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El colapso ambiental provocado por numerosas actividades antropogénicas ha
derivado en la acumulacién masiva de residuos en vertederos o en la incineracion
descontrolada de los mismos. La gestién adecuada de este tipo de residuos pasa,
irremediablemente, por la adaptacion a un modelo de economia circular, mediante el
cual se busca la conservacion de los recursos naturales, el mantenimiento de la
biodiversidad, el reciclaje y la reutilizacidn de residuos, convirtiéndolos asi en productos.
Gran parte de estos residuos, a los que se les puede dar una segunda vida dutil, se
enmarcan dentro del grupo de los residuos biodegradables. Entre las alternativas mas
exitosas destinadas a la biotransformacién de este tipo de residuos, destaca el
compostaje por adecuarse a los conceptos actuales de sostenibilidad y bioeconomia,
considerandose un proceso respetuoso con el medio ambiente y que no implica

elevados costes.

El compostaje es un proceso de biotransformacién aerobia de la materia orgdnica
durante el cual se suceden diversas fases térmicas caracterizadas principalmente por la
accion de diferentes poblaciones microbianas. El resultado de este proceso es un
producto estable y maduro, compost, cuya principal aplicacion se realiza a modo de
enmienda humica en agricultura. En Espafia estd legislado su uso, asi como las
caracteristicas fisico-quimicas basicas que un compost debe cumplir para su
comercializacién. Sin embargo, a pesar de la idoneidad del proceso, el control del mismo
se complica cuando se trata de dar el salto a escala industrial, ya que ni los volumenes
de trabajo, ni las condiciones operacionales, ni las materias primas son iguales en las
distintas instalaciones dedicadas a la gestion de residuos organicos mediante
compostaje. Aun mas dificil es, por tanto, encontrar algun tipo de indicador fisico-
guimico o bioldgico, que permita evaluar el desarrollo de procesos que se muestran a

priori tan heterogéneos.

El trabajo presentado en esta Memoria de Tesis Doctoral, se ha basado en el estudio
exhaustivo de 15 procesos de compostaje a escala industrial, teniendo en cuenta la
enorme diversidad en lo que se refiere a las materias primas originales (Residuo Vegetal,
Residuos sélidos Urbanos, Lodos de Depuradora, Residuo Agroalimentario y Alpeorujo).
Dicho estudio se llevd a cabo desde un punto de vista fisico-quimico, analizando
multiples parametros relacionados con el ciclo del carbono y el nitrégeno, asi como
desde un punto de vista bioldgico, evaluando diversos indicadores enzimaticos y de
biodiversidad. Destaca en este caso, el andlisis metagendmico de los productos

obtenidos a partir de los 15 procesos evaluados.

En términos globales, los resultados revelaron perfiles fisicoquimicos y enzimaticos
muy diferentes, asi como diferentes grados de humificacion segun el tipo de proceso y

material de procedencia, lo que sugirid que la via de transformacion de las distintas
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fracciones de carbono y nitrégeno podrian ser exclusivas de cada proceso vy
dependientes de las materias primas. Aun asi, algunos pardmetros estrechamente
relacionados con el ciclo del carbono, como son las fracciones lignoceluldsicas, la
actividad amilolitica y B-glucosidasa, junto con algunos indices de humificacion (HR y
Can/Car) se posicionaron como buenos indicadores de la evolucion dptima de un proceso

de compostaje, ya que mostraron tendencias similares.

Ademas, gracias al analisis metagendmico realizado, se establecieron importantes
relaciones entre los indices de biodiversidad Chaol y Shannon, y ciertos parametros
relacionados con la madurez, estabilidad y toxicidad de las muestras, tales como indice
de nitrificacidn, tasa de humificacion, contenido en compuestos fendlicos, indice de

germinacién o consumo de oxigeno.

En conclusién, a pesar de la heterogeneidad y exclusividad de los procesos de
compostaje estudiados, se puede afirmar que los microorganismos, mediante
mecanismos diferentes, son capaces de llevar a cabo procesos adecuados de
biotransformaciéon de la materia orgdnica, obteniéndose productos que cumplen, en
términos generales, con los estandares de calidad agrondmica. La conexién establecida
entre parametros de muy distinta naturaleza representa un avance en el conocimiento
microbiano del compostaje y proporciona una nueva perspectiva para la mejor gestién

y control del proceso a escala industrial.
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The environmental collapse caused by numerous anthropogenic activities has
resulted in the massive accumulation of waste in landfills or in the uncontrolled
incineration of the same. The suitable management of this type of waste implies
adaptation to a circular economy model. This type of model seeks the conservation of
natural resources, the maintenance of biodiversity, recycling and reuse of waste, turning
them into products. Most of this type of waste, biodegradable waste, can have a second
useful life. Among the most successful alternatives for the biotransformation of this type
of waste, composting stands out for adapting to current concepts of sustainability and

bioeconomy, considering it an ecological process that does not imply high costs.

Composting is a process of aerobic biotransformation of organic matter during which
various thermal phases follow, characterized mainly by the biotransformation of organic
matter thanks to the action of different microbial populations. The result of this process
is a stable and mature product, compost, whose main application is made as a humic
amendment in agriculture. In Spain, its use is legislated, as well as the basic physical-
chemical characteristics for its commercialization. However, despite the suitability of
the process, its control is complicated when it comes to making the leap to an industrial
scale. The main problem is that the work volumes, the operational conditions, and the
raw materials are not the same in the different companies dedicated to the
management of organic waste through composting. Therefore, it is even more difficult
to find some type of physical-chemical or biological indicators that allow evaluating the

development of processes a priori so heterogeneous.

The work presented in this Doctoral Thesis Memory has been based on the in-depth
study of 15 composting processes on an industrial scale, also taking into account the
enormous diversity in regard to the original raw materials (Vegetable Residue, Solid
Residues Urban, Sewage Sludge, Agro-Food Waste and Alpeorujo). This study was
carried out from a physical-chemical point of view, analyzing multiple parameters
related to the carbon and nitrogen cycle, as well as from a biological point of view,
evaluating various enzymatic and biodiversity indicators. In this case, the metagenomic

analysis of the products obtained from the 15 evaluated processes stands out.

The results revealed very different physical-chemical and enzymatic profiles, as well
as different degrees of humification according to the type of process and source
material, which suggested that the transformation pathway of the different carbon and
nitrogen fractions could be unique to each process and dependent of raw materials.
Even so, some parameters closely related to the carbon cycle, such as lignocellulosic
fractions, amylolytic and B-glucosidase activity, together with some humification indices
(HR and Cna / Cra) were positioned as good indicators of the optimal evolution of a

composting process, as they showed similar trends over time. In addition, thanks to the
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metagenomic analysis carried out, important relationships were established between
the Chaol and Shannon biodiversity indices, and certain parameters related to the
maturity, stability and toxicity of the samples, such as nitrification index, humification

rate, content of phenolic compounds, germination rate or oxygen consumption.

In conclusion, despite the heterogeneity and exclusivity of the composting processes
studied, it can be affirmed that microorganisms, through different mechanisms, are
capable of carrying out adequate processes of biotransformation of organic matter,
obtaining products that comply, in terms general, with agronomic quality standards. The
connection established between parameters of a very different nature represents an
advance in the microbial knowledge of composting and provides a new perspective for

better management and control of the process on an industrial scale.
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1. Introduccién

1.1. Problematica global derivada de la generacion de residuos en el siglo
XXI

En la actualidad, la conciencia social y ambiental se ha hecho eco en todo el planeta,
llegando a centrar gran parte de su atencidn en la busqueda de soluciones al cataclismo
ambiental que se prevé a corto plazo. Durante las ultimas décadas, el empefio por
alcanzar una mejor calidad de vida ha derivado en el uso excesivo e inadecuado de
recursos, materiales y energia. Este hecho ha provocado la generacidon y acumulacion
de grandes cantidades de residuos orgdnicos que, junto a otros problemas ambientales,
como son la contaminacién del agua, el aire y el suelo, la pérdida de biodiversidad, o el
agotamiento de los recursos, ponen cada vez mas en peligro los sistemas de soporte
vital de la Tierra (Chu et al., 2017) (Figura 1). En 2014, los estados miembros de la Unién
Europea generaron en torno a 2500 millones de toneladas de residuos de los cuales el
1% procedia de actividades agricolas, silvicultura y pesca, 8% de residuos domésticos,
10% de manufacturacién, 30% de minas y canteras, 34% de la construccién y 17% de
otras actividades. Tales cifras requieren de una gestidn adecuada, en la que se apliquen
estrategias respetuosas con el medio ambiente, sostenibles y, en la medida de lo
posible, que pongan en valor el residuo transformado. En este sentido, la UE en su
reciente “Nuevo Plan de accidon para la economia circular por una Europa mas limpia y
mas competitiva (European Commission, 2020), se plantea serios objetivos a corto-
medio plazo en lo que respecta a la gestidn de residuos organicos, entre los cuales se
encuentra llegar a un porcentaje de reutilizacion y reciclado de residuos domésticos en

torno al 55% en el afio 2025, e incluso superior al 65% en 2035.

Segun datos de 2016, el 47% de los residuos municipales generados en la UE se recicla
o composta. Sin embargo, tanto las cantidades generadas como la gestion de los mismos
son muy variables entre los distintos paises miembros. Por ejemplo, los vertederos son
practicamente inexistentes en Europa noroccidental, donde la incineracién controlada
y el reciclaje suponen las principales estrategias de gestién. También Alemania y Austria
se encuentran a la cabeza de la lista de paises europeos que reciclan una gran
proporcién de los residuos generados. Los vertederos, en cambio, siguen siendo
imprescindibles en, al menos, 12 paises del este y sur de Europa. Asi, mas del 50% de los
residuos acaban en vertederos en Croacia, Letonia, Eslovaquia, Bulgaria, Espana,
Hungria, Chequia y Portugal, superando incluso el 80% en el caso de Malta, Grecia,

Chipre y Rumania.
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Figura 1. Problemas derivados de la contaminacion de origen antropogénico

(https://www.contaminaciondelagua.net/ambiental/).

Hasta mediados del siglo XX, el modelo de economia lineal jugaba un papel esencial
en el desarrollo econdmico a nivel mundial. Sin embargo, dicho modelo ha provocado
una presion sin precedentes sobre el agotamiento de los recursos naturales, derivando
ademads en la generacion y acumulacién masiva de residuos de distinta naturaleza.
Desafortunadamente, la gestidon de residuos y recursos, seguin el modelo de produccion
lineal, no sigue un enfoque holistico, hecho que se ve reflejado en una clara saturacién
de los vertederos, y en la pérdida de valor de muchos residuos que aun podrian ser

transformados y reutilizados.

En este contexto, la economia circular surge como un modelo viable que tiene como
objetivo el uso responsable de los recursos naturales, la disminucion al maximo de la
generacion de residuos, y la “circularizaciéon” (del inglés circularization) de los procesos
productivos desde un punto de vista econdmico y ecoldgico, dando lugar, de este modo,
a la prolongacién de la vida util de las materias primas (Geissdoerfer et al., 2017;
Malinauskaite et al., 2017). En economia circular, el reciclaje y la reutilizacién son el
principio basico para el disefio y la optimizacién de los procesos productivos (Figura 2).
A medida que las naciones y autoridades de todo el mundo adopten gradualmente el

concepto de economia circular e intenten llevarlo a la practica, la gestidon de recursos y
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residuos podra considerarse sostenible y Gtil para promover un crecimiento econémico

eficiente, pero al mismo tiempo, respetuoso con el medio ambiente.

REUTILIZACION “ RECICLAJE

_ ECONOMIA
consumo  CIRCULAR

PRODUCCION

DISTRIBUCION

ECONOMIA LINEAL

EXTRACCION

DE RECURSOS PRODUCCION DISTRIBUCION /. CONSUMO RESIDUOS

Figura 2. Economia circular vs economia lineal.

1.1.1. Alternativas a la gestion de residuos orgdnicos

Desde un punto de vista sanitario y ambiental, la gestiéon de residuos abarca el
conjunto de operaciones encaminadas a dar a los residuos producidos en una zona, el
destino mas adecuado. Estas operaciones son seleccionadas teniendo en cuenta la
procedencia, las caracteristicas del residuo y el volumen, los costes de tratamiento, asi
como las posibilidades de recuperacién y de comercializacion de los productos

generados; todo ello, sin perder de vista las directrices administrativas.

Las alternativas de gestién mas desfavorables serian aquellas que conducen a la
eliminacidon del residuo, tales como el depdsito en vertedero controlado y la incineracion
sin aprovechamiento energético. Por el contrario, son recomendables, y han de
considerarse prioritarios, procesos de tratamiento que generan valor afiadido o que
permiten el reciclado de la materia organica contenida en los residuos, como es el caso

del compostaje.

Actualmente, la Ley 22/2011, de 28 de julio, recoge todo aquello que atafie a la
gestidn de residuos y suelos contaminados. El objeto de la ley es “regular la gestidon de

los residuos, impulsando medidas que prevengan su generacién y mitiguen los impactos
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adversos sobre la salud humana y el medio ambiente, asociados a su generacion y
gestidn, y que mejoren la eficiencia en el uso de los recursos”. Segun lo descrito en el
Articulo 3 de dicha Ley, el concepto de "Eliminacidon” incluye “cualquier operacion que
no sea la valorizacidn, incluso cuando la operacién tenga como consecuencia secundaria
el aprovechamiento de sustancias o energia. Por otro lado, esta misma Ley define la
“Valorizaciéon” como “cualquier operacion cuyo resultado principal sea que el residuo
sirva a una finalidad util al sustituir a otros materiales, que de otro modo se habrian
utilizado para cumplir una funcién particular, o que el residuo sea preparado para
cumplir esa funcién en la instalacién o en la economia en general. Los Anexos | y Il de la
Ley 22/2011 enumeran, respectivamente, las principales operaciones de eliminacién y

valorizacion de residuos, las cuales se indican a continuacion:

Operaciones de eliminacidn, segin Ley 22/2011 de residuos y suelos contaminados:

D1 Depdsito sobre el suelo o en su interior (por ej., vertido, etc.)

D2 Tratamiento en medio terrestre (por ej., biodegradacion de residuos liquidos o

lodos en el suelo, etc.)

D3 Inyeccién en profundidad (por ej., inyeccion de residuos “bombeables” en pozos,

minas de sal o fallas geoldgicas naturales, etc.)

D4 Embalse superficial (por ej., vertido de residuos liquidos o lodos en pozos,

estanques o lagunas, etc.)

D5 Depésito controlado en lugares especialmente disefiados (por ej., colocacién en

celdas estancas separadas, recubiertas y aisladas entre si y el medio ambiente)
D6 Vertido en el medio acuatico, salvo en el mar
D7 Vertido en el mar, incluida la insercidon en el lecho marino

D8 Tratamiento biolégico no especificado en otros apartados del presente anexo que
dé como resultado compuestos o mezclas que se eliminen mediante cualquiera de las

operaciones numeradas de D1 a D12

D9 Tratamiento fisicoquimico no especificado en otro apartado del presente anexo y
gue dé como resultado compuestos o mezclas que se eliminen mediante uno de los

procedimientos numerados de D1 a D12 (por ej., evaporacion, secado, calcinacion, etc.)
D10 Incineracion en tierra

D11 Incineracién en el mar (esta operacion esta prohibida por la normativa de la UE

y por los convenios internacionales)

D12 Almacenamiento permanente (por ej., colocacién de contenedores en una mina,

etc.)



Maria José Estrella Gonzdlez 1 Introduccion

D13 Combinacion o mezcla previa a cualquiera de las operaciones numeradas de D1
a D12

D14 Reenvasado previo a cualquiera de las operaciones numeradas de D1 a D13

D15 Almacenamiento en espera de cualquiera de las operaciones numeradas de D1
a D14 (excluido el almacenamiento temporal previsto, en espera de recogida, en el lugar

donde se produjo el residuo)

Operaciones de valorizacidn, segin Ley 22/2011 de residuos y suelos contaminados:

R1 Utilizacién principal como combustible u otro modo de producir energia (se

incluyen en este apartado las practicas de incineracion controlada)
R2 Recuperacién o regeneracion de disolventes

R3 Reciclado o recuperacion de sustancias organicas que no se utilizan como
disolventes (incluidos el compostaje y otros procesos de transformacién bioldgica, como

la gasificacion y la pirdlisis)
R4 Reciclado o recuperacion de metales y de compuestos metdlicos

R5 Reciclado o recuperacion de otras materias inorganicas (esto incluye la limpieza
del suelo que tenga como resultado la valorizacion del suelo y el reciclado de materiales

de construccién inorgdnicos)
R6 Regeneracion de acidos o de bases
R7 Valorizacién de componentes utilizados para reducir la contaminacién
R8 Valorizaciéon de componentes procedentes de catalizadores
R9 Regeneracion u otro nuevo empleo de aceites

R10 Tratamiento de los suelos que produzca un beneficio a la agricultura o una

mejora ecoldgica de los mismos

R11 Utilizacién de residuos obtenidos a partir de cualquiera de las operaciones

numeradas de R1 a R10

R12 Intercambio de residuos para someterlos a cualquiera de las operaciones
enumeradas entre R1y R11. Quedan aqui incluidas operaciones previas a la valorizacién
incluido el tratamiento previo, operaciones tales como el desmontaje, la clasificacion, la
trituracion, la compactacién, la peletizacidon, el secado, la fragmentacién, el
acondicionamiento, el reenvasado, la separacién, la combinacién o la mezcla, previas a

cualquiera de las operaciones enumeradas de R1 a R11
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R13 Almacenamiento de residuos en espera de cualquiera de las operaciones
numeradas de R1 a R12 (excluido el almacenamiento temporal previsto, en espera de

recogida, en el lugar donde se produjo el residuo)

Por otra parte, el concepto tradicional de “vertedero ideal”, implica que, tras el
vertido de los residuos, éstos se compactan y se cubren con suelo limpio, con objeto de
evitar malos olores y plagas de insectos. Sin embargo, a partir de la publicacién de la
Orden AAA/661/2013, de 18 de abril, por la que se modifican los anexos |, Il y lll del Real
Decreto 1481/2001, de 27 de diciembre, por el que se regula la eliminacion de residuos
mediante depdsito en vertedero, se restringen notablemente las condiciones permitidas
para el vertido de residuos, estableciéndose limites sobre el contenido en materia
organica contenida en los mismos. Teniendo en cuenta dicho escenario, se describen a
continuacion algunas de las estrategias actuales mas utilizadas como tratamiento de
residuos organicos de forma previa a su entrada a vertedero. Tales estrategias se
clasificaran en dos grupos fundamentales: tratamientos térmicos y tratamientos
biolégicos. Se excluyen las estrategias de aplicacion directa, las cuales aprovechan los
nutrientes presentes en los residuos sin alterar su composicion quimica o estructura.
Entre estos se encuentran alternativas tan diversas como el empleo directo de los
residuos vegetales como enmienda organica, alimento y cama para ganado, biofiltros o

empleo en el cultivo de champifién (Ripoll y Mauri, 2008).

1.1.1.1. Tratamientos térmicos

Las alternativas de valorizacién incluidas en este grupo incluyen varios
procedimientos en los que se genera energia. En este caso, los residuos se someten a
elevadas temperaturas, bien en presencia de oxigeno (incineracidn), o bien en
atmosferas deficientes o exentas de agente oxidante (pirdlisis y gasificacion) (Ripoll y

Mauri, 2008). A continuacion de describen brevemente cada uno de ellos.

Incineracidon controlada: es la técnica mds extendida y puede generar energia
térmica en funcién del poder calorifico de cada tipo de residuo. El principal problema de
laincineradora estd en las restricciones de la legislacion europea (Directiva 2000/76/CE)
referentes a emisiones, y a sus elevados costes. Por otra parte, aunque la incineracién
reduce en gran medida el volumen de residuos a tratar, genera otros subproductos

dificiles de gestionar (Ripoll y Mauri, 2008).

Gasificacion: en este proceso se utiliza el 25-30% del oxigeno necesario para llevar a
cabo la combustién completa de la materia organica. Las temperaturas de tratamiento

alcanzan los 1000°C, generando el denominado gas de sintesis o Sintegas, (también
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denominado Syngas), que estd compuesto por CO,, H, CHa, H20, N2 y CO. Los gases CO,
Hz y CH4 contenidos en el gas resultante confieren poder calorifico al Sintegas, y pueden
reaccionar con oxigeno en un motor de combustion, una turbina o una caldera (Ripoll y
Mauri, 2008).

Pirdlisis: proceso altamente endotérmico que se realiza en ausencia de oxigeno, lo
que facilita la separacién de las sustancias orgdnicas y su repolimerizacion mediante
fendmenos de condensacion, logrando asi la separacién de las fracciones gaseosa,
liquida y sdlida, cuya proporcidon dependera de la temperatura del proceso. Uno de los
productos de interés generado en este proceso es el sélido denominado biochar (o
carbdén vegetal, si las materias primas son de origen vegetal), que posee un poder
calorifico mayor que el residuo de partida, lo que permite un transporte mas eficiente.
El biochar puede quemarse para producir energia en sustitucién del carbdn pulverizado.
Los biochars con bajo contenido en cenizas se utilizan para la produccién de carbén
activo, que puede ser aplicado en distintos campos como agente absorbente en filtros,

para eliminar olores o contaminantes en aire y aguas (Ripoll y Mauri, 2008).

Combustion incompleta: es el resultado de la combinacion de un proceso de pirdlisis
e incineracién, obteniéndose en este caso gases combustibles, aceites y carbdn vegetal

de alto poder calorifico (Ripoll y Mauri, 2008).

1.1.1.2. Tratamientos bioldgicos

Los tratamientos incluidos en este grupo se basan en la biotransformacién de los
residuos organicos mediante el empleo de microorganismos. Las principales alternativas
aplicadas en este campo se describen a continuacién de forma independiente, aunque
es habitual la combinacidon de alguna de ellas para conseguir un aprovechamiento

integral del residuo.

Compostaje: son numerosos los trabajos que se han centrado en este proceso, ya sea
desde el punto de vista fisico-quimico (Said-Pullicino et al., 2007), como microbioldgico
(Moreno et al., 2013). En esencia, el compostaje es un tratamiento natural consistente
en la biotransformacion de residuos orgéanicos, gracias a la accion de diversos grupos
microbianos que conforman un complejo ecosistema en las pilas de compostaje. De este
modo, y bajo condiciones aerdbicas controladas, la materia orgdnica se transforma y
estabiliza generando un producto al que se le atribuye la capacidad de mejorar las
caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas del suelo en el que es aplicado. Debido a la
elevada porosidad, capacidad esponjante y relacion C/N, los residuos vegetales son
perfectos para ser compostados, por si solos o junto a otros residuos que no poseen tan

buenas caracteristicas. Ademas, la presencia de compuestos lignoceluldsicos



Maria José Estrella Gonzdlez 1 Introduccion

proporciona el componente basico para la formaciéon de acidos himicos durante el
compostaje (Lewis y Yamamoto, 1990).

El trabajo presentado en esta Memoria de Tesis se basa fundamentalmente en la
caracterizacidn de procesos de compostaje a escala industrial, por lo que mas adelante
se analizardn las distintas fases del proceso, asi como los factores que determinan la
idoneidad del mismo (Apartado 1.2.)

Digestion anaerobia: proceso bioldgico, también conocido como biometanizacion,
caracterizado por desarrollarse en ausencia de oxigeno. La transformacion de parte de
la materia orgdnica de los residuos organicos se produce por la accién de los diferentes
grupos microbianos en una mezcla de gases (biogds), constituidos principalmente por
CO; y CHa y otros en pequenas cantidades (NHs, Hz, SH», etc.). Los principales productos
obtenidos tras el proceso de digestién anaerobia son el biogds y una fraccidn sélida
llamada digestato, el cual, si es de calidad y lo permite la legislacion vigente, puede ser
usado como fertilizante organico. Los principales intermediarios y moduladores del
proceso son los acidos grasos volatiles, que se forman a partir de los compuestos mas
sencillos obtenidos durante la degradacién de la materia organica. Los microorganismos
metanogénicos son los encargados de consumir estos primeros productos de
degradacion, generando CO; y CHa. Todos estos procesos tienen lugar de forma
simultdnea en un reactor. La temperatura a la cual suele producirse el proceso suele
tener lugar en torno a los 35°C (régimen mesofilico) o cerca de los 55°C (régimen
termofilico). Una parte de la energia que se obtiene del biogds producido se utiliza para
mantener esta temperatura y el resto se emplea como fuente de energia renovable
(electricidad, calor y/o combustible). La humedad es un factor de gran peso durante la
digestion anaerobia, la cual favorece el proceso, con rangos entre 60 y 99%, siendo en
ocasiones necesaria la adicion de agua. La presencia de altas concentraciones de
metales pesados en los materiales de partida, en cambio, puede ser tdxica para las
bacterias metanogénicas (Lorenzo y Obaya, 2005), y por tanto se veria afectado el

proceso.

Biocombustibles: |la produccion de biocombustibles a partir de la lignocelulosa
contenida en los residuos vegetales es una alternativa que en los Ultimos afios ha
despertado gran interés (Batstone y Virdis, 2014; Latif et al., 2014). Hasta el momento,
productos como el bioetanol o el biodiesel se han obtenido de forma rentable mediante
bioconversion de productos ricos en almiddn y aceites vegetales, aunque la tendencia
actual es utilizar materiales residuales (residuos vegetales) o cultivos energéticos, en
sustitucion de otros mas tradicionales. Los cultivos energéticos, como la soja o algunos

cereales, destacan mundialmente por su interés para la produccién de biocombustibles.
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Sin embargo, existen criticas en algunos sectores por el hecho de estar utilizando un
exceso de superficie agraria que podria ser destinada a la alimentacion.

En la Tabla 1 se describen las principales ventajas e inconvenientes derivados de la

aplicacion de distintos tratamientos de transformacidn de la materia organica.

1.2. El compostaje: clave de la sostenibilidad

En lo que respecta a la gestion de residuos organicos, el compostaje se posiciona
actualmente como una de las alternativas mas cercanas al concepto de economia
sostenible, lo cual se puso de manifiesto en el paquete integral de economia circular

europea publicado en diciembre de 2015.

A pesar de que la Ley 22/2011, de residuos y suelos contaminados, no hace referencia
especifica a la definicion de proceso de compostaje, si incluye en su Apartado 3, la
definicion de compost, como aquella “enmienda organica obtenida a partir del
tratamiento bioldgico aerobio y termdfilo de residuos biodegradables recogidos
separadamente”. Afiade también dicha definicién que “no se considerara compost, el
material organico obtenido de las plantas de tratamiento mecdnico bioldgico de

residuos mezclados, el cual se denominara material bioestabilizado”.
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Tabla 1. Principales ventajas e inconvenientes derivados de algunos de los

tratamientos que se utilizan para transformar la materia organica.

TRATAMIENTO

Compostaje

Digestion
Anaerobia

Incineracion

Pirdlisis

Gasificacion

v
v

< AN

AN

C L < < X

L K< < X

<

VENTAIJAS

Tecnologia simple, barata y robusta.
Recuperacién del 50% de la masa
(peso) y de nutrientes.

Produccion de sustancias humicas,
microorganismos beneficiosos y
nitrégeno de liberacidn lenta.
Elimina semillas y patdgenos.
Oportunidad de
proceso.

controlar el

Posibilidad de
nutrientes.

Produccion de energia.
Reduccion de olores.

recuperaciéon de

Proceso muy conocido y de elevada
implantacion.

Recuperacién energética de hasta el
85%.

Cualquier tipo de residuo municipal
puede ser tratado.

Se reduce el volumen del residuo al
5-10%.

Produccion de energia neutral para

CO, sustitucion de combustibles
fosiles.
Mejor retencion de metales
pesados.

Menor cantidad de gas residual que
en la incineracion.

Sin formacion de dioxinas o furanos.
Adecuado para
residuos dificiles.
Producciéon de energia neutral con
CO, sustitucion de combustibles
fosiles.

fracciones de

Alto grado de recuperacion (85%) y
buen uso del residuo como fuente
energética.

Produccién de energia neutral con
CO,, sustitucion de combustibles
fosiles.

Mejor retencién de metales pesados
que otros procesos.

Menor cantidad de gas residual que
en la incineracién.

INCONVENIENTES

+/ Requiere separacidn en origen.
+/ Se necesita desarrollar y mantener

AN

AN

v
v

un mercado para el compost.
Emisidon de olores, especialmente
en el caso de Residuos Sdlidos
Urbanos.

Pérdida de 20-40% de nitrégeno en
forma de amoniaco, y de 40-60%
de carbono en forma de diéxido de
carbono.

Requiere separacion en origen.

La fraccion sodlida requiere
compostaje o] tratamiento
adicional.

Se necesita desarrollar y mantener
un mercado para el fertilizante
liquido.

Inversiones muy elevadas.
Necesidad de un sistema de
tratamiento de gases de elevado
coste.

Generacion de cenizas y productos
de la limpieza de gases que deben
ser llevados a vertedero.
Generacion de NOx y otros gases.

Requerida trituracion para evitar
bloqueos de los sistemas de
alimentacion y transporte.

Los aceites piroliticos contienen
componentes toxicos y
cancerigenos, que normalmente se
descomponen durante el proceso.
El residuo sélido contiene 20-30%
del poder calorifico.

Elevados costes.

Requerida trituraciéon para evitar

blogueo de los sistemas de
alimentacion y transporte.

/ Lla limpieza del gas para uso de

motor es complicada.

 El residuo solido puede contener

carbono no procesado

«/ Generacién de NOx.
«/ Elevados costes.
/ Baja implantacion.
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De dicha definicién se deduce que sélo los residuos potencialmente biodegradables
seran susceptibles de ser compostados. El Real decreto 1481/2001, de 27 de diciembre,
por el que se regula la eliminacion de residuos mediante depdsito en vertedero,
considera residuos biodegradables, todos aquellos que, en condiciones de vertido,
pueden descomponerse de forma aerobia o anaerobia, tales como residuos de
alimentos y de jardin, papel y cartén. Sin embargo, la actual Ley 22/2011 de residuos,
amplia dicha consideracion, y define el término “biorresiduo” como aquel residuo
biodegradable de jardines y parques, residuos alimenticios y de cocina, procedentes de
hogares, restaurantes, servicios de restauracion colectiva y establecimientos de venta al
por menor, asi como, residuos comparables procedentes de plantas de procesado de

alimentos.

Segun Bernal y Gondar (2008), entre los residuos que mas se emplean como materias

primas en compostaje destacan (Figura 3):

- Residuos ganaderos: estiércol, purines y residuos de matadero.

- Residuos agricolas: restos de cosecha de cereales tales como paja, tallos,
cascaras y mazorcas, restos de poda en frutales y herbdceas, restos de cosechas de
horticolas y leguminosas, algas, etc.

- Residuos urbanos: materia organica procedente de los residuos sélidos urbanos
y los residuos sélidos de la depuracidn de aguas residuales.

- Residuos agroindustriales: residuos procedentes de la industria vitivinicola tales
como raspon, orujo y lias, los residuos del ldpulo y la malta de la industria cervecera, el
alpeorujo procedente de la industria olivarera, residuos de la preparacidon de zumos y
conservas vegetales serrin o virutas de aserraderos, orujo de uva de bodegas, desechos

de pasta de celulosa de industrias papeleras, etc.

Figura 3. Residuos compostables.
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La importancia de regular mediante la normativa vigente los residuos que pueden ser
empleados en el proceso de compostaje radica en el control de la calidad del producto
final obtenido y el contenido en nutrientes de los distintos tipos de compost. El Real
Decreto 999/2017, de 24 de noviembre, modifica el Real Decreto 506/2013 sobre
productos fertilizantes, el cual establece la normativa bdsica en materia de productos
fertilizantes, no considerados como abonos CE. Algunas de las modificaciones mas
importantes se dirigen a contemplar los aspectos relacionados con microorganismos
gue pueden formar parte de un fertilizante. En este sentido, la evolucién del progreso
técnico y cientifico ha facilitado el desarrollo de nuevos productos fertilizantes para los
gue hay que adaptar el marco legislativo vigente. En concreto, el desarrollo de productos
fertilizantes que incorporan microorganismos cuya accién es facilitar la disponibilidad
de nutrientes para la planta, ha obligado a una revision en profundidad del Real Decreto
506/2013, de 28 de junio, para su incorporacion al Registro de productos fertilizantes.
Ademads, en el Real Decreto 999/2017 también se modifican algunos anexos con
respecto al Real Decreto 506/2013, en concreto el anexo |, que incluye nuevos tipos de
productos, forma de obtencidén, componentes esenciales, contenido maximo y minimo

de ciertos pardmetros fisico-quimicos, la denominacion o el etiquetado.

El Real Decreto 999/2017 clasifica el compost dentro del Grupo 6 de su Anexo |, el
cual incluye distintos tipos de Enmiendas organicas. En la Tabla 2 se indican los tipos de

enmiendas a los que hace referencia dicha normativa.
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Tabla 2. Clasificacion de las enmiendas organicas

999/2017.
DENOMINACION
Enmienda organica

humica

Enmienda organica
Compost

Enmienda organica

Compost vegetal

Enmienda organica
Compost de estiércol

Enmienda
Vermicompost

organica

Compost de alperujo

DEFINICION

Producto de origen animal o
vegetal, o por tratamiento de
leonardita, lignito o turba, con un
contenido minimo en materia
orgdnica parcialmente humificada.

Producto higienizado y estabilizado,
obtenido mediante descomposicion
bioldgica aerdbica (incluyendo fase
termofilica), bajo  condiciones
controladas, de materiales
orgdanicos biodegradables del anexo
IV, recogidos separadamente.

Producto higienizado y estabilizado,
obtenido mediante descomposicion
bioldgica aerdbica (incluyendo fase
termofilica), exclusivamente de
hojas, hierba cortada y restos
vegetales o de poda, bajo
condiciones controladas.

Producto higienizado y estabilizado,
obtenido mediante descomposicidon
bioldgica aerdbica (incluyendo fase
termofilica), exclusivamente de
estiércol, bajo condiciones
controladas.

Producto estabilizado obtenido a
partir de materiales organicos, por

digestion con lombrices, bajo
condiciones controladas.

Producto obtenido por
descomposicidn bioldgica y

estabilizacidon de la materia organica

procedente del alperujo, bajo
condiciones que permitan un
desarrollo de temperaturas
termofilicas.

A N N YIRS < SRS KK

A N RS

L N N S VIR U N0 SRS

1 Introduccion

segun Anexo | del Real Decreto

REQUISITOS PARTICULARES

Materia organica total: 25%.

Extracto humico total (acidos humicos
+ acidos fulvicos): 5%.

Acidos hiimicos: 3%.

Humedad maxima: 40%.

Materia organica total: 35%.
Humedad maxima: 40%.

C/N < 20.

Las piedras y gravas eventualmente
presentes de didmetro superior a 5
mm, no superaran el 2%.

Las impurezas (metales, vidrios vy
plasticos) eventualmente presentes
de diametro superior a 2 mm, no
superaran el 1,5%.

El 90% de las particulas pasaran por la
malla de 25 mm.

Materia organica total: 40%.
Humedad maxima: 40%.

C/N < 15.

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

Materia organica total: 35%.
Humedad maxima: 40%.

C/N < 20.

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

Materia organica total: 30%.
Humedad maxima: 40%.

C/N < 20.

El 90% de las particulas pasaran por la
malla de 25 mm.

Materia organica total: 45%.
Humedad maxima: 40%.

Relacién C/N < 20.

Contenido maximo en polifenoles:
0,8%

No podra contener impurezas ni
inertes de ningun tipo tales como
piedras, gravas, metales, vidrios o
plasticos.
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1.2.1. Tipos de pilas de compostaje
Para obtener un compost de calidad es imprescindible facilitar el control y la

optimizacion de los diversos parametros operacionales durante el proceso de
compostaje. Por otra parte, gracias al empleo de los distintos sistemas de compostaje
se pretende acortar el tiempo que dura cada proceso, disminuir los requisitos de espacio
y energia, asi como la seguridad higiénica de la planta de tratamiento de residuos. Los

sistemas de compostaje se clasifican, en términos generales, en dos grandes grupos:

Sistemas abiertos: son los sistemas tradicionales de compostaje. Los sustratos a
compostar se disponen en montones o pilas que pueden estar en naves o al aire libre.
Para proporcionar las condiciones aerébicas que necesita el proceso se realizan volteos
mecanicos o ventilacion forzada de manera que el proceso tenga una correcta
oxigenacion. El sistema de compostaje abierto mds empleado suele ser en hileras con
volteos, los cuales se realizan para evitar la falta de oxigeno y para contrarrestar las altas
temperaturas que se pueden alcanzar en el interior de las pilas. Tras cada volteo, la
temperatura de la pila puede disminuir entre 5 y 10°C. Los volteos se repiten
periédicamente, puesto que la temperatura puede ascender a los pocos dias. En lo que
respecta a las pilas estaticas con aireacidén activa, la aportacién externa de aire se
produce cuando el termostato, al que se encuentra conectado el sistema de ventilacién,
alcanza una determinada temperatura. Un problema derivado de este proceso puede
ser la generacién de olores de las pilas, dicho problema puede mitigarse cubriendo estas
con cubiertas de diferentes materiales. En las pilas estaticas con aireacién pasiva se
produce el intercambio de gases mediante evaporacidn o difusién. Dicha evaporacién
pasiva se da gracias a procesos de conveccion natural, viéndose favorecido por la
estructura de la pila y la porosidad de la matriz. El proceso activo de degradacion puede
durar entre 4-6 semanas. La aireacion forzada, sin embargo, tiene la ventaja de permitir
el control del nivel de oxigeno, asi como de la humedad y de la temperatura. Ademas,
En ocasiones la aireacién forzada podria evitar los inconvenientes del volteo de las pilas
(Negro et al., 2000).

Sistemas cerrados: o compostaje en cdmara cerrada. El intenso control de los
parametros operacionales permite la reduccion del tiempo de compostaje, de los olores
producidos durante el proceso de una forma adecuada y de la superficie empleada para
dicho fin. La fase inicial se realiza en reactores que pueden ser horizontales o verticales,
mientras que la fase final de maduracién se hace en naves abiertas o al aire libre. Este
tipo de sistemas también son conocidos como sistemas industrializados ya que son los
empleados principalmente tanto por entidades publicas o privadas. Normalmente son
utilizados para compostar residuos en las proximidades de ciudades de tamafio medio

o grande. A pesar de los elevados costes de instalacion, presentan la ventaja de ser mas
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rapidos y por tanto requerir menos espacio que los sistemas abiertos (Negro et al.,
2000).

1.2.2. Fases del proceso de compostaje

A lo largo del proceso de compostaje se pueden distinguir dos etapas globales que se
diferencian en los niveles de actividad microbiana y sustratos disponibles: en primer
lugar, la etapa bioxidativa, en la que existe una elevada disponibilidad de nutrientes vy,
por tanto, se detecta un crecimiento activo de los microorganismos, lo que conduce a la
elevacién de la temperatura interna de los materiales. A continuacién, una segunda
etapa de maduracidén o estabilizacidn, en la que los nutrientes estan mas limitados y los
microorganismos muestran niveles de actividad mas bajos, por lo que la temperatura
practicamente no varia con respecto a la ambiental. Es en esta etapa donde se forman
las sustancias humicas y el compost adquiere las propiedades que lo caracterizan
(Moreno y Mormeneo, 2008).

Durante el compostaje, en presencia de oxigeno, los microorganismos
quimiheterdtrofos utilizan como fuente de carbono y energia los sutratos orgdnicos, que
convergen en el ciclo de Krebs a través de distintas rutas metabdlicas. Parte de la energia
generada se disipa en forma de calor. Un acaracteristica del proceso de compostaje es
el aumento de temperatura tan acusado debido a que la energia generada se disipa peor
gue en los liquidos y a la elevada concentracidon de nutrientes. Asi, para que el calor
producido tenga cierto impacto en el proceso, los sustratos deben estar dispuestos de
tal forma que impidan su disipacidn. Por esta razén, es imprescindible desarrollar el
proceso con un minimo de material apilado, y no excediendo alturas superiores a dos
metros. En estas condiciones, parte del calor queda atrapado en el material y se produce
un efecto de retroalimentacion (Guo et al., 2012). Atendiendo a la temperatura y a la
actividad microbiana que se genera durante el proceso de compostaje podemos
diferenciar cuatro fases térmicas: Fase Meséfila, Fase Termdfila, Fase de Enfriamiento y
Fase de Maduracién (Insam et al., 1996; Boulter et al., 2000). Las dos primeras fases, e
incluso el inicio de la fase de enfriamiento, se incluyen en la etapa bioxidativa, y durante
las mismas la actividad microbiana es intensa. Estas fases se repiten de forma recurrente
cuando se efectla un proceso de compostaje mediante pilas volteadas, de modo que,
en cada volteo, se introduce material no biodegradado en el interior de la pila y se
reactiva el proceso. En la Figura 4 se muestra la evolucidn del proceso de compostaje
segun las diferentes fases térmicas indicadas previamente. Se muestra en esta misma
figura, el perfil térmico tipico que se obtendria en pilas volteadas (linea naranja
punteada), asi como la evolucién de parametros como el pH, la relacién C/N, y las

poblaciones microbianas predominantes en cada fase.
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Figura 4. Evolucion del proceso de compostaje (Moreno y Mormeneo, 2008).

A continuacidn, se describen de forma detallada las caracteristicas que definen cada

una de las fases térmicas del proceso de compostaje:

1. Fase mesdfila (T2 < 45°C): el proceso se inicia a temperatura ambiente, con una
inmediata degradacion microbiolégica de la materia orgdnica, gracias a la actuaciéon de
bacterias y hongos mesdfilos y termotolerantes, que metabolizan y mineralizan los
compuestos orgdnicos carbonados simples (azucares y aminoacidos). La intensa
actividad metabdlica de estos microorganismos ocasiona una disminucion del pH,
debido a la formacidn de acidos orgdnicos, lo que favorece la aparicion de hongos
mesofilos mas tolerantes a las variaciones del pH y humedad (Tuomela et al., 2000). Al
final de esta primera etapa, de corta duracion, llega a incrementarse la temperatura
hasta valores que alcanzan los 45-50°C, lo que supone el transito a la fase termdfila del
proceso (Domsch et al., 1993).
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2. Fase termdfila (T2 > 45°C): el aumento de la temperatura sufrido en la anterior
fase permite a los microorganismos comenzar a metabolizar proteinas, incrementando
la liberacién de amoniaco con la consiguiente alcalinizacidon del medio (Thambirajah et
al., 1995). Ademas, se ha comprobado que, junto a sustancias de facil degradacion, en
esta fase se metaboliza la fraccién mas accesible de la lignocelulosa (Tuomela et al.,
2000). Toda esta liberacién de compuestos monomeéricos simples permite que hongos,
bacterias y actinomicetos termdfilos dispongan de una fuente de nutrientes
nuevamente disponible para proliferar y tener una intensa actividad metabdlica. La
temperatura continla ascendiendo hasta, aproximadamente, 65-70°C. A esta
temperatura, lignina y celulosa son débilmente degradadas, mientras que ceras,
proteinas y hemicelulosas, continian descomponiéndose rdpidamente. A causa del
calor generado en esta etapa, junto con la existencia de microorganismos
termotolerantes productores de compuestos con actividad antimicrobiana, se produce
la destruccion de gérmenes patégenos, parasitos y larvas de insectos presentes en los
residuos compostados (Moreno, 2005). Segun la EPA (2003) es necesario que la pila de
compostaje alcance una temperatura minima de 55°C, al menos durante tres dias, para

asegurar la correcta higienizacion de los materiales.

3. Fase de enfriamiento: la actividad microbiana es menor en esta etapa, debido a
gue la fuente de carbono disponible comienza a ser un factor limitante y a que, después
de las altas temperaturas alcanzadas en la fase termofila, la poblacidon microbiana
disminuye en numero y diversidad. Vuelven a crecer entonces microorganismos
mesofilos, mayoritariamente hongos cuyas esporas permanecian en la pila o bien otras
que recolonizan las pilas desde el exterior (Fogarty y Tuovinen, 1991). En esta etapa, los
sustratos facilmente asimilables han sido metabolizados y solo queda la parte de
materia organica quimicamente mas compleja, la cual es degradada por actinomicetos
y hongos. Durante esta fase de enfriamiento, se voltean y mezclan los materiales de Ia
pila, produciéndose nuevos ciclos termofilos tantas veces como sea necesario, hasta
conseguir la degradaciéon total de los materiales poco descompuestos. Cuando la
temperatura no se incrementa por encima del valor ambiental, se considera entonces
finalizada la fase bioxidativa del proceso. En esta fase, el pH practicamente permanece

invariable.

4. Fase de maduracion: se caracteriza por una menor actividad microbiana
respecto a las fases anteriores, pero no ausente y, a ella contribuye la presencia de
protozoos, nematodos y miridpodos. Durante esta etapa, se producen una gran cantidad
de reacciones de condensacién y polimerizacién molecular que conducen a la formacién
de compuestos muy estables y no biodegradables, denominados complejos lignina-

humus. Esta fase puede durar varios meses, durante los cuales la biodegradacion de
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moléculas recalcitrantes, o poco biodegradables, se produce de forma muy lenta,
mientras que la materia organica parcialmente degradada se restructura para dar lugar

a la formacion de sustancias humicas (Garcia et al., 1990)

1.2.3. Parametros de control al inicio del proceso

Para que el producto obtenido durante el proceso de compostaje reuna las
propiedades estipuladas en el Real Decreto 999/2017, de 24 de noviembre, se deben
controlar ciertos pardmetros fisico-quimicos que aluden fundamentalmente a la fase de
acondicionamiento previo de los materiales de partida, y suelen considerarse como
pardmetros relativos a la naturaleza del sustrato. Estos deben ser adecuados
fundamentalmente al inicio del proceso (Madejon et al.,, 2001). Entre ellos se
encuentran aquellos relacionados con el tamafio de particula, la humedad, la relacion

C/N, el contenido en materia organica o el pH.

En la Tabla 3 se indican algunos de los parametros relativos al acondicionamiento de
los materiales, asi como los rangos considerados como éptimos al inicio del proceso de

compostaje.

Tabla 3. Control de los parametros fisico-quimicos en las materias primas a compostar.

PARAMETRO RANGO RAZONABLE RANGO PREFERIDO
Relacion C/N 20-40 25-30
Contenido de Humedad 40-65% 50-60%
Tamanio de particula (cm) 1-3cm Variable*
pH 5,5-9,0 6,5-8,0

*Depende del material a utilizar

1.2.3.1. Tamaio de particula

Una de las variables mas importantes al inicio del proceso de compostaje es el
tamafio de particula relativo a las materias primas empleadas. Las dimensiones
consideradas Optimas son distintas segun los criterios de distintos autores, variando
entre 1y 5 cm. Esto implica una mayor superficie expuesta, lo que facilita una completa
transformaciéon de ésta y mayor rapidez del proceso (Bueno et al.,, 2008). Una
disminucion del tamafio indicado anteriormente puede provocar problemas en la
transferencia de oxigeno y, por tanto, una reduccién en la velocidad de degradacion de
los residuos a compostar (Haug, 1993)
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1.2.3.2. Porosidad

Se define como el espacio libre entre las particulas sélidas y estd estrechamente
relacionado con el tamafio de particula. Es un factor muy importante al inicio del
proceso ya que los poros proveen al sistema de conductos a través de los cuales se
transportan los nutrientes, imprescindibles para el crecimiento de los microorganismos
y, ademds, sirven como almacén de humedad (Haug, 1993). Cuando se trabaja con un
material poco poroso como los purines es necesario mezclarlos con materiales que
confieran una estructura apropiada para la aireacidn y la capacidad de retencion hidrica,
y que ademas seran preferentemente inertes, desde el punto de vista quimico (Costa et
al., 1991).

1.2.3.3. El espacio de aire libre

Este pardmetro se define como el porcentaje de poros ocupados por la fase gaseosa.
La eficacia y la rapidez del proceso dependen de las limitaciones por falta de oxigeno o
en la transferencia de oxigeno a la fase liquida. El espacio de aire libre y la porosidad
pueden controlarse adicionando materiales que reducen la densidad de los materiales,
incrementando ambos factores. Este tipo de materiales son denominados agentes

estructurantes (Tseng et al., 1995).

El espacio de aire libre tiene en cuenta la estructura fisica de los residuos y relaciona
el contenido de humedad, porosidad, densidad aparente y densidad real. El valor ideal
Optimo fue calculado por Jeris y Regan (1973), y oscila entre 30-50%,

independientemente de la naturaleza del residuo.
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1.2.4. Parametros bdsicos de control del proceso

Parametros que deben ser medidos y monitorizados a lo largo de todo el proceso y
que deben ser corregidos en caso de ser necesario (Bueno et al., 2008). Muchos de ellos,
son considerados también de enorme importancia en la fase de acondicionamiento de
los materiales, mencionada previamente. Entre los pardmetros de control mas
relevantes se encuentran la temperatura, la humedad, el pH y la aireacién, aunque otros
parametros fisico-quimicos como son la relacion C/N, materia orgéanica y conductividad,
aportan informacién muy valiosa para decidir si el proceso evoluciona de forma
adecuada (Figura 5). Otros indicadores enzimdticos o microbiolégicos pueden ser utiles
a la hora de controlar el proceso de compostaje y prever la idoneidad del producto final.
Todos ellos serdn descritos en apartados posteriores.

Microorganismos

Residuos organicos + O, === CO, + H,0 + Calor + Compost

r \ €0,, H,0, calor, etc. ’
X ¥ ¢ X : r\
. comMPOST /

Temperatura 1 TIEMPO (DlAS) 1

= .| 000000000

N
Relacion C/N 0% ||  PROCESO ) 100%
!

pH

N
MATERIA ORGANICA )

Factores del proceso:

N RN K

Figura 5. Parametros de control del proceso de compostaje.

1.2.4.1. Temperatura

La temperatura es uno de los pardmetros mas importantes de control durante el
proceso de compostaje, ya que para obtener un producto que cumpla con los
estandares de calidad, el perfil térmico del proceso debe evolucionar de forma
adecuada. Las variaciones térmicas observadas en el interior de las pilas de compostaje
estan directamente relacionadas con la actividad microbiana (Liang et al., 2003;
Miyatake et al., 2006), la cual dirige el proceso de compostaje generando energia que
se transforma en calor (Diaz y Savage, 2007). Asi, la temperatura en la pila de
compostaje asciende hasta valores que pueden alcanzar los 70-80°C. Dicho ascenso se
produce de forma mas o menos rdpida, dependiendo de la naturaleza del material
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compostado y del sistema de compostaje aplicado. Ademas, las altas temperaturas
alcanzadas en las pilas son imprescindibles para la eliminacién de microorganismos
patégenos, parasitos y semillas de malas hierbas, los cuales suelen ser inactivados en el
rango de temperatura de 35 a 55°C (Sztern y Pravia, 2002). Algunos de los patégenos
mas comunes que se pueden encontrar en una pila de compostaje, y que podrian afectar

a la salud en humanos se muestran en la Tabla 4.

Es importante tener en cuenta que la temperatura éptima de cada proceso va a
depender, principalmente, del tipo de materia prima que se utilice. De manera que va a
depender de la maxima tasa de produccién de diéxido de carbono, que esta relacionada
con la velocidad de degradacién de la materia organica y, por tanto, con el consumo de
oxigeno en funcién del metabolismo microbiano. De ahi surge la importancia del control

de la temperatura durante la fase bioxidativa del proceso.

Tabla 4. Microorganismos patogenos y temperaturas de inactivacion (Jones y Martin,

2003).
MICROORGANISMOS TEMPERATURA TIEMPO DE EXPOSICION
55°C 1 hora
/ Il
Salmonella 65°C 15 minutos
Escherichia coli >>°C ! h.ora
65°C 15 minutos
Brucella abertus >5°C 1 hora
65°C 3 minutos
Parvovirus bovino 55°C 1 hora
Huevos de Ascaris lumbricoides 55°C 3 dias

1.2.4.2. Humedad

Al contrario de lo que ocurre con la temperatura, es complicado dar un valor estadndar
para este parametro ya que muestra una gran dependencia con respecto a las
propiedades del material compostado (tamafio de particula, composicién, capacidad de
retencion de agua, etc.) y a las condiciones operacionales aplicadas en cada caso
(aireacidn forzada, tipo de pila, etc.). Al igual que ocurre con la temperatura, el grado
Optimo de humedad va a depender del tipo de materia prima empleada, generalmente
oscila entre el 50 y 60% (Bueno et al., 2008). No obstante, niveles en torno al 60% se
reconocen como adecuados para la mayoria de los procesos. Los problemas asociados
al contenido incorrecto de humedad incluyen ralentizacién e incluso inhibicion de la
actividad microbiana debido a bajos niveles de humedad, o condiciones de anaerobiosis

cuando la humedad es excesiva.
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1.2.4.3. Aireacion

El compostaje es un proceso aerobio, lo cual implica que es necesaria la aireacion
correcta de los materiales para que ocurra el crecimiento O6ptimo de los
microorganismos responsables del proceso (Moreno y Mormeneo, 2008). Las pilas de
compostaje presentan porcentajes variables de oxigeno, en funcién de la compactacién
de los materiales y del contenido en humedad de las pilas. La parte externa contiene la
misma cantidad de oxigeno que el aire (18-20%) mientras que, a mayor profundidad,
éste disminuye en beneficio del diéxido de carbono (Ekinci et al., 2004). Cuando la
concentracion de oxigeno es inferior al 15%, la proporcidon de microorganismos aerobios
disminuye a favor de los microorganismos anaerobios, ocasionando retardo en la
descomposicion de materia organicay, con ello, la produccién de malos olores (metano,
sulfuro de hidrégeno, etc.) (Bidlingmaier, 1996). Al contrario, un exceso de ventilacién
provocaria el enfriamiento de la masa y una alta desecacion, lo cual se veria reflejado

en la reduccion de la actividad metabdlica microbiana (Zhu, 2006; Bueno et al., 2008).

1.2.4.4. Materia Orgdnica

Durante el proceso de compostaje se produce la mineralizacion de la materia
organica gracias a la actividad microbiana, con la consiguiente pérdida de carbono. Dicha
perdida, que transcurre en dos etapas, puede suponer un 20% del peso del material
compostado. Algunos de los compuestos que forman la materia organica sirven a los
microorganismos para formar tejidos nuevos y otros se transforman en CO; y H;0. La
primera etapa se caracteriza por la rapida disminucion de los carbohidratos. Las cadenas
carbonadas mas cortas pueden transformarse en compuestos mas simples o, por el
contrario, pueden reagruparse y formar moléculas mas complejas, las cuales pueden ser
metabolizadas por los microorganismos para dar COz y H,0 como productos finales,
ademas de biomasa celular, o compuestos himicos. Tras el consumo de los compuestos
Iabiles, otros materiales mas resistentes comienzan a degradarse lentamente en etapas
posteriores, constituyendo el nucleo de los compuestos humicos junto a productos de
degradacion de la etapa anterior (Tomati et al., 2000; Castaldi et al., 2005). Los nuevos
compuestos formados durante la degradacion de la materia organica poseen

propiedades fisico-quimicas diferentes a los materiales de partida (Haug, 1993).

1.2.4.5. Ratio C/N

La concentracién de carbono y de nitrégeno en la relacion C/N resulta determinante
a la hora de establecer la velocidad con la que tiene lugar el proceso de

biotransformacion, asi como el potencial de pérdida de amonio. Una correcta relacion
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C/N al inicio del proceso se situa en el margen comprendido entre 25 y 30 (Zhang et al.,
2020). Valores excesivamente bajos propician pérdidas de nitrégeno en forma de
amoniaco mientras que los anormalmente altos provocan que el proceso transcurra de
forma mas lenta de lo deseado (Gao et al.,, 2010, Guo et al., 2012). Ademas de su
importancia inicial, la ratio C/N también informa sobre la correcta evolucion del proceso
(Figura 6), ya que la accién microbiana a lo largo de éste tiende a provocar la pérdida de
carbono en forma de CO; vy, por tanto, a propiciar la caida de la relacién (Vergara y Silver,
2019).

Los microorganismos utilizan 2/3 de C para la obtencion de energia (respiracién) y
combinan 1/3 de éste con N para la formacién de nuevas células. La actividad bioldgica
se reduce si el material contiene mucho mas C que N. Cuando ocurre lo contrario, el
nitrogeno es eliminado en forma de amoniaco, lo que podria ademas derivar en olores

desagradables, asi como en productos finales pobres en nitrégeno.
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Figura 6. Evolucion caracteristica de la relacion C/N durante el proceso de compostaje
(adaptado de Bazrafshan et al., 2016)

1.2.4.6. pH

El pH evoluciona a lo largo del proceso de compostaje en paralelo a la biodegradacion
de las distintas fracciones de la materia orgdnica, de forma que el protagonismo
alcanzado por diferentes grupos microbianos dependera, en parte, de la mayor o menor
tolerancia de estos a los valores de pH alcanzados en cada fase del proceso. En este
sentido, las bacterias requieren valores entre 6 y 7,5 mientras que los hongos se
desarrollan mejor a valores de pH entre 5 y 8. Estos valores coinciden con el rango de
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pH que se alcanza a lo largo del proceso, lo que permite la existencia de grupos
microbianos muy diversos (Bueno et al., 2008).

1.2.4.7. Conductividad eléctrica

Otro de los pardmetros que debe tenerse en cuenta como pardmetro basico de
control es la conductividad eléctrica. Esta, refleja el contenido en sales, el cual depende,
en parte, del estado de mineralizaciéon de la materia orgdnica, y por tanto tiende a
incrementarse durante el proceso de compostaje. En algunos casos se han detectado
descensos debido a fendémenos de lixiviacidon provocados por una humectacion excesiva
de la misma, lo que puede provocar contaminacién ambiental y fitotoxicidad. Este
pardmetro también puede afectar de manera considerable a la inhibicion de la
microbiota presente en los materiales que se estan compostando (Bueno et al., 2008;

Komilis y Tziouvaras, 2009).

1.2.5. Parametros de seqguimiento relativos a estabilidad y madurez
1.2.5.1. Fracciones lignoceluldsicas

La lignocelulosa es el componente principal de los residuos vegetales. Esta
constituida por tres macromoléculas principales: celulosa, hemicelulosa y lignina.
Aunque los tres polimeros tienen entidad propia, la asociacidn que existe entre ellos es
tan elevada que, en la practica, se puede considerar la existencia de una matriz compleja
en la que se entrecruzan redes polisacaridicas de holocelulosa (hemicelulosa y celulosa)
y lignina. Esta estrecha unién se debe a que la lignina es capaz de actuar como un factor
de proteccidn para las otras fracciones. En concreto, existe una fuerte interaccién entre
lignina y hemicelulosa, favorecida por la presencia de compuestos fendlicos (Malherbe
y Cloete, 2002). Esta asociacion intrincada dificulta el acceso a las enzimas implicadas en

el proceso de biodegradacion (Barrington et al., 2002).

Es evidente el interés que despierta la biotransformacién de las fracciones mas
recalcitrantes durante el proceso de compostaje de residuos organicos. Sin embargo,
dada la gran diversidad de materiales que se pueden compostar y su composicion en
relacion con el contenido lignocelulésico, no es sorprendente que la bibliografia ofrezca
datos tan heterogéneos e incluso contradictorios, relacionados con la tasa de
degradacion de las fracciones lignoceluldsicas, asi como respecto a las etapas del
proceso que mejor reflejan la biotransformacién de las mismas (Francou et al., 2008).
Se han desarrollado diferentes indices que permiten una mejor interpretacion del

proceso de biotransformacién. Este es el caso del indice Lignina/Holocelulosa, que
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implica la previa determinacion de las concentraciones de lignina, celulosa y
hemicelulosa y que, segun afirman algunos autores, permite una observacion mas

precisa de la transformacién de la biomasa vegetal (Francou et al., 2008).

1.2.5.2. Indicadores de Humificacion

Las sustancias humicas son muy importantes en el suelo ya que favorecen la
retencion de nutrientes vegetales en formas disponibles gracias a procesos de
intercambio catidnico; intervienen en el transporte de metales hacia las raices
vegetales; participan en la formaciéon y mantenimiento de la estructura del suelo;
permiten la liberacién lenta de nitrégeno, azufre, fésforo y algunos elementos traza;
generan un efecto estimulante sobre el crecimiento vegetal y pueden inmovilizar
sustancias nocivas, como es el caso de algunos pesticidas presentes en el suelo (Hayes
et al., 1988). De hecho, cuando se afiade al suelo carbono organico no humificado, éste
es convertido finalmente en sustancias humicas y energia, hecho que repercute
positivamente sobre la microbiota y microfauna del entorno (Schnitzer, 1978; Suarez-
Estrella et al., 2008 a, b).

La madurez del compost ha sido reconocida como uno de los problemas mas
importantes relacionados con su aplicacion agrondmica, ya que la aplicacidon de un
compost inmaduro a los suelos de cultivo puede ocasionar un fracaso en el rendimiento
final de los mismos. En este sentido, la determinacién correcta del grado de madurez de
la materia organica (estabilidad bioldgica y humificacién) supone hoy dia un problema
en el control del proceso. Se han propuesto diversos métodos fisicos, quimicos y
bioldgicos pero no son del todo satisfactorios, teniendo en cuenta la diversidad de
compost existentes en funcién de las materias primas constituyentes (Chikae et al.,
2006). Por tanto, es recomendable la aplicacion combinada de determinados
parametros indicadores de humificacidon. De forma tradicional, el contenido de Carbono
Extraible Total (Extracto HUumico total), la concentracion de acidos fulvicos, acidos
humicos o incluso la suma de ambos, se han considerado parametros suficientes a la
hora de determinar el grado de humificacién de un material. El principal problema reside
en la complejidad de las sustancias tipo-humico asi como en la heterogeneidad de las
materias primas de naturaleza organica ya que se puede sobreestimar el contenido de
sustancias humicas de estos, sobre todo en fases iniciales, ya que parte de los materiales
no humificados interfieren con el fraccionamiento de sustancias humicas (Ciavatta et al.,
1990).

En funcion del tipo de materiales, puede ser conveniente considerar uno u otro

indicador de humificacién. Algunos de los indices mas utilizados son los denominados
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como Grado de Humificacidn, Proporcién de Humificacidon o Proporcidn de sustancias
no humificadas, entre otros (Sequi et al., 1986; Ciavatta et al., 1988). Por otro lado, los
trabajos de Roletto et al. (1985) e Iglesias-Jiménez y Pérez-Garcia (1992) también
aportan diversos indicadores interesantes para medir el grado de humificacion, entre
ellos, la relacion humicos / fulvicos, el porcentaje de acidos himicos o el indice de

humificacion.

Los acidos humicos (Can) y fulvicos (Car) representan el contenido de sustancias
humicas en un compost maduro. Hay diferencias muy importantes entre ellos. Los
acidos humicos son moléculas de mayor peso molecular, relacionadas con la fertilidad
del suelo y el rendimiento del cultivo, y suponen un aporte importante de C, N, P, Ky S
al suelo. Los Can se encuentran en mayor concentracion en el compost maduro, mientras
que los Car, con un peso molecular menor que los Cay, muestran una mayor
concentraciéon en los compost ain inmaduros (Mindari et al., 2014; Zhang et al., 2017).
Ambas fracciones se caracterizan por su alto nivel de oxidacién (Li et al., 2017). Por lo
tanto, para conocer el grado de polimerizacion en materiales humificados, es muy util
calcular la relacion Can/Car. Segln Iglesias-Jiménez et al. (2008), los valores de Can/Car
superiores a 1 indican que se esta produciendo un proceso de humificacién adecuado,
de forma que se puede considerar que un compost esta madura cuando los valores de
Can/Car son superiores a 1,6. Por otra parte, la tasa de humificacién (HR) se considera un
indicador importante de la formacién de sustancias humicas durante el compostaje, ya
gue se puede establecer con precision si la humificacidn se esta llevado a cabo con éxito.
Se considerando que el valor minimo de HR de un compost maduro debe ser de 7
(Roletto et al., 1985; Tittarelli et al., 2002).

1.2.5.3. Parametros de nitrificacion

Durante el compostaje, el nitrégeno se distribuye entre distintas fracciones
insolubles y solubles. Esta ultima comprende una mezcla de amonio, NO;, NOs,
aminodcidos y péptidos. Durante el proceso de compostaje, los microorganismos
proteoliticos y amonificantes prevalecen durante las etapas iniciales, dando lugar a la
liberacion de amonio y proteinas solubles, mientras que los nitrificantes suelen

predominar durante la fase de maduraciéon (Guardia et al., 2010).

De acuerdo con Sanchez-Monedero et al. (2001) el nivel de N-NH4* puede usarse,
junto con otros parametros, como un indicador de estabilidad del compost. Asi,
deberian detectarse bajas concentraciones de N-NHs" en muestras de compost

consideradas como completamente maduras. En lo que se refiere al N-NOs’, durante el
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proceso de compostaje se va incrementando con respecto a los valores detectados en
las materias primas (Tognetti et al., 2007).

En los ultimos afos, se han estudiado muchos parametros fisico-quimicos y
bioquimicos asociados al proceso de compostaje. Este estudio ha tratado
principalmente de combinar diferentes criterios para establecer indicadores adecuados
de madurez y estabilidad para el producto final. Uno de estos criterios se basa en el
calculo de la relacion N-NHs*/ N-NOs’, también denominada como indice de nitrificacion
(Onwosi et al., 2017). Dicho indice debe ser lo mas bajo posible al final del proceso de
compostaje. El valor de indice de nitrificacion se usa generalmente para clasificar los
compost como completamente maduro (indice de nitrificacion de 0,5); maduro (entre
0,5y 3,0) einmaduro (por encima de 3,0). Sin embargo, de acuerdo con las otros autores
(Bernal et al., 1998), la relacion N-NH4*/ N-NOs™ debe ser inferior a 0,16 para considerar

que un compost estd completamente maduro.

1.2.5.4. Pérdidas de nitrégeno

El nitrégeno es uno de los nutrientes mas importantes que controlan la produccién
primaria neta en los ecosistemas (Jones et al., 2004). Por tanto, es légico pensar que las
poblaciones microbianas presentes en las pilas de compostaje dependen en gran
medida de la relacidon C/N disponible (Sepehriy Sarrafzadeh, 2018). Por otra parte, hay
gue tener en cuenta que la transformacion de las fracciones de nitrégeno durante el
compostaje es muy compleja, lo que sumado al manejo inadecuado del proceso, podria
iracompanado de pérdidas significativas de nitrogeno (Bao et al., 2008; Zhu et al., 2019).
Tales pérdidas pueden producirse debido a la volatilizacién del amoniaco o a fenémenos
de lixiviacidn (Zhang et al., 2016). De acuerdo con Sanchez-Monedero et al. (2001) el
porcentaje de pérdida de nitrégeno depende de la composicidn inicial de la materia
prima utilizada. Las pérdidas de N podrian reducir el valor de nutrientes del compost
final y también causar problemas de contaminacién atmosférica (Zhangy Sun, 2015). La
mayor parte del N generalmente se pierde por la volatilizacién del NH3 cuando el pH'y
las temperaturas son elevados, lo que ocurre particularmente durante la fase termdfila

del proceso de compostaje.

1.2.6. Indicadores microbianos de especial relevancia durante el proceso de
compostaje
1.2.6.1. Microbiota asociada al proceso de compostaje
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Durante el compostaje, los microorganismos llevan a cabo la descomposicion
bioldgica de la materia organica (Wang et al., 2016; Zhou et al., 2017), lo que da como
resultado un producto estable y humificado. A lo largo del proceso, la diversidad
microbiana (bacterias, actinobacterias, levaduras y hongos) varia en funcién de la
sucesion de distintas fases térmicas. Este fendmeno esta directamente influenciado por
una amplia variedad de factores fisicoquimicos, como la humedad, el pH, la
conductividad eléctrica, la disponibilidad de nutrientes o el consumo de oxigeno (Wang
et al.,, 2015). Ademads, las materias primas y los acondicionadores utilizados para la
constitucidén inicial de las pilas también influyen de forma significativa en la evolucién
de la biodiversidad a lo largo del proceso (Tiquia, 2005; Partanen et al., 2010; Jurado et
al., 2020). Existen, en este sentido, claras evidencias de que la transformacion adecuada
de la materia orgdnica y la calidad del compost final dependen en gran medida de la
composicion cualitativa y cuantitativa de los microorganismos asociados a los materiales

compostados (Pepe et al., 2013).

Es dificil generalizar en cuanto al nimero total de microorganismos que se pueden
encontrar durante el compostaje, asi como a la diversidad de especies identificadas, ya
que cada proceso de compostaje podria considerarse Unico (Estrella-Gonzalez et al.,
2020). No obstante, se estima que la biomasa bacteriana pueda estar en torno a 10° -
1013 células / g de peso fresco durante la fase mesoéfila y de 108 - 10%2 células / g durante
la fase termdfila (Ryckeboer et al., 2003). La estructura y diversidad de la comunidad
microbiana del compostaje cambia para adaptarse a los cambios ambientales que
ocurren durante el mismo, tales como incremento de la temperatura, evaporacion del
agua, y condiciones limitantes de oxigeno. En términos generales, se puede considerar
que al inicio del proceso predomina la actividad de bacterias mesdfilas y
termotolerantes, que utilizan sustancias carbonadas solubles y de facil degradacién
(azucares y aminodcidos), ocasionando una disminucién del pH, como consecuencia de
la produccién de acidos organicos. La actividad metabdlica de estos grupos microbianos
en esta fase da lugar a un aumento de la temperatura de la pila, dando paso a la etapa
termofila, en la que bacterias Gram positivas, tales como Bacillus spp. y Actinobacterias,
llegan a ser dominantes (Partanen et al., 2010). Durante la transicién entre fase mesdfila
y termdfila también aparecen hongos, pero con un menor peso especifico en el
desarrollo del proceso, como consecuencia de su menor tolerancia a las elevadas
temperaturas que se alcanzan (Peters et al., 2000). Al final del proceso, durante las
etapas de enfriamiento y maduracidn, aparecen en mayor cantidad los hongos que han
sido capaces de persistir gracias a la produccion de estructuras de resistencia, o bien
aquellos que han colonizado las pilas desde el exterior, aprovechando la bajada de
temperatura. En las Tablas 5 y 6 se enumeran los géneros procariotas y eucariotas

tradicionalmente detectados en procesos de compostaje.
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A continuacidn, se describe de forma detallada aquellos grupos microbianos de

mayor relevancia en funcion de las fases térmicas del proceso de compostaje:

o Fase mesdfila (T2 < 45 °C): al inicio del proceso, los residuos se encuentran a
temperatura ambiente y con un pH ligeramente acido, por lo que cobrardn especial
protagonismo los microorganismos mesodfilos y termotolerantes (Riddech et al., 2002).
El tiempo medio de generacién de las bacterias es mucho mds corto que el de hongos y
actinobacterias, lo que les proporciona una ventaja competitiva. Como resultado, el
numero de bacterias es normalmente mas alto, siendo éstas responsables de la mayor
parte de la descomposicidn inicial y la generacién de calor en las pilas, siempre que se
cubran las necesidades basicas de crecimiento. Las bacterias descritas en esta fase
pertenecen a diferentes familias, entre las que destacan, Alcaligenaceae,
Alteromonadaceae, Bacillaceae, Burkholderiaceae, Bradyrhizobiaceae,
Caryophanaceae, Caulobacteraceae, Cellulomonadaceae, Clostridiaceae,
Comamonadaceae, Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae,
Flexibacteraceae, Hyphomicrobiaceae, Intrasporangiaceae, Methylobacteriaceae o
Microbacteriaceae. Uno de los géneros bacterianos predominantes en esta etapa es
Bacillus. La diversidad de especies de este género es alta a temperaturas de hasta 50 °C,
dando paso a las formas tipicas de resistencia bacteriana (endosporas), las cuales
sobreviven gracias al mantenimiento de un metabolismo basal. Por otro lado, una alta
diversidad de especies fungicas pueden detectarse en el rango de temperaturas
mesofilas (Hansgate et al., 2005), predominando los géneros Aspergillus y Penicillium,
seguidos de Trichoderma, Mucor, Rhizopus, Cladosporium, Backusella, Ulocladium,
Acremonium, Fusarium, Scopulariopsis y Geotrichum. Por su parte, las actinobacterias
(bacterias filamentosas) se desarrollan a tasas de crecimiento inferiores a la mayoria de
bacterias y hongos, y por tanto compiten ineficientemente cuando el nivel de nutrientes
es alto (Hoitink y Boehm, 1999). En esta fase predominan géneros pertenecientes a la

familia Nocardiaceae.
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o Fase termofila (T2 > 45 °C): al inicio de esta fase, debido a que las sustancias
facilmente degradables se agotan, se observa un predominio del grupo de las
actinobacterias, que junto con algunas especies de Bacillus comienzan a metabolizar
proteinas, incrementandose la liberacidn de amoniaco con la consiguiente alcalinizacién
del medio (Tuomela et al., 2000). El incremento de la temperatura provoca una
aceleracién de la degradacién, asociada a la rapida transicion de la microbiota mesdfila
a termdfila. En general, la diversidad de especies bacterianas disminuye
significativamente durante esta fase (Hansgate et al., 2005). Asi, las bacterias
pertenecientes al género Bacillus, muy activas en la fase anterior, sélo sobreviven
formando endosporas que, posteriormente, les permitirdn “reactivarse” cuando las
condiciones ambientales sean éptimas (Beffa et al., 1996; Ryckeboer et al., 2003). Por
tanto, a temperaturas superiores a 60 °C, el proceso de degradacién es llevado a cabo
principalmente por bacterias termdfilas que no forman esporas, como es el caso de
Hydrogenobacter spp. y Thermus spp., que son las descomponedoras dominantes a
temperaturas superiores a 70°C, llegando a encontrarse incluso a temperaturas de hasta
82°C (Blanc et al., 1999). Los hongos también disminuyen en nimero y diversidad
durante esta etapa, ya que el rango de termofilia en este caso es generalmente menor,
siendo su temperatura 6ptima de 40 a 55°C, con un maximo de 60 a 62°C. Si la
temperatura supera dicho valor, los hongos mueren o permanecen transitoriamente
inactivos en forma de esporas (Beffa et al, 1996; Ryckeboer et al., 2003; Van Gestel et
al., 2003). Es dificil encontrar levaduras durante esta fase, pero cuando la temperatura
desciende hasta los 50-55°C, pueden observarse de nuevo en el proceso (Choi y Park,
1998; Ryckeboer et al., 2003). Algo diferente ocurre con las actinobacterias terméfilas o
termotolerantes, ya que este grupo microbiano soporta mejor que los hongos las
temperaturas altas. El predominio de las actinobacterias se ve ademas favorecido por la
disminucion de la humedad y el aumento del pH durante esta fase. Son, ademas,
responsables del olor caracteristico a tierra mojada tipico del compost, debido a la
produccién de geosmina, un sesquiterpenoide. Las actinobacterias compiten con otros
microorganismos por los nutrientes, ademads de inhibir el crecimiento de otras especies
mediante la produccion de antibidticos, enzimas liticas o incluso por parasitismo (Trillas-
Gay et al., 2014). Este grupo microbiano juega un papel fundamental en el proceso de
compostaje al degradar polimeros naturales y colonizar la materia orgdnica después de
que las bacterias y los hongos hayan consumido las fracciones facilmente degradables.
Los sistemas enzimaticos que presentan les permiten degradar materiales de dificil
metabolizacién, ademas de compuestos de caracter xenobidtico (Steger et al., 2007;
Huang et al., 2010; Kawai, 2010). Las actinobacterias mas comunes aisladas durante el

proceso de compostaje pertenecen a la familia Streptomycetaceae.
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o Fase de enfriamiento: la actividad microbiana es menor durante esta etapa,
debido a que la fuente de carbono directamente disponible comienza a ser un factor
limitante y a que, después de las altas temperaturas alcanzadas en la fase termdfila, la
poblacién microbiana disminuye en numero y diversidad. En esta fase, vuelven a
desarrollarse microorganismos mesofilos, mayoritariamente hongos, aunque también
bacterias y actinobacterias capaces de formar estructuras de resistencia, cuyas esporas
permanecian en la pila, o bien otras que recolonizan las pilas desde el exterior (Fogarty

y Tuovinen, 1991).

o Fase de maduracién: durante esta fase se observa un incremento de la
diversidad de actinobacterias mesdfilas y termotolerantes, igual que ocurre con los
hongos filamentosos. Esto se debe a su capacidad para degradar polimeros naturales
complejos (lignina, hemicelulosa, celulosa). La mayoria de los microorganismos
presentes en esta fase poseen actividad celulolitica, amilolitica, amonificante y /o
proteolitica (Moreno, 2005). Asimismo, se han descrito especies fijadoras libres de
nitrégeno, desnitrificadoras y sulfato reductoras. Ademads, en esta fase las bacterias
representan el 80% del recuento total de microorganismos y una pequefia proporcion
corresponde a bacterias esporuladas. En definitiva, como consecuencia del tipo de
complejos que se forman a partir de este momento, el material de la pila de compostaje,
asi como la diversidad taxondmica y metabdlica de la misma se ven notablemente
modificados, lo cual es fundamental a la hora de conseguir un compost estable y de
calidad (Beffa et al.,1996; Nekluydov et al.,2008).

Sin embargo, el conocimiento profundo de los microorganismos que componen una
pila de compost no es tarea facil debido a las limitaciones que tienen determinados
grupos microbianos para crecer bajo condiciones de laboratorio, fuera de su entorno
natural (Ogino et al., 2001; Chandna et al., 2013). De hecho, se estima que sélo entre el
1y el 10% de los microorganismos implicados en un proceso de compostaje son
cultivables, lo que dificulta el conocimiento integral de los mismos mediante este tipo
de procedimientos. En este sentido, los avances relacionados con la metagénomica del
proceso de compostaje (ver, mas adelante, apartado 1.2.5.3.), han proporcionado
informacién muy valiosa en lo que se refiere a la presencia de grupos microbianos que
nunca antes se habian detectado debido, fundamentalmente, a su limitacién para crecer

en medios de cultivo comunmente utilizados en el laboratorio.
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1.2.6.2. Bioindicadores enzimdticos

En paralelo al seguimiento de parametros fisicoquimicos durante el proceso de
compostaje, la caracterizacién enzimatica de las distintas fases del mismo ha servido de
herramienta para evaluar la estabilidad y madurez de un compost. La evolucién de
parametros como la relacion C/N, relacidon humicos/fulvicos (Iglesias-Jiménez y Pérez-
Garcia, 1992), relacién amonio/nitrato (Bernal et al.,1998), indice de germinacion
(Emino y Warman 2004) o determinados indices respirométricos (AT o DRI24) (Barrena-
Gomez et al., 2006), asi como las actividades deshidrogenasa, glucosidasa, fosfatasa,
esterasa, proteasa o ureasa (Tiquia, 2002, 2005), pueden resultar validos a la hora de

evaluar la idoneidad de un proceso de compostaje.

La eficiencia del compostaje como proceso biodegradativo depende de Ia
composicidon microbiana de los materiales y de su actividad metabdlica, ya que de ello
dependerd la velocidad a la que los sustratos seran degradados (Estrella-Gonzalez et al.,
2020). Las enzimas implicadas en la biotransformacién de la materia organica durante
el compostaje pueden diferenciarse en funcion del elemento en cuyo ciclo estan
implicadas: Carbono, Nitrégeno y Fésforo. Las principales formas del carbono en la
materia orgdnica se encuentran en forma de polisacdridos, como la celulosa,
hemicelulosa y almiddn, asi como de otras moléculas mas complejas como la lignina, o
en forma de ésteres de acidos grasos. Por su parte, la mayor parte del nitrégeno
organico se encuentra en forma de amidas enlazadas mediante uniones peptidicas
(proteinas) o no peptidicas (urea) (Knicker et al., 1997), mientras que el fésforo organico
se encuentra mayoritariamente en forma de mono o di-ésteres (Dalal, 1977). Para cada
uno de estos polimeros principales existen enzimas microbianas capaces de romper los
enlaces y liberar compuestos oligo- o monoméricos, mediante despolimerizacién
extracelular. Estos productos de degradacion, a su vez, podran ser incorporados por los
microorganismos como fuente de energia o nutrientes. Por este motivo, caracterizar y
cuantificar las distintas actividades enzimaticas que participan en el proceso de
compostaje puede ser reflejo de la dinamica del proceso en lo que respecta a la
degradacion de la materia orgénica (De La Horra et al., 2005; Goyal et al., 2005) y a las
distintas transformaciones que experimentan las fracciones nitrogenadas (Saviozzi et
al., 2004; Benitez et al., 2005), proporcionando asi, una valiosa informacion acerca de la
estabilidad (Mondini et al., 2004) y madurez de los productos obtenidos (Cunha-Queda
et al., 2002; Tiquia, 2005).

A continuaciéon, se trataran individualmente los aspectos relacionados con la
biotransformacion de la materia organica, en funcion de las distintas fracciones que la
componen y teniendo en cuenta que gran parte del material destinado a su

revalorizacién en procesos de compostaje, tiene su origen en material vegetal:
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Biodegradacidon de la lignina: La lignina es una de las moléculas naturales mas
dificiles de degradar El nimero de especies microbianas genéticamente dotadas para
llevar a cabo su degradacion completa es insignificante, siendo los hongos de la
podredumbre blanca los que muestran un mayor grado de eficacia (Couto et al, 2002).
Proteobacterias y actinobacterias congregan el mayor porcentaje de procariotas
involucrados en el proceso de degradacion de la lignina (Castillo et al., 2013). Las dos
grandes familias de enzimas que intervienen en la despolimerizacién de la lignina son
las lacasas, que poseen actividad polifenol oxidasa, y las peroxidasas, capaces de oxidar

sustratos fendlicos y no fendlicos.

Biodegradacion de celulosa: Como se ha referido con anterioridad, su
transformaciéon se encuentra limitada por la asociacién que esta macromolécula
presenta de forma natural con otros polimeros (Pérez et al., 2002). A pesar de que la
celobiosa es su Unica unidad estructural, son necesarios distintos tipos de enzimas para
la hidrdlisis, cuya funcionalidad se diferencia de acuerdo con la zona de actuacién y el

tipo de molécula diana (Levy et al., 2002).

Biodegradacion de hemicelulosa: Bajo el nombre de hemicelulosa se agrupan un
conjunto de polimeros altamente variables en su composicion quimica, y cuya
degradacion implica hasta 24 tipos de enzimas. Al igual que las celulasas, éstas son
enzimas de cardcter hidrolitico que actian sobre enlaces B-glucosidicos, generando
azucares sencillos (Perez et al., 2002). Las mas estudiadas son las responsables de la
hidrolisis del xilano, xilanasas, dado que es el tipo mas comun de hemicelulosa (Ahmed
et al., 2001). Ademas de las endoxilanas y xilosidasas, que componen el sistema
enzimatico de las xilanasas, participan también diversas enzimas auxiliares que poseen

gran importancia en la degradacion del xilano (Xiong, 2004).
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LIGNINA CELULOSA HEMICELULOSA
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Figura 7. Estructura y composicion de la pared celular vegetal (Adaptado de Loqué
et al., 2015).

Biodegradacion de almidén: Los componentes principales del almidén son la
amilopectina y la amilosa, formadas por unidades de glucosa, pero en el caso de la
amilosa, unidas por enlaces a-(1,4), generan una cadena lineal, mientras que en el caso
de la amilopectina se trata de una estructura ramificada en la que los mondmeros de
glucosa se enlazan mediante uniones a-(1,6) (Figura 8). Las enzimas encargadas de la
degradacidon de esta molécula son las amilasas, que se dividen en a-amilasas, B-amilasas,
amiloglucosidadas y pululanasas. Actian sobre el almidéon hidrolizando enlaces

glucosidicos a-(1,4) y a-(1,6).

Biodegradacion de pectinas: Las sustancias pécticas conforman un amplio grupo de
polimeros de naturaleza mayoritariamente sacaridica, cuya principal caracteristica es la
heterogeneidad, tanto en lo que concierne a unidades monoméricas constituyentes,
como con respecto a los enlaces mediante los que se unen (Ridley et al., 2001; O'Neill et
al.,, 2004). No obstante, todas tienen el nexo comun de presentar hasta un 70% de
subunidades de acido D-galacturénico (Mohnen, 2008). Se encuentran altamente
interconectadas con la matriz lignocelulésica (Zykwinska et al., 2005), por lo que su
degradacidon tampoco ha de considerarse como un proceso aislado. De hecho, la
relajacion de las pectinas permite el acceso de enzimas hasta el resto de polisacaridos

de la pared celular (Lagaert et al., 2009) (Figura 9).
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ALMIDON

a-amilasa

B-amilasa

GLUCOSA

Figura 8. Degradacion del almidon.

PECTINAS

PECTINASA

Protopectinasas

Esterasas

Despolimerasas

GLUCOSA

Figura 9. Degradacion de la pectina.

Biodegradacion de proteinas: Las enzimas responsables de la degradacién de estas
macromoléculas son las proteasas, que presentan un alto grado de especificidad y que
catalizan la rotura de los enlaces peptidicos en péptidos y/o aminoacidos. El proceso de
hidrdlisis ocurre en tres pasos consecutivos. Primero se forma el complejo sustrato-
enzima, después se produce la rotura del enlace peptidico y, por ultimo, el ataque
nucleofilico de una molécula de agua, liberandose de esta manera un péptido o un
aminodcido (Adler-Nissen, 1993). En términos generales, las proteasas se subdividen en
exopeptidasas y endopeptidasas, dependiendo de la zona de la proteina en la que

actuen (Figura 10).
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PEPTIDOS

AMINOACIDO

Figura 10. Degradacion de proteinas.

Biodegradacion de lipidos: Los lipidos constituyen un grupo estructuralmente
diverso, por lo que no se puede hablar de un Unico proceso transformativo mediante el
cual se pueda llevar a cabo la transformacion de todas y cada una de las distintas formas
lipidicas existentes en los materiales que sufren un proceso de compostaje. Por otra
parte, su degradacion se encuentra limitada como consecuencia del efecto
antimicrobiano que algunos de los compuestos intermediarios generados en el proceso
pueden ejercer (Desbois y Smith, 2010), asi como los valores de pH, atribuibles en parte
a la propia actividad lipolitica (Sugimori et al., 2002). En el caso de los lipidos mas
comunes, los glicerolipidos, y en concreto, los triglicéridos y fosfolipidos, las lipasas
(ester-hidrolasas carboxilicas), enzimas muy versatiles, rompen los enlaces de los acil-
glicéridos mediante la adicién de una molécula de agua, dando lugar a acidos grasos

libres y glicerol (Bornscheuer, 2002; Gupta et alL, 2004).
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Figura 11. Degradacidn de lipidos.

1.2.6.3. Andlisis metagendmico

Resulta imposible detectar mediante técnicas tradicionales dependientes de cultivo
la enorme diversidad de microorganismos existentes en un proceso de compostaje
(Tyson y Banfield, 2005). Existen diferentes razones por las que es imposible cultivar y
aislar la mayor parte de los microorganismos hasta el momento desconocidos. El motivo
mas importante es la incapacidad de muchos de ellos para crecer de forma aislada, ya
gue establecen consorcios con otros microorganismos. Otros motivos son la exigencia
de determinados nutrientes, la presencia de inhibidores o la acumulacién de productos
de desecho toéxicos, derivados del propio metabolismo microbiano, entre otros
(Handelsman 2004; Simu y Hagstrom, 2004). Para evitar el crecimiento de especies
microbianas de crecimiento rapido, los medios ricos en nutrientes, se sustituyen por
medios mas pobres como estrategia para identificar microorganismos oligotrofos hasta
el momento desconocidos (Connon y Giovannoni, 2002; Zengler et al., 2002). En el caso
de microorganismos procedentes de habitats muy complejos, se han desarrollado
técnicas mas sofisticadas (Kaeberlein et al.,, 2002; Wery et al., 2003), entre ellas la

encapsulacion de células en microgotas de gel (Zengler et al., 2002).

En los ultimos afios, ha cobrado fuerza el estudio de las comunidades de
microorganismos no cultivables, debido al extraordinario interés que ello supone en
distintos ecosistemas. Para ello, se utiliza la metagendmica, que permite el estudio de
los microorganismos a partir de su material genético, accediendo de este modo tanto a

los microorganismos susceptibles de ser cultivados en un laboratorio como a aquellos
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imposibles de cultivar, al menos con las técnicas tradicionales. La metagendmica

permite, ademads, abarcar el estudio de los microorganismos desde dos perspectivas:
 Anilisis filogenético: permite analizar la diversidad de una muestra.

« Anilisis funcional y metabdlico: se emplea la asociacién con enzimas y otros

productos metabdlicos de interés.

La metagendmica ha permitido avanzar en el conocimiento que se posee sobre las
comunidades microbianas conocidas, a una velocidad muy superior a la que permiten
las técnicas de cultivo in vitro. Sin embargo, presenta limitaciones, entre las que
destacan la dificultad para realizar un rastreo adecuado para obtener un material
genético de calidad a partir de muestras ambientales (lo que repercute en una baja
representatividad de la genoteca), o para identificar actividades de interés, gracias a la

expresion de los genes en hospedadores heterdlogos.

Los términos microbioma y microbiota se usan indistintamente para describir la
comunidad de microorganismos que viven en un ambiente dado. Las tecnologias de
secuenciacion de ADN de alto rendimiento han impulsado la investigacion del
microbioma al permitir el estudio global del genoma de una poblacién de
microorganismos en un entorno dado, asi como una cuantificacidn mas precisa de la
abundancia y funcionalidad del microbioma. La Figura 12 indica de forma esquematica
los pasos principales de un estudio metagendmico: (1) Extraccion y secuenciacion de los
amplicones de ADN microbiano, (2) Procesamiento de la secuencia bioinformatica, y (3)

Anadlisis estadistico.

Extraccion y Secuenciacion de ADN microbiano \

1 Secuenciacién del amplicon

Marcadores genéticos (165, 18S, ITS)

!

Bioinformatica: Proceso de secuenciacion

!

Abundancia microbiana

1 Abundancia de especies (tabla de OTUs)

Analisis estadistico

Figura 12. Secuencia de pasos en un estudio metagenomico.
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Fue Woese quien propuso el uso de los ARNr como crondmetros moleculares
universales. Posteriormente, se establecieron como marcadores filogenéticos que hoy
dia son ampliamente utilizados. Los principales marcadores filogenéticos son, en el caso
de procariotas, el gen ARNr 16S, mientras que para eucariotas de emplea la regién ITS
(Internal Transcribed Spacer). Las razones por las que se usan dichas regiones son las

siguientes:
«/ Estan presentes en todas las especies.
+ Son lo suficientemente informativas.

+/ Contienen regiones muy conservadas.

En el ARNr 16S, correspondiente a procariotas, la variabilidad genética entre
secuencias se encuentra distribuida de forma heterogénea a lo largo de todo el gen,
como se muestra en la Figura 13. Ademas, algunas de estas regiones presentan mayor

variabilidad que otras y permiten obtener una asignacién taxonémica mas precisa.

1500 pb
.................................................................................................................)
pb
|| | | | | |
68 136 433 576 821 980 1117 1243 1435
[Vl_ VZ—V3—V4_V5 V6 V7—V8—\I9—

D Regiones variables

Regiones conservadas

Figura 13. Esquema de las regiones del gen ARNr 16S de bacterias.

Por otro lado, en eucariotas, la regidn ITS incluye las regiones ITS1 e ITS2, separadas
por el gen 5.8S, y esta situada entre los genes 18S (SSU, small subunit) y 28S (LSU, large
subunit) en la unidad de repeticion de ADNr (Figura 14). El motivo por el cual se emplea
la regién ITS es debido a que supone una huella gendmica para cada hongo o levadura.
La gran cantidad de copias de ITS por célula (hasta 250) hace de la regién un objetivo
atractivo para la secuenciacién de sustratos ambientales donde la cantidad de ADN

presente es baja. Mediante la secuenciacién de alto rendimiento, se pueden analizar
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miles de secuencias de una sola muestra ambiental, lo que permite un analisis en
profundidad de la diversidad fungica. Se usan varios cebadores para amplificar la
totalