, mientras que el contenido de fésforo puede variar
desde un 0,1% a un 14%, segun la naturaleza del lodo y el tratamiento al que haya sido sometido
(Sommers, 1997). Ademas, la adicidon de biosélidos al suelo permite aumentar el contenido de
materia organica de los mismos, contribuyendo a la restauracion de sus propiedades quimicas y
fisicas (Werther y Ogada, 1999). Por otro lado, hay que tener en cuenta la posible presencia de
metales pesados y contaminantes organicos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) en este residuo antes de aplicarlo al suelo. Ademas, la pirolizacién de biosdlidos va a
producir cambios en las caracteristicas fisico-quimicas de los mismos, modificando su potencial
agronémico y sus posibles efectos nocivos. Estos cambios deben estudiarse para poder
determinar cuales son las condiciones de pirdlisis que permiten obtener un biosélido pirolizado con
las propiedades fisico-quimicas mas adecuadas para su uso como enmienda organica en
agricultura. Por tanto, el objetivo de este trabajo es estudiar los cambios ocurridos tras la pirolisis
de biosolidos, bajo diferentes condiciones de tiempo y temperatura, en relacion a sus propiedades
agronomicas (contenido en materia organica, pH, nutrientes y contaminantes organicos) asi como
evaluar el efecto de su uso como enmienda organica en un Cambisol tipico del area mediterranea
mediante un experimento de invernadero con Lolium perenne.

2. Material y Métodos

2.1 Biosodlido

El biosélido usado en este estudio es un lodo secundario procedente de un sistema de
aireacion prolongada, que posteriormente se ha acumulado en un espesador para reducir el
contenido de agua. El material procede de la Fundacion Centro de las Nuevas Tecnologias del
Agua (CENTA) que depura las aguas de Carrion de los céspedes, una localidad de 3000
habitantes. El biosélido recolectado se secé a temperatura ambiente y se homogeneizd antes de
comenzar con los experimentos.

2.2 Pirolisis

La pirolizacion del biosélido se llevé a cabo en el Leibniz-Institut fir Agrartechnik Potsdam-
Bornim e.V.,Alemania). Parte del biosélido recolectado se pirolizé mediante pirélisis humeda (PirH)
en un reactor de 1 L de capacidad (Parr reactor series 452, IL, USA) provisto de una resistencia
externa y sensores internos para medir la presién y la temperatura. Se aplicaron dos tiempos de
residencia (30 min y 1 h) y dos temperaturas (200 y 260°C). Para cada temperatura y tiempo, 250
gramos de biosélido seco se mezclaron con 450 g de agua destilada. Durante la pirdlisis se agit6
la mezcla a una velocidad constante de 90 rpm. Una vez concluido el tiempo de pirdlisis se dejé
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enfriar el reactor 15 horas y posteriormente se filtr6 la mezcla y se sec6 el biosélido pirolizado
obtenido a 60°C durante 48h. También se pirolizé otra parte del biosélido mediante pir6lisis seca
(PirS) en un horno vertical de ceramica a 6001 /C durante 1 hora.

2.3 Caracterizacion de los materiales producidos

La determinacion del contenido total de C y N se realiz6 usando un analizador elemental
modelo Elementar Vario EL microanalyzer (Elementar Analysen systeme GmbH, Hanau,
Germany). El contenido de materia organica se determin6é con se indica en la norma A5TM D
2974-8. El pH se midi6 en agua destilada, usando un ratio muestra:agua de 1:10. La extraccion y
determinacién de los hidrocarburos aromaticos policicliclos (HAPs) se realizé6 como se describe en
De la Rosa y col., 2016.

2.4 Experimento de incubacion en invernadero

Los biosélidos pirolizados (pirobiosélidos) obtenidos y el biosélido sin tratar se aplicaron como
enmienda organica en un Cambisol célcico tipico del area Mediterranea. Se prepararon macetas
con 150 gramos de suelo y una cantidad de enmienda equivalente a 5y 25t ha. Se prepararon 4
réplicas para cada tratamiento y dosis. También se prepararon macetas control, sin adicion de
enmienda (n=4). En cada maceta se sembraron 25 semillas de Lolium perenne y se anadié agua
para ajustar la humedad del suelo a un 60% de la capacidad de campo. Las macetas se
trasladaron a un invernadero durante 80 dias. La cantidad de agua afadida durante los 80 dias
fue de 166 L m? que es equivalente a 760 L m™ por afio. Los parametros evaluados durante el
experimento fueron la tasa de germinacion y supervivencia, contando el nimero de plantas vivas
periddicamente, y la produccién de biomasa, cortando, secando y pesando las hojas producidas
cada 15 dias. Para el andlisis estadistico se us6 el programa SPSS version 17.0 (SPSS, Chicago,
IL, USA). Se aplicé el test no-paramétrico Kolmogorov-Smirnov para estudiar la normalidad de los
datos obtenidos en relacion al nimero de plantas activas y la produccion de biomasa. Dado que
las dos variables fueron no normales se usé el test U de Mann-Whitney para evaluar las
diferencias entre los diferentes tratamientos (P< 0.05).

3. Resultados y Discusion.

3.1 Caracterizacion

El biosélido sin tratar contiene un 44% de materia organica (MO). Este parametro, al igual que
el contenido de carbono (C), disminuyé tras la PirH en mayor grado conforme se aument6 el
tiempo y la temperatura. Sin embargo, la mayor pérdida de MO y de porcentaje de C se observd
con el tratamiento de PirS (18,1 % de MO; 16,8 % de C). En relacién al pH, la PirH disminuyé el
pH del BS desde 7,5 hasta 6,2 (PirH_200_0.5). La PirS, sin embargo, aumentd el pH del biosélido
hasta 10,0.

La pérdida de nitrégeno (N) tras ambos tipos de pirdlisis fue mayor que la de C. La cantidad de
NH,", NO, y NO3 aumenté en todos los casos tras la PirH, sugiriendo un potencial fertilizante.
Durante la PirS, sin embargo, se perdié todo el NO, y NOj, y también la mayor parte del NH,*. El
aumento de amonio durante la pirélisis hUmeda esta en consonancia con los resultados obtenidos
por otros autores (Sohn y Ho, 1995). Por otro lado, la disponibilidad de P disminuyé tras la PirH,
para todas las condiciones de temperatura y tiempo, mientras que este parametro aumenté mas
del doble tras la PirS.
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Tabla 1. Caracterizacion del biosélido sin tratar y de los pirobiosélidos

Muestra 0'\:':::'; pH C N NHeN NO-N NOsN PO,P ZL?L\ESZA

% PS' (%) (%) mgkg' mgkg' mgkg' mgkg' pgkg’
BS 448 75 245 32 1225 0,04 0,57 338 14976
PirH_200_0.5 36,9 6,7 23,3 25 5421 0,76 1,26 177 15197
PirH_200_3 353 62 233 24 3410 036 044 232 23337
PirH 260 05 320 63 225 20 2389 009 047 349 24374
PirH_260_3 290 64 224 19 2564 0,04 - 305 29215
PirS_600_1 181 10,0 168 16 0,3 - - 733 11386

*1PS: peso seco
*2 HAPs (Hidrocarburos aromaticos policiclicos): NAP, ANY, ANA, FLU, PHE, ANT, FLT, PYR, BaA,
CHR, BbF, BaP, IPY.

En cuanto a los HAPs, su contenido total es relativamente elevado (De la Rosa y col., 2016) y
se incrementa con el tiempo de reaccion en la PirH. Bajo las condiciones de este ensayo, la PirS
ha sido mas favorable para reducir la presencia de estos contaminantes persistentes,
probablemente debido a que la mayor temperatura de pirdlisis permite la descomposicion de los
HAPs mas volatiles.

3.2 Experimento de incubacion en invernadero

En relacion al experimento de incubacion en invernadero, se observo una disminucion en la
tasa de germinaciéon en las macetas enmendadas con los biosélidos sometidos a PirH, mientras
que aquellas enmendadas con el biosélido tratado con PirS presentaron una tasa de germinacion
igual al control. Este hecho puede deberse a un efecto téxico de los HAPs (Tabla 1). Sin embargo,
a pesar de la disminucién en la tasa de germinacion, la PirH produjo una mayor produccién de
biomasa por maceta que la PirS, siendo los biosélidos tratados a 200°C los que presentaron
mejores resultados, independientemente del tiempo de residencia. Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas en funcién de la dosis aplicada.
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Figura 1. Produccion total de biomasa vegetal para cada tratamiento al final del experimento de incubacion.
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4. Conclusiones.

Los pirobiosélidos resultantes de la pir6lisis himeda (PirH) presentaron un mayor contenido en
MO, un menor pH y un mayor contenido de nitrégeno biodisponible que el material tratado con
PirS. Sin embargo la presencia de HAPs se increment6 durante la pirdlisis en via humeda. La PirH
a 20001C, independientemente del tiempo de residencia, parece ser el tratamiento mas adecuado
para el crecimiento de Lolium perenne. Siendo conscientes de que este estudio se trata de un
ensayo a corto plazo en invernadero y por tanto que no es posible extrapolar de una manera
directa estos resultados a las condiciones de campo. En cualquier caso, considerando que los
suelos agricolas de la regién Mediterranea son generalmente neutros o alcalinos, en muchos
casos pobres en nutrientes y con un bajo contenido de MO, los resultados de este estudio indican
que la PirH seria mas recomendable que la PirS.
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PRODUCTORES DE CELULASAS
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Resumen: El estudio de los microorganismos asociados al compostaje, ademas de contribuir a un mayor
conocimiento del proceso, permite caracterizar nuevos microorganismos Utiles para mejorar el compostaje y
para ser aplicados en procedimientos biotecnolégicos. En este trabajo se investigd la presencia de
microorganismos productores de celulasas durante el compostaje de restos vegetales y se cuantificé la
producciéon de la enzima para seleccionar las cepas con mayor potencial de aplicacién en industrias
alimentaria, textil, papelera, agricola y bioenergética. Para determinar la presencia de microorganismos
celuloliticos durante el compostaje se empleé una coleccion de 1457 cepas aisladas a partir de un proceso
de compostaje de restos vegetales. En dichos aislados se analiz6 la expresion de actividad celulasa y, en
las cepas celuloliticas, se cuantifico la produccion de la enzima. Los microorganismos celuloliticos
estuvieron presentes principalmente en la fase bio-oxidativa, e incluyeron 55 cepas pertenecientes a 25
especies (23 hongos y 2 bacterias). La produccion de celulasa alcanzé un maximo de 3,67 pug mL™ min™.
Los microorganismos de interés biotecnoldgico de acuerdo con su produccion de celulasa fueron Penicillium
spinulosum 4268, Galactomyces candidum 4278 y Fusarium equiseti 4439 y los hongos termofilos
Aspergillus fumigatus 5731 y Thermomyces lanuginosus 5722, por sus posibles enzimas termoestables.

Palabras clave: Celuloliticos, Bacillus, Aspergillus, Thermomyces.

1. Introduccidén

Las celulasas son complejos enizmaticos que escinden enlaces glucosidicos de la celulosa,
principal componente de la pared celular en las plantas. Esta actividad es decisiva en ambientes
como la pila de compost de restos vegetales, en la que los microorganismos productores juegan un
papel clave en la transformacion de la materia organica (Jurado y col., 2014). Adicionalmente, estas
enzimas tienen gran potencial biotecnologico en varias industrias, entre las que se incluyen la
alimentaria, la cervecera y vinicola, la agricola, la papelera y textil, la de detergentes y, mas
recientemente y con gran auge, la de los biocombustibles (Schneider y col., 2012). Por tanto, el
conocimiento de las actividades de estos microorganismos durante el compostaje, asi como la
busqueda de microorganismos celuloliticos tiene una relevancia notable, tanto para la mejora del
proceso, como por las multiples aplicaciones que las celulasas presentan. De acuerdo con ello, €l
compostaje puede contemplarse, ademas de como un proceso de aprovechamiento de la materia
organica, como una fuente de microorganismos de interés para su aplicacion en procedimientos
biotecnolégicos.

El objetivo principal de este trabajo de investigacion fue determinar la idoneidad del ecosistema
pila de compost como fuente de microorganismos productores de celulasas, asi como establecer
la fase mas adecuada para su aislamiento, y seleccionar e identificar microorganismos
productores de celulasas, de acuerdo con su capacidad para producir las enzimas.
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2. Material y Métodos
2.1. Aislamiento e identificacion de microorganismos celuloliticos

El aislamiento de los microorganismos celuloliticos se realizd a partir de material vegetal
(restos de plantas de tomate y astillas de pino, 1:1, p/p) sometido a compostaje en pilas
trapezoidales (1,5 m x 3 m x 1 m; ancho, largo, alto). Las pilas se sometieron a aireacion forzada y
volteos durante la fase bio-oxidativa (42 dias) y a enfriamiento y maduracién durante 147 dias. En
las distintas fases criticas del proceso se tomaron un total de 19 muestras representativas (9
puntos de muestreo), incluyendo: materias primas (MPR), meséfilas en ascenso (MESA) vy
descenso (MESD), termdfilas (TER), enfriamiento (MES), maduracion (MAD) y producto final
(PRF). Las muestras se procesaron en fresco segin método descrito por Jurado y col. (2014) para
el recuento de colonias por morfotipos singulares, empleando 6 protocolos segun el grupo
microbiano y termofilia: bacterias (BM, BT), actinobacterias (AM, AT), y hongos (HM y HT)
mesdfilos y termofilos, respectivamente. Las placas de recuento se emplearon para el posterior
aislamiento de morfotipos de cada programa. En cada uno de los aislados, catalogados segun
fase del compostaje, grupo microbiano y termofilia, se analizé la actividad celulolitica mediante
deteccion de decoloraciéon alrededor de colonias cultivadas en medio sélido con 0,5% de celulosa
adicionada de 0,005% Anilina Blue-Black (Kauri y Kushner, 1988). Las cepas que mostraron
actividad celulolitica fueron identificadas mediante secuenciacién del gen 16S ADNr (27F/1492R)
en bacterias, y la region 5.8S-ITS (ITS1/ITS4) en hongos. Las secuencias fueron comparadas en
la base de datos BLAST del NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

2.2. Produccion de celulasa

Para cuantificar la produccién enzimatica, las cepas celuloliticas fueron cultivadas en medios
liquidos con carboximetilcelulosa (CMC) al 1% como Unica fuente de carbono, suplementado con
extracto de levadura 10 gL' y Sales de Janshekar 1:10 (v/v) (Janshekar y col., 1982). Tras
incubacion durante 7 dias a 30 °C (mesofilos) o 50 °C (termdfilos), el extracto acelular obtenido
mediante centrifugacion (4 °C/10.000 rpm/10 min) se utiliz6 para medir la actividad celulasa
(250uL) empleando como sustrato una solucion (250uL) al 1% de CMC (pH 5). La reaccion
enzimatica se desarrollé a 40 [1C o 50 [1C (mesdfilos o termdfilos) en agitacion durante 2h. La
glucosa liberada se cuantificd espectrofotométricamente mediante el reactivo DNS (Miller, 1959).
Una unidad de actividad celulasa (U) se define como cantidad de enzima capaz de liberar 1 pg de
glucosa por minuto en las condiciones de reaccion. Los resultados se expresaron en U por mL de
medio de cultivo (U mL™).

3. Resultados y Discusion

El analisis de actividad celulolitica en todas las cepas aisladas (1457), junto con el recuento
independiente por morfotipos singulares permitié cuantificar la proporcién de microorganismos con
dicha actividad respecto al total de poblacion microbiana en cada uno de los programas de
recuento (BM, BT, AM, AT, HM y HT). En la Figura 1 se muestran los resultados de este analisis
junto con el perfil térmico obtenido en el proceso. Solo se detecté actividad celulolitica en
bacterias meséfilas (BM), hongos terméfilos (HT) y mesofilos (HM). Estos udltimos estuvieron
presentes practicamente en todas las muestras analizadas, constituyendo entre un 2 y un 30% del
total de la poblaciéon de HM, y con una marcada abundancia en la fase bio-oxidativa. Las bacterias
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mesdfilas se detectaron en dos muestras (MESD1 y TER2A); mientras que los hongos termofilos
solo estuvieron presentes en la fase de maduracién, pero con un claro predominio al inicio de la
fase (MAD1), contabilizando mas del 40% de la poblacién de HT.
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Figura 1. Abundancia relativa (%) de microorganismos celuloliticos respecto al total de poblacion
microbiana en cada programa de recuento. Se muestra la temperatura de la pila (linea punteada).

Las cepas celuloliticas incluyeron 55 morfotipos singulares cuyo andlisis de secuencias reveld
que pertenecian a 25 especies Unicas, incluyendo dos bacterias (Pseudomonas stutzeriy Bacillus
subtilis), 21 hongos mesdfilos (tres de ellos sin identificar), con predominio de especies del género
Fusarium y 2 hongos termofilos, de los géneros Thermomyces y Aspergillus (Tabla 1). Los
representantes de estos géneros han sido previamente descritos como celuloliticos (Wilson,
2011).
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Tabla 1. Identificacion de los aislados celuloliticos

Id Cepa Identidad % Similitud N2 acceso
Bacterias
2196 Pseudomonas stutzeri 100 KC894856.1
2265 Bacillus subtilis 100 KJ920929.1
Hongos mesdfilos
4197 Alternaria brassicae 99 HQ674659.1
4268 Penicillium spinulosum 99 KF646101.1
4278 Galactomyces candidum 99 KJ817904.1
4303 No identificada
4305 Rhodotorula glutinis 99 FJ345357.1
4316 Pyrenochaeta sp. 99 EU750693.1
4331 Nakazawaea holstii 100 AB449811.1
4360 Fusarium domesticum 96 JQ434584.1
4415 Fusarium brochygibbosun 99 KJ541487 .1
4437 Gibellulopsis nigrescens 99 HEQ972037.1
4439 Fusarium equiseti 98 HQ332532.1

4473 No identificada
4482 No identificada

4496 Emericella rugulosa 99 EU289912.1
4521 Pyrenochaeta unguis-hominis 99 JX966641.1
4535 Fusarium oxysporum 99 GU566301.1
4615 Scopulariopsis brevicaulis 99 EU436681.1
4674 Plectosphaerella cucumerina 99 AB469880.1
4779 Stemphylium solani 99 KJ957784.1
4993 Fusarium delphinoides 99 KJ690090.1
5089 Scedosporium prolificans 99 FJ713089.1
Hongos terméfilos
5722 Thermomyces lanuginosus 99 AB85929.1
5731 Aspergillus fumigatus 98 JQ946408.1

La produccion de celulasa por las cepas celuloliticas identificadas (Tabla 1) se muestra en la
Figura 2. En general, las bacterias (cepas 2196 y 2265) y los hongos termdfilos (cepas 5722 y
5731) produjeron mucha menor cantidad de enzima que los hongos mesdéfilos. Entre estos ultimos
destacaron por sus niveles de produccién (superior a 2 U mL™") Alternaria brassicae 4197,
Penicillium spinulosum 4268, Galactomyces candidum 4278, Rhodotorula glutinis 4305, Fusarium
oxysporum 4535 y Fusarium equiseti 4439, siendo este Ultimo el mejor productor con un maximo
de 3,67 U mL™. Por otra parte, los hongos terméfilos evaluados, Aspergillus fumigatus 5731 y
Thermomyces lanuginosus 5722, aunque no fueron buenos productores, merecen especial
atencion por las potencialidades que pueden ofrecer sus enzimas termoestables. En general los
niveles de produccion obtenidos son inferiores a los descritos por otros autores (Visser y col.,
2013). No obstante, debe tenerse en cuenta que este estudio constituye un rastreo preliminar para
la seleccién de cepas, para lo cual se han fijado unas condiciones estandar tanto de produccion
como de reaccién enzimatica. Por ello, es necesario realizar estudios posteriores orientados a
establecer las condiciones idéneas para la produccién de enzima asi como para su actividad de
cara a sus posibles aplicaciones biotecnolégicas.
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Figura 2. Produccion de celulasa por bacterias y hongos celuloliticos aislados a partir de material vegetal
sometido a compostaje. Los resultados son la media de tres repeticiones (n=3) y las barras de error indican
la desviacion estandar.

4. Conclusiones

La pila de compostaje de material vegetal constituye un ecosistema idéneo para el desarrollo y
aislamiento de microorganismos celuloliticos, sobre todo en la fase bio-oxidativa, estando
dominada principalmente por hongos mesofilos. Las bacterias celuloliticas de este ambiente
pertenecen a los géneros Pseudomonas y Bacillus mientras que los hongos incluyen
representantes de diversos géneros con predominio de especies de los géneros Aspergillus y
Fusarium. Varias cepas mesofilas y termdfilas, principalmente hongos, producen celulasas en
condiciones de laboratorio en unos niveles idéneos para su potencial aplicacién biotecnoldgica.
Dos de estos hongos son termdfilos, por lo que sus enzimas podrian ser mas robustas,
termoestables y con mayor eficiencia catalitica, lo que les confiere un especial interés.
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Resumen: Los lodos de estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) pueden ser utilizados como
fuente de materia organica en la obtenciéon de compost. Sin embargo, suelen contener altos niveles de
metales pesados lo que produce problemas en el proceso biolégico de compostaje. Las zeolitas naturales y
sintéticas han sido utilizadas para resolver numerosos problemas ambientales debido a su capacidad de
intercambio cationico. Por un lado, se han utilizado en la eliminacién de metales, generalmente en aguas
residuales y, por otro, como agente para mejorar la eficiencia del abonado del suelo, debido a su capacidad
para retener amonio, el cual puede ser liberado posteriormente. Debido a estas propiedades, se han
utilizado en este trabajo zeolitas sintetizadas a partir de cenizas volantes de la combustion de carb6n (CV-
Z), lo que supone, ademas, un beneficio ambiental ya que se consigue valorizar un residuo de centrales
térmicas. El objetivo principal ha sido determinar la influencia de la adicion de CV-Z, a lodos de EDAR, poda
de ciprés (material estructurante) y cascara de naranja, en un proceso de compostaje en reactores cerrados
y aislados. Para ello se ha llevado a cabo el seguimiento de los parametros de control y de calidad del
producto (Aireacion, Temperatura, Humedad, Conductividad Eléctrica, Materia Organica Total, relacién C/N
y Concentracién de metales). Los resultados indicaron que la adicion de residuo de citricos mejoré la
estabilidad del pH durante el proceso. Mientras que la incorporacién de CV-Z produjo una reduccion en la
disponibilidad de Cu, Pb y Zn en el producto final.

Palabras clave: Compost, metales, zeolitas sintéticas.

1. Introduccion.

En las ultimas décadas, la produccién de lodos en las estaciones depuradoras ha incrementado
significativamente debido, principalmente, al desarrollo demografico que ha sufrido nuestro pais, a
la legislacién ambiental actual y a las mejoras tecnolégicas en la depuracion de aguas residuales.
La Directiva 91/271/CEE sobre el tratamiento de aguas residuales urbanas obliga a los estados
miembros a que sus aguas residuales urbanas sean objeto de un tratamiento de depuracion
biolégico antes de su vertido a cauces naturales. Este hecho provocé que desde 1990 la
produccién de lodos aumentara de manera significativa a causa de la construccién de nuevas
estaciones depuradoras con un sistema de depuracion secundario para cumplir con la normativa
vigente. Estas importantes cantidades de lodos producidos, junto con la variabilidad de
alternativas para su destino final, obligan a plantear la dificil gestion de estos residuos como un
reto tecnologico.

Entre las principales alternativas para la gestion de lodos de depuradora destacan: el uso
agrario de lodos tratados, la valorizacion energética y el depésito en vertederos controlados,
dispuestas en orden de prioridad segun la Ley 22/2011, de residuos y suelos contaminados. La
aplicacién de lodos tratados en la agricultura supone un remedio eficaz para la pérdida de materia
organica que sufren los suelos del area mediterranea, que han conducido a las tasas de
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degradacion y erosion mas altas de Europa. Entre los distintos tratamientos aplicados a los lodos,
el compostaje es el Unico que consigue producir un material con importantes beneficios en la
agricultura.

El compostaje es un proceso de descomposicion bioldgico aerobio de materiales
biodegradables. En este proceso los microorganismos son los encargados de degradar la materia
organica en presencia de oxigeno para producir diéxido de carbono, agua y energia en forma de
calor, alcanzandose altas temperaturas a lo largo del proceso (Arcos y col., 2008). El producto
obtenido, denominado compost, es un material totalmente estabilizado y libre de agentes
patégenos semejante al humus, con un contenido suficiente de nutrientes para su aplicacion al
suelo.

Sin embargo, los lodos presentan grandes cantidades de metales pesados, lo que supone un
problema de toxicidad para la mayoria de los procesos bioquimicos de los organismos vivos (Dios,
2008). La movilidad es el factor mas importante para gestionar la peligrosidad de estos elementos,
que depende de las caracteristicas del suelo, el pH, la humedad y la temperatura. De modo que el
efecto contaminante de los metales puede ser doble, por un lado la presencia de agentes
solubilizantes en el suelo, y por otro, el exceso de cantidades perjudiciales de metales pesados en
los lodos de depuradora (Delgado, 2012). El producto final del compostaje directo de lodos de
EDAR no es aplicable en agricultura debido a la alta concentracién de metales, superior al
permitido por la legislacién (RD 506/2013).

Las zeolitas naturales han sido utilizadas en multitud de ocasiones para la eliminacién de
metales pesados y otras sustancias toxicas en la depuracion de aguas residuales y, desde hace
poco tiempo, también en el compostaje. Su estructura porosa y su gran capacidad de intercambio
cationico contribuye a reducir la biodisponibilidad de metales pesados en el suelo. Las zeolitas
estan constituidas por aluminosilicatos de estructura cristalina, con una composicion similar a la
que presentan las cenizas volantes de la combustién del carbén, por lo que pueden ser utilizadas
facilmente como precursores para la sintesis de zeolitas, constituyendo una oportunidad de
valorizacién de un residuo procedente de las centrales térmicas de carbdn (Moreno, 2001).

El objetivo principal de este trabajo ha sido mejorar el proceso de compostaje de lodos de
EDAR, asi como la calidad del producto final para adaptarla a la normativa vigente. Para ello se ha
reducido la biodisponibilidad de metales pesados a lo largo del proceso, mediante la incorporacion
de zeolitas sintetizadas a partir de cenizas volantes en distintas proporciones. Otro objetivo ha
sido determinar el efecto de la dosificacion de zeolitas y mostrar las posibles sinergias con otras
materias primas.

2. Material y Métodos.

Las materias primas utilizadas han sido las siguientes: Lodos de la EDAR de Tablada (Sevilla),
zeolitas sintetizadas a partir de cenizas volantes (CV-Z) de la central térmica de Narcea, residuos
de poda de ciprés, cascaras de naranja y compost maduro.

Para la correcta formacién de las mezclas es necesario llevar a cabo el acondicionamiento de
materias primas (troceado y tamizado con luz de malla de 40 mm), el mezclado y el ajuste de
humedad y pH, previo al llenado de los reactores.

Los reactores cilindricos utilizados de PVC, tienen una capacidad de 7 L. Para el correcto
funcionamiento del proceso de compostaje, los reactores fueron perforados en la parte inferior y
fueron aislados térmicamente con lana de roca Rockwool.

Se realiz6 una matriz de ensayos de 12 reactores con distintas proporciones de materias
primas. Cada reactor se llen6 con 3 kg de mezcla. El contenido en lodo de EDAR y de compost
maduro fue constante en todos los reactores 50% p/p y 10% p/p, respectivamente. Las
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proporciones de cascara de naranja y CV-Z fueron 0%, 5% y 15% p/p. Mientras que a cantidad
restante hasta completar el 100% se realiz6 con poda de ciprés 20%, 25%, 30%, 35% p/p.

Durante el proceso se controlaron los pardmetros operacionales: La temperatura (se midié
diariamente), la humedad (cada dos semanas) se determiné por gravimetria tras secado a 103 °C,
el control de pH y la conductividad eléctrica (CE) (se determinaron cada dos semanas) con un pH-
metro y un conductivimetro, respectivamente.

Por otro lado, la determinacion de las caracteristicas del compost y su madurez se realizé
mediante la determinacién de parametros de calidad de muestras tomadas al azar al inicio, al final
y en un periodo intermedio. El contenido en materia organica total se determin6 mediante la
calcinacion a 540 °C de 2-3 g de muestra. El contenido en carbono y nitrogeno total fue
determinado mediante un analizador LECO CHN-600, previamente calibrado con el patron EDTA
AR, donde las muestras se calcinaron a 950 °C durante 5 min, obteniéndose su porcentaje en
masa de Carbono y Nitrégeno.

Para el anadlisis de la cantidad de metales pesados (Cd, Cu, Ni, Zn, Hg, Cr) se realizé una
extraccion de elementos solubles en solucién (HCI-HNO3) en proporcion 3:1 y se mididé con un
equipo ICP-OES AGILENT 5100.

3. Resultados y Discusion.

Las composiciones de materias primas, se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacién de las materias primas.

Poda de Cascaras
Lodo L de Compost Cv-Z
ciprés )
naranja
Cadmio (mg kg™ 1,69 0,00 0,19 0,77 1,29
Cobre (mg kg™ 320,99 11,12 24,08 59,66 68,38
Niguel (mg kg™ 23,34 0,42 7,40 31,17 43,14
Plomo (mg kg™ 145,48 2,00 4,99 26,78 21,35
Cinc (mg kg™ 1336,17 20,93 90,73 159,73 90,33
Mercurio (mg kg'1) <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 <5,00
Cromo (mg kg™) 47,42 3,10 6,46 70,28 78,47
Materia organica (%) 59,1 93,4 85,2 48,8 -
C Total (%) 34,4 54,3 49,5 28,4 -
N Total (%) 4,9 1 2,2 1,3 -
Humedad (%) 74,2 12,6 77,6 53,5 9,9
pH 8,08 5,45 3,96 8,14 10,45
CE (mScm™) 2,57 0,23 1,10 0,36 5,64

En este trabajo se muestran los resultados del grupo de 4 reactores con una composicion de
naranja del (5%) debido a que fueron los reactores que presentaron mejores caracteristicas y
mayor grado de madurez. Las proporciones de CV-Z y de ciprés, asi como la concentracion inicial
y final de metales pesados en los reactores 1 a 4 se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Concentracién de metales pesados en los reactores (R).

R CV-Z ciprés Cd Cu Ni Pb Zn Hg Cr
% mg kg mgkg' mgkg' mgkg' mgkg' mgkg' mgkg’
2 F° | F | F | F | F | F | F
1 0 35 05 0,79 163 187 14 39 72 81 670 751 <5 <5 37 93
2 5 30 06 085 151 166 19 73 62 69 591 641 <5 <5 43 167
3 10 25 0,56 1,18 121 154 20 42 52 61 480 539 <5 <5 41 65
4 15 20 1,34 1,09 123 136 30 35 55 52 431 491 <5 <5 59 61

21: Inicio del proceso de compostaje. © F: Final del proceso de compostaje.

Se observa una disminucién de la biodisponibilidad de Cu, Pb y Zn a medida que aumenta la
concentracion de CV-Z. La diferencia entre las concentraciones iniciales y finales es debida a la
descomposicion y mineralizaciéon de la materia organica. Con respecto al lodo de EDAR, todas las
mezclas iniciales presentaron niveles mas bajos de metales, excepto el Ni y Cr en el reactor 4,
debido probablemente al aporte de la CV-Z. Estos resultados coinciden parcialmente con los de
otros autores que compararon la inmovilizaciéon de metales por parte de las zeolitas naturales y las
cenizas volantes de carbon durante el compostaje de lodos de depuradora, mostrando que, salvo
en el caso de Ni, todos los metales sufrian una reduccion de su movilidad (Chiang y col., 2007).

La evolucion de los parametros de control (temperatura, humedad, pH y CE) a lo largo del
tiempo se muestra en la Figura 1. La temperatura ascendié al inicio del proceso a causa de la
actividad microbiolégica, lo que fue acompanado de un descenso de la humedad, obteniéndose
estabilidad a partir de la cuarta semana.

El pH, condicionado por la alcalinidad de CV-Z, aument6 en las 4 primeras semanas, sin
sobrepasar en ningun caso el valor de 8. La CE aumentd a lo largo del proceso a causa de la
mineralizacion de la materia organica, alcanzando valores mas altos los reactores con mayor
contenido en CV-Z.
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4. Conclusiones.

— La adicién de CV-Z ha propiciado que, en la mayoria de los casos, los parametros de
humedad y pH se sitien mas cercanos a los valores 6ptimos. También propicia un mayor
aumento de la CE, generando un compost con una salinidad ligeramente elevada.

— El residuo de naranja en un 5% mejora las caracteristicas y el grado de madurez del
compost por su caracter neutralizador del pH en el caso de los reactores con CV-Z,
situandolo préximo al pH éptimo de 7,5.

— Ademas de la reduccion de la biodisponibilidad de Cu, Pb y Zn, ninguno de los compost
obtenidos se encuentra fuera de los limites maximos recogidos en el RD 506/2013 sobre
Productos Fertilizantes.
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MICROORGANISMOS LIGNINOLITICOS DEL PROCESO DE
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Resumen: La biodegradacion de la lignina es una actividad clave durante el compostaje debido a su
implicacién en el proceso de humificacion y en la liberacion de nutrientes para los microorganismos. Este
polimero se une covalentemente a la hemicelulosa y la celulosa dificultando su biodegradacién, y por ello,
constituye una etapa limitante del compostaje. Su biodegradacion requiere de un sistema enzimatico en el
que intervienen varias enzimas: lignina peroxidasa (LiP), lacasa, manganeso peroxidasa (MnP). En este
trabajo se investigd la produccién de ligninasas por parte de una coleccién de 1457 aislados obtenidos a
partir de material vegetal sometido a compostaje. En una primera fase se seleccionaron cepas con
capacidad para expresar dicha actividad, la cual fue cuantificada posteriormente. Actualmente no existe una
prueba cualitativa Unica que permita discriminar la actividad ligninolitica de forma concluyente. Por ello, para
la fase preliminar se aplicaron 7 pruebas cualitativas relacionadas con el metabolismo de la lignina. De
acuerdo con ello se seleccionaron 49 cepas (4 bacterias y 45 hongos) en las que se cuantificé la produccién
de tres enzimas ligninoliticas: lacasa, LiP y MnP. Rhodotorula glutinis 4305 resulté la cepa mas eficiente
para la producciéon de lacasa y LiP, mientras que Galactomyces geotrichum 4210 fue la maxima productora
de MnP. Como consecuencia de estos andlisis se han detectado diversas cepas que pueden resultar de
interés para la mejora del proceso de compostaje y para otras aplicaciones biotecnolégicas.

Palabras clave: Lacasa, lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa, lignina
1. Introduccion

La lignina es un polimero insoluble e irregular constituido por unidades derivadas del
fenilpropano enlazadas al azar, debido a lo cual, su biodegradacién requiere de un complejo
sistema enzimatico inespecifico. El sistema ligninolitico mas conocido es el de los hongos de la
podredumbre blanca de la madera, que implica la intervenciéon de varias enzimas: lignina
peroxidasa (LiP), lacasa, manganeso peroxidasa (MnP) y oxidasas productoras de hidrogeno
(Pollegioni y col., 2015). Estas funcionalidades deben estar presentes en los microorganismos
asociados al proceso de compostaje de materiales vegetales, ya que dicho polimero es uno de los
principales constituyentes de los tejidos vegetales (lignocelulosa). La biodegradacion de la lignina
es una actividad clave durante el compostaje debido a su implicacién en el proceso de
humificacion y en la liberacién de nutrientes para los microorganismos. Este polimero reduce la
biodisponibilidad de otros constituyentes de la lignocelulosa, ya que se une covalentemente a los
carbohidratos que la componen (hemicelulosa y celulosa) dificultando su biodegradacion y por
ello, constituye una etapa limitante del compostaje (Lopez y col., 2006). Por otra parte, se
reconoce que la formacion de la fraccién poliaromatica de las sustancias humicas esta asociada a
la degradacién de la lignina (Tuomela y col., 2000). De acuerdo con lo expuesto, las actividades
de los microorganismos ligninoliticos pueden considerarse importantes indices de biodegradacion
durante el compostaje y por ello, aportan una valiosa informacién sobre el desarrollo del mismo.

Por otra parte, los microorganismos ligninoliticos y sus enzimas tienen capacidad para
degradar otros compuestos recalcitrantes ademés de la lignina, tales como los colorantes
sintéticos o pesticidas. Por este motivo, cabe considerar su posible aplicacién en procesos de
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biorremediacion. Adicionalmente, estos microorganismos y sus enzimas encuentran aplicaciones
en biorefineria para la conversion de residuos lignocelulésicos en biocombustibles, productos
quimicos y nuevos materiales (ej. plasticos), asi como en otras aplicaciones tales como
clarificacion de vinos y zumos, tratamiento de aguas residuales, tefiido denim, diversos
bioensayos y biosensores (Beckham y col., 2016). Por tanto, el interés de estos microorganismos
va mas alla de su aportacion al proceso de compostaje, por lo que resulta novedoso aportar
nuevos recursos biolégicos al pool de microorganismos con tales actividades actualmente
conocidos. En este sentido, el material vegetal sometido a compostaje constituye una valiosa
fuente de tales recursos.

En este trabajo se investigaron las capacidades relacionadas con el metabolismo de la lignina
de una coleccién de microorganismos asociados al compostaje de restos vegetales, al objeto de
seleccionar las cepas ligninoliticas mas adecuadas de acuerdo con su produccién de ligninasas
para su potencial aplicacién en el propio proceso de compostaje y en biotecnologia.

2. Material y Métodos

2.1. Coleccion de aislados del proceso de compostaje
Para la realizacion de este trabajo se empled una coleccién de 284 actinobacterias, 910
bacterias y 263 hongos aislados a partir de material vegetal (restos de plantas de tomate y astillas
de pino en proporcién 1:1 p/p) sometido a compostaje. Todos estos microorganismos fueron
aislados en las distintas fases criticas del proceso (materias primas, mesoéfila, termdfila,
enfriamiento, maduracién y producto final) e identificados por técnicas moleculares en estudios
previos (Jurado y col., 2014).

2.2. Seleccion de cepas ligninoliticas
Para la seleccién de los microorganismos con actividad ligninolitica, a cada uno de los aislados
se aplicaron 7 pruebas cualitativas relacionadas con el metabolismo de la lignina: Test de
Sundman o fenoloxidasa-Fen, Polifenoloxidasa-Pol; Lacasa 1-Lac 1; Lacasa 2-Lac 2; Oxidasa-Oxi;
Tirosinasa-Tir y Peroxidasa-Per. Estos ensayos se realizaron en medios sélidos selectivos en
placa de acuerdo con la metodologia descrita por Guisado y col. (2012).

2.3. Produccion de ligninasas

En la coleccién de microorganismos ligninoliticos seleccionados se cuantificd la produccion de
tres enzimas ligninoliticas: lacasa (Lac), Lignina Peroxidasa (LiP) y Manganeso Peroxidasa (MnP).
Para ello, las cepas se cultivaron en el medio liquido de Kirk y col. (1986) durante 7 dias. La
produccion de las enzimas se analiz6 en los sobrenadantes obtenidos tras centrifugacion
(13,000g/5min/4 °C). Lignina peroxidasa se determiné mediante la oxidacion dependiente de
peroxido de alcohol veratrilico (2 mM) a veratraldehido en 25 mM tampén tartrato (pH 2,5) con 0,4
mM H,O, (Orth y col., 1993). Manganeso peroxidasa se ensayé mediante oxidaciéon de Mn** a
Mn®* y la formacién del complejo Mn*—tartrato a partir de 0,9 mM MnSO, en 100 mM tampén
tartrato (pH 5) con 0,1 mM H,O, (Camarero y col., 1999). Lacasa se analizé6 monitorizando la
oxidacién de 0,02 mM siringaldazina en 100 mM tampén citrato-fosfato (pH 4,2) segin método
modificado de Fakoussa y Frost (1999).

3. Resultados y Discusion

Actualmente no existe una prueba cualitativa Unica que permita discriminar la actividad
ligninolitica de forma determinante. Por ello se aplicaron 7 pruebas cualitativas diferentes
relacionadas con el metabolismo de la lignina para la seleccién de cepas ligninoliticas entre la
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coleccion de 1457 aislados obtenidos a partir de material vegetal sometido a compostaje. En la
Figura 1a se indica el nimero de cepas que dieron positivas cada una de las pruebas realizadas
diferenciadas por grupos (hongos, bacterias y actinobacterias). Las pruebas mas selectivas fueron
las correspondientes a la Fenoloxidasa y la Tirosinasa, sélo un 3% de las cepas analizadas dieron
positivas estas pruebas, y ademas, las cepas positivas para Fenoloxidasa presentaron también
varias de las otras actividades, incluyendo en todos los casos la actividad Lacasa. La actividad
peroxidasa fue la mas frecuentemente encontrada en todos los aislados, seguida de las lacasas y
oxidasa. De acuerdo con ello se escogieron aquellas cepas que presentaron actividad en el test
de Fenoloxidasa o de Sundman, ademas de mostrar, al menos, otra prueba positiva entre el resto
de las empleadas para verificar la actividad ligninolitica. Con este mayor nimero de test
cualitativos relacionados con la degradacién de la lignina, se intenté asegurar la eficiencia de las
cepas seleccionadas en dicho proceso, ya que actualmente no existen marcadores fisiolégicos o
bioquimicos sencillos exclusivamente asociados a la degradacién de esta macromolécula (Bugg y
Rahmanpour, 2015). En la Figura 1b se representa la distribucion de las cepas fenoloxidasa
positivas por géneros, que reveld la presencia de una elevada proporcién de representantes de
género Fusarium. Las cepas que se seleccionaron en este rastreo fueron 49, que incluyeron 4
bacterias y 45 hongos. En general, las bacterias a diferencia de los hongos, parecen poseer una
capacidad mas limitada para la degradaciéon de la lignina (Tuomela y col.,, 2000) y sus
mecanismos degradativos no han sido tan ampliamente estudiados como los pertenecientes a
especies fangicas. Esta circunstancia puede explicar el reducido numero de bacterias
seleccionadas. Los hongos capaces de degradar la lignina, con pocas excepciones, producen
polifenoloxidasas extracelulares (Orth y col., 1993).
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Figura 1. a) Numero de bacterias (B), actinobacterias (A) y hongos (H) con resultado positivo para las
pruebas cualitativas de actividad ligninolitica: Test de Sundman o fenoloxidasa-Fen, Polifenoloxidasa-Pol;
Lacasa 1-Lac 1; Lacasa 2-Lac 2; Oxidasa-Oxi; Tirosinasa-Tir y Peroxidasa-Per; b) Distribucién por géneros
de cepas positivas para la actividad Fenoloxidasa o test de Sundman (NI: cepa no identificada).

En la coleccion de 49 cepas ligninoliticas se cuantificod la produccion de tres enzimas
relacionadas con el metabolismo de la lignina: lacasa, lignina peroxidasa (LiP) y Manganeso
peroxidasa (MnP) (Figura 2). Sélo 9 cepas produjeron cantidades significativas de lacasa,
mientras que dicho nimero se incrementd a 24 y 34 cepas para LiP y MnP, respectivamente. En
la Figura 2 se muestran las cepas que produjeron varias de estas enzimas en cantidades
significativas. Rhodotorula glutinis 4305 result6 la cepa mas eficiente para la produccién de lacasa
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y LiP, mientras que Galactomyces geotrichum 4210 fue la maxima productora de MnP, aunque
ambas produjeron también las otras enzimas.
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Figura 2. Produccién de enzimas ligninoliticas; lacasa (Lac), Lignina Peroxidasa (LiP) y Manganeso
Peroxidasa (MnP) por cepas ligninoliticas procedentes de material sometido a compostaje.

4. Conclusiones

El material vegetal sometido a compostaje constituye una excelente fuente de microorganismos
degradadores de la lignina. La seleccién de estos microorganismos constituye una tarea
complicada que requiere de la aplicacion de diversas pruebas selectivas, resultando de especial
interés la que pone de manifiesto la actividad fenoloxidasa o prueba de Sundman. Los
microorganismos ligninoliticos asociados al compostaje de restos vegetales estan dominados por
especies del género Fusarium pero incluyen una amplia diversidad de hongos y son escasas las
bacterias. Las cepas ligninoliticas asociadas al compostaje producen unos niveles de ligninasas
aceptables para su potencial aplicacién biotecnoldgica.
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Resumen

En este estudio se evalué la produccién de biohidrégeno a partir de tres sustratos provenientes del sector
agropecuario del departamento de Cundinamarca mediante proceso de co-digestion anaerobia. A partir de
la relacién C/N de cada uno de ellos, se plantearon las diferentes mezclas garantizando las condiciones
minimas del proceso convenientes para la produccion de biohidrégeno lo cual promueve el crecimiento de la
poblacion microbiolégica necesaria para el proceso destacandose asi la poblacién de Clostridium. La
produccion de biohidrégeno para los tres sustratos, estiércol de cerdo, mucilago de café y almidén de papa
fue considerable mostrando la versatilidad de los mismos para este tipo de aprovechamiento. Las mezclas
de sustratos que mostraron una mejor respuesta fueron aquellas que contenian agua residual del
procesamiento de la papa. Sin embargo las mezclas en general de los tres sustratos evidenciaron unas
condiciones de complementariedad adecuadas para la producciéon de hidrégeno con tasas de generacion
del orden de los 200 mL/h y producciones acumuladas de hidrégeno del orden de los 700 mL. Esto confirmé
la viabilidad de las mezclas y de los procesos de co-digestion planteados a lo largo de la investigacion.

Palabras clave: Biohidrégeno, co-digestion, estiércol cerdo, mucilago de café y almidén de papa.

1. Introduccidén

En la actualidad tan solo el 2,2% de la energia que se consume a nivel mundial proviene de
fuentes renovables mientras que el 79,5% proviene del uso de combustibles fésiles (Goldenberg &
Johansson, 2004). En Colombia hay diferentes grupos de investigacion (alrededor de 30) que
adelantan estudios en temas relacionados con los biocombustibles, con un enfoque al uso de
biomasa para la generacién de bioetanol y biodiesel. En el caso de Europa, un reporte de la
Comision Europea plantea la conversién de la economia actual, asociada a combustibles fésiles,
hacia una economia dependiente del hidrégeno (European Commission, 2003). La generacion de
hidrégeno, mediante la fermentacion oscura se obtiene utilizando diversos recursos de biomasa, a
través de la degradacion anaerobia de los hidratos de carbono, liberando acidos organicos como
producto final del proceso. La utilizacion de sustratos, tales como biomasa agricola, desechos
agroindustriales y pecuarios, que se caracterizan por ser abundantes, de bajo costo y altamente
biodegradables (Gomez-Romero, Gonzalez-Garcia, Chairez, Torres, & Garcia-Pena, 2014). El
objetivo principal de este trabajo es establecer los aspectos claves para la produccién de
hidrogeno a través de la co-digestién de residuos organicos generados en el departamento de
Cundinamarca utilizando la fermentacién oscura. Inicialmente se realiza una determinacion de
parametros y complementariedad de sustratos para posteriormente la identificacion de residuos y
pruebas experimentales de la produccion de hidrégeno para las mezclas.
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2. Material y Métodos.

Para el estudio se realiz6 una revision teérica como parte inicial de la metodologia, en la cual
se identificaron las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas necesarias para el proceso
biolégico de produccion de biohidrogeno. La seleccion final de los residuos se realiz6 a través de
la disponibilidad de estos en el departamento de Cundinamarca, obteniendo asi los sustratos a
emplear: mucilago de café, almidén del procesamiento de la papa y estiércol de cerdo. Para
establecer la complementariedad se realizé una revision bibliografica para determinar las mejores
mezclas.

2.1 Inoculo

El inéculo usado en el estudio fue lodo semilla obtenido de un reactor anaerobio utilizado en la
produccion de biogéas y para el tratamiento de residuos lacteos. Se aclimato al proceso por medio
de la alimentaciéon con glucosa y estiércol de cerdo, se utilizaron como microorganismos
Bacteroides, Eubacterium y Clostridium, a condiciones de temperatura (35°C) y pH (5,8).

2.2 Sustratos

Los sustratos utilizados fueron el estiércol de cerdo, mucilago de café y almidén del
procesamiento de la papa. Fueron divididos en bolsas de 1 L y se mantuvieron refrigeradas.

2.3 Disefio experimental

El estudio se desarroll6 en tres etapas:

2.3.1 Etapa 1

Se realiz6 la adecuacién del inéculo para la produccién de hidrogeno, se prepard una botella
con 1L de agua a pH 9, conectada por mangueras a otra botella que contenia el in6culo (1200 mL
de agua por 200 gr de estiércol de cerdo), para atrapar el gas, ademas diariamente se inyecto 50
mL de una solucién de sacarosa (10g de sacarosa en 250 mL de agua) se mantuvo en una
plancha de calentamiento y agitacién constante a 35°C, se realizé la medicién diaria del volumen
de biogas desplazado (llustracion 1).

llustracion 1. Montaje experimental
2.3.2 Etapa 2

Se establecieron mezclas segun las caracteristicas de complementariedad, se ajusto el pH en
un rango mayor o igual a 7,0; se realizaron 7 mezclas con sus correspondientes repeticiones y el
blanco. Cada mezcla, se introdujo en un bafio de agua a una temperatura de 35°C, durante 2 dias
consecutivos se midio el volumen desplazado cada 30 minutos, en cada una de las mezclas
(llustracion 2).
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llustracion 2. Montaje experimental de las diferentes mezclas
2.3.3 Etapa 3

Se realizaron las Ultimas mediciones en cuento al volumen desplazado y pH final de la mezcla,
se procesaron los datos obtenidos para determinar si ya habia finalizado la produccién vy
posteriormente se desmontaron las mezclas y se tuvo en cuenta los niveles maximos de
produccién de biogés.

3. Resultados y Discusion.

3.1 Potencial bioldgico de hidrogeno

3.1.1 Tedrico

Papa: El promedio del potencial teérico de hidrogeno es de 941,8mL H,/ g VSS-d (Ghimire et
al., 2015; Xie et al., 2008).

Café: Para el mucilago de café, el potencial de hidrégeno es de 557,8 NmL Hy/ Lwd y para las
aguas residuales es de 3,21 mol Hy/mol de hexosa (Jung, Kim, Lee, & Shin, 2012; Jung, Kim, &
Shin, 2010).

Estiércol: La produccion de hidrogeno, para un pH de 5,5, es de 31,8 mL de H, / h, por el
contrario, si se varia el tiempo de retencidon y carga organica se obtiene una tasa de 102,1 mL de
H. / h (Hernandez & Rodriguez, 2013).

3.2 Experimental

El estudio genero resultados positivos para la produccion de hidrégeno (Grafica 2). La mezcla
entre estiércol de cerdo y los sustratos ricos en hidratos de carbono demostr6 una respuesta
positiva para la producciéon de hidrégeno, confirmando que la relacién de complementariedad
planteada fue efectiva para el proceso. Los mejores resultados contaron con la presencia de todos
los sustratos, sin embargo, la mezcla del estiércol de cerdo y el almidon reporto el mejor
comportamiento de produccion de hidrogeno, debido a la excelente relacion C/N. Niveles similares
de produccién se alcanzaron con la reduccion de la proporcién de estiércol en la mezcla 4 y a la
par en la mezcla 5 que tenia predominancia de mucilago de café.
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Grafica 1. Produccion acumulada de hidrégeno para las diferentes condiciones de mezcla.
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Se encontr6 que la maxima tasa de produccion de hidrégeno fue de 200mL/h asociada con la
presencia de mucilago de café (Tabla 2), cuando esta en funcion del volumen del residuo
(mucilago de café o almiddn) las mezclas 2 y 3 mostraron los mejores resultados confirmando la
capacidad de los dos residuos ricos en carbohidratos para la produccién de hidrégeno.

Tabla 3. Pardmetros de la produccién de hidrégeno para las diferentes mezclas.

# ES:MU mL/h/

:AL mL/h mLw mL
1 80:30:

30 78,3 1,31 322,8
2 80:60:

00 200,0 3,33 343,0
3 80:00:

60 133,3 2,22 699,3
4 60:40:

40 167,3 2,09 725,3
5 60:60:

20 74,0 1,23 716,3
6 60:20:

60 83,0 1,38 560,5

En la Grafica 2, se puede observar que el almidon presente en las diferentes mezclas se
muestra como el componente que mejores resultados reporta para la produccion de hidrégeno ya
que esta presente en todas las mezclas que alcanzan producciones de hidrogeno que rondan los
700 mL.

4. Conclusiones.

e El agua residual del procesamiento de la papa no ha sido ampliamente utilizado para la
obtencién de nuevos productos, identificando también una deficiencia y una nueva oportunidad de
aprovechamiento dando entonces un buen uso de dicho residuo industrial siendo ampliamente
rico en carbohidratos. Estos residuos son adecuados por su nivel de carbohidratos para el proceso
de co-digestion.

90 800,0
700,0
600,0
500,0

400,0

Hidrdgeno (mL)

300,0

Participacion (mL)

20 200,0

10 100,0

M30:30  M60:00 MO0O:60 M40:40  M60:20  M20:60

Manure Mucilage Starch  —#—Volume mL

Grafica 2. Relacion entre la produccion de hidrégeno y la composicién de las mezclas.

e El estiércol de cerdo por su parte contiene una cantidad considerable de especies
microbiolégicas importantes en este caso para el rendimiento del proceso, conteniendo especies
como Clostridium, conocidas por ser organismos anaerobios y productores de hidrogeno, entre
otras especies las cuales a través de su interaccién pueden generar condiciones favorables dentro
del proceso.
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e La produccién de biohidrogeno para los tres sustratos fue considerable mostrando la
versatilidad de los mismos para este tipo de aprovechamiento. Las mezclas de sustratos que
mostraron una mejor respuesta fueron aquellas que contenian agua residual del procesamiento de
la papa. Sin embargo las mezclas en general de los tres sustratos evidenciaron unas condiciones
de complementariedad adecuadas para la produccion de hidrégeno con tasas de generacion del
orden de los 200 mL/h y producciones acumuladas de hidrogeno del orden de los 700 mL. Esto
confirmé la viabilidad de las mezclas y de los procesos de co-digestion planteados a lo largo de la
investigacion.
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Resumen

Se ha realizado un estudio para evaluar el efecto del acido L-lactico sobre las propiedades biol6gicas del
suelo. Este acido lactico se ha obtenido mediante un proceso de biorrefineria del suero de leche,
subproducto de la industria alimentaria. Su aplicacion conduce a una solubilizacién de fosfato, siendo este
comportamiento reversible tras la completa degradacion del acido lactico, que es utilizado por los
microorganismos del suelo como fuente de carbono y energia, dando lugar a una fuerte estimulacién
biologica del suelo. La calidad del suelo vinculada a actividades enzimaticas tales como las actividades
deshidrogenasa (ADH) y fosfatasa (APA) se estimularon positivamente. También se produjo un ligero
cambio en la biodiversidad bacteriana del suelo hacia microorganismos capaces de utilizar el acido lactico
como fuente de carbono (Rhizobium, Azotobacter, Pseudomonas, Bacillus, etc.). Estas bacterias han
demostrado tener interés agronémico ya que pertenecen al grupo de las denominadas bacterias PGPb, ya
que tienen la capacidad de fijar nitrégeno, solubilizar fésforo o reducir el estrés. Estos resultados muestran
el potencial papel del uso del acido lactico tanto en términos agronémicos como ecolégicos, aumentando la
biodisponibilidad del fésforo, induciendo la actividad biolégica o enriqueciendo selectivamente las bacterias
implicadas en la fertilidad del suelo.

Palabras clave: fésforo, enzimas, bacterias PGPb,
1. Introduccion

Muchos organismos del suelo, principalmente las plantas, producen grandes cantidades de
exudados como parte de sus mecanismos para la adquisicién de nutrientes, estos consisten
principalmente en hidratos de carbono, &cidos carboxilicos y aminoacidos. Estos compuestos se
asimilan facilimente y representan una fuente de carbono y energia que favorece el rapido
crecimiento de microorganismos en la rizosfera (Baudoin et al. 2003).

Estos exudados de las raices de las plantas se componen principalmente de Acidos Organicos
de Bajo Peso Molecular o LMWOAs (siglas en inglés). Estos LMWOAS comprenden &cidos mono,
di y tricarboxilicos (Strobel, 2001) y juegan un papel importante en la liberaciéon de cationes a partir
de minerales, aumentando su disponibilidad en la rizosfera. Ademas, son conocidos por su
capacidad de aumentar la solubilidad del fésforo y servir como fuente de carbono para los
microorganismos de la rizosfera (Haoliang et al. 2007).

Varios autores han sugerido que la producciéon de LMWOAs por rizobacterias es uno de los
mecanismos mas conocidos para la solubilizacion de fosfato del suelo. Esto es debido a la
acidificacion de la rizosfera, asi como a su capacidad para formar complejos con algunos metales,
como Al y Fe (Paredes-Mendoza et al. 2010).
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En este caso, el acido L-lactico, uno de los LMWOAs que componen los exudados radiculares,
se obtuvo por via fermentativa con altos rendimientos a partir de un subproducto, como es el
suero de leche, producidos durante la fabricacion del queso. Este subproducto tiene un alto
impacto ambiental debido a su alta DQO vy la recalcitrancia de algunos de sus componentes.

Es necesario indicar que no existen casos documentados de aplicacién directa de &cido lactico
al suelo por lo que el objetivo de este trabajo sera evaluar la evolucion de la biodisponibilidad de
fosforo, asi como el comportamiento de la comunidad microbiana del suelo y su actividad
biogquimica.

2. Materiales y métodos

2.1. Produccion de dcido L-lactico

El suero de leche se fermenté bajo condiciones controladas usando Lactobacillus rhamnosus y
se sometid a varias etapas de filtracién y esterificacion-destilacién, hasta obtener un acido L-
lactico quimica y 6pticamente puro.

2.1.1 Andlisis acido Léctico

La pureza del acido L-lactico y la concentracion en el suelo se determind mediante
cromatografia de fase reversa y las propiedades 6pticas por un kit enzimatico comercial.

2.2. Procedimiento de incubacion

El suelo utilizado en este experimento es un Antrosol Plagico. Doscientos gramos de suelo se
incubaron a 25 °C durante 28 dias al 60% de su capacidad de retencion de agua. Las muestras
de suelo se mezclaron con &cido L-lactico a tres concentraciones diferentes: L1 (0,1% p/p), L2
(0,5% p/p) y L3 (1% p/p). Se utilizé como control (LO) un suelo sin &acido L-lactico.

2.3. Analisis de suelos

2.3.1. Andlisis quimicos de suelos

El pH del suelo se determind segun los Métodos Oficiales de Analisis (1986). El acido L-lactico
se extrajo con una solucion de extraccion compuesta por H.SO, 0,001 N, determinandose a
continuacion por HPLC (Buglass y Lee (2001). El fésforo disponible se determiné segin el método de Olsen'y col, 1954.

2.3.2. Actividades enzimaticas del suelo

La actividad deshidrogenasa se determin6 mediante una modificacién del ensayo INT
(Tabatabai, 1994). Las actividades fosfatasa y B-glucosidasa del suelo se midieron usando p-
nitrofenil fosfato y p-nitrofenil-B-D-glucopiranésido como sustratos respectivamente (Tabatabai, 1994).

2.3.3. Anélisis microbioldgico del suelo: extraccion del DNA y analisis por electroforésis en gel
de gradiente desnaturalizante (DGGE)

El ADN del suelo se extrajo usando un kit comercial (UltraCleanTM, MoBio Laboratories). Se
amplificaron mediante PCR las regiones variables V3-V5 del ADNr 16S. Los productos de PCR se
cargaron en un gel de poliacrilamida con un gradiente desnaturalizante desde el 40 al 60%.

Para cada tratamiento, las bandas dominantes del DGGE se extrajeron de los geles y se
secuenciaron usando el software ABI PRISM-377 DNA Sequencer (PerkinElmer). Las secuencias
obtenidas se compararon con las secuencias del rRNA 16S disponibles en la base de datos del
NCBI, utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

3. Resultados y Discusion
3.1. Caracterizacion del dcido L-lactico.

El acido L-lactico utilizado se obtuvo por un proceso de biorrefineria del suero de leche que
permite obtener acido lactico puro (35-40 g por litro de suero). Ademas de su pureza, es altamente
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biodisponible al estar compuesto sélo por el isémero L de dicho acido, el cual es el Unico isémero
producido por L. rhamnosus.

3.2. Evolucion de las propiedades quimicas del suelo

Después de la aplicacién de acido L-lactico al suelo, hubo una disminucién significativa en los
valores de pH (Figura 1), estando esta disminucién directamente relacionada con la dosis de acido
lactico aplicada. Durante el periodo de incubacion, los valores de pH del suelo tienden a alcanzar
el valor control (aproximadamente 7,9 a 8,0), alcanzandolo el tratamiento al 0,1% tras 12 dias,
mientras que el tratamiento al 0,5% lo hizo en el dia 21. El tratamiento al 1% no alcanz6 el valor
control al final del experimento.
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Figura 1. Evolucién del pH del suelo. Figura 2. Evolucién del acido L-lactico.

El contenido de acido L-lactico comienza a desaparecer inmediatamente después de su
aplicacion al suelo (Figura 2). Al dia 7 de incubacion, la concentracion de acido L-lactico en L1
habia disminuido en aproximadamente un 85%, mientras que los valores de L2 y L3
permanecieron por encima del 50%. Tras 12 dias, el acido L - lactico en L2 habia disminuido hasta
el 10%. Finalmente, no se detect6 acido L-lactico en ninguna muestra tras el dia 28.

Esta disminucién puede atribuirse a su degradacion por los microorganismos del suelo, similar
a lo descrito por Siotto (2012), desapareciendo completamente en 25-30 dias. Esto sugiere que el
acido lactico se metaboliza rapidamente en el suelo, de forma similar a la de la glucosa. Esta
hipétesis se refuerza por nuestros resultados de DGGE, que muestran un cambio en las
poblaciones microbianas en favor de aquellos microorganismos que pueden utilizar el acido lactico
como fuente de carbono.

Los valores de fosforo Olsen determinados en el suelo muestran un incremento en su
biodisponibildad, obteniéndose los valores mas altos el dia 5 y a la dosis mas alta de acido lactico.
Al final del mismo, los valores fueron similares al tratamiento LO. Estos resultados estan de
acuerdo con los obtenidos por Chen et al., 2006; Hwangbo et al., 2003; y Strobel, 2001, quienes
concluyeron que esta acidificacién del medio facilita la solubilizacién del fésforo.

3.3. Actividades enzimaticas del suelo

Desde el punto de vista de las propiedades bioquimicas del suelo, la aplicacion de &cido L-
lactico provocod un aumento de la actividad microbiana, donde la actividad deshidrogenasa,
indicadora de la actividad global del suelo (Nannipieri et al. 1990) se estimuld por la adicién de
acido lactico (Figura 4a), siendo este aumento dependiente de la concentracion aplicada.
Comparada con el tratamiento control, la actividad deshidrogenasa aument6 significativamente en
un factor de 6,8, 65,4 y 66,6 para L1, L2 y L3 respectivamente. A partir del dia 12 en adelante, la
actividad deshidrogenasa comenz6 a disminuir progresivamente.

De manera similar, la aplicacion de acido L-lactico también provocé una estimulacién de la
actividad fosfatasa (Figura 4b). Comparado con el tratamiento control, la actividad fosfatasa
aumento significativamente 1,4, 1,4 y 2,1 veces para los tratamientos L1, L2 y L3y los dias 7, 5y
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12, respectivamente. A partir del dia 12 en adelante, la actividad fosfatasa comenzé a disminuir.
Esta estimulacién de la fosfatasa se debe a una mayor demanda de fésforo para apoyar el
crecimiento microbiano observado.

Por el contrario, la Figura 4c muestra que el acido L-lactico no afecta de ninguna manera a la
actividad B-glucosidasa. Una posible hipotesis de esta falta de expresion de dicha enzima es que
el &cido L-lactico proporciona una fuente de carbono en el suelo, por lo que no se inducen
hidrolasas de hidratos de carbono.
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Figura 4. Actividades deshidrogenasa, fosfatasa y B-glucosidasa (figuras a, b y ¢ respectivamente) en suelos.

3.4. Evolucion de la comunidad bacteriana del suelo

El estudio de la biodiversidad microbiana muestra un gran cambio tras la aplicacién del L-
lactico, incrementandose especies que pertenecen a géneros para los que se ha descrito
ampliamente el uso del lactato como fuente de carbono para crecer: Pseudomonas, Bacillus,
Azotobacter y Rhizobium (Gao y col, 2012; Chai y col., 2009; Iswaran y col, 1973). Estos
resultados indican la posible importancia del acido lactico afadido al suelo para influir en la
dindmica de las comunidades microbianas.

Por otra parte, muchas de las especies favorecidas por la adicion de &cido lactico se
consideran bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPb) por su capacidad para
estimular el crecimiento de las plantas, aumentar su rendimiento, reducir las infecciones
patogénicas, asi como reducir el estrés bidtico y abidtico de las plantas (Lugtenberg y col 2009).
Esto, junto con el hecho de que Rhizobium 'y Azotobacter son géneros implicados en la fijacion
biolégica de nitrégeno nos lleva a pensar que el acido lactico aplicado al suelo podria tener un
importante rol en el mismo.

4. Conclusiones

El acido L-lactico obtenido a partir de residuos de suero de leche conduce a una fuerte
estimulacion bioldgica del suelo y a la liberacion de fosfato biodisponible. Ademas, esta implicado
en la conformacion de la estructura de las comunidades microbianas en el suelo, estimulando las
bacterias PGPB.
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Estos resultados podrian tener gran importancia tanto en términos agrondmicos como
ecoldgicos, ya que la aplicacién de acido lactico al suelo podria ayudar a minimizar la aplicacion
de fertilizantes, reducir la contaminacién ambiental y promover una agricultura sostenible.
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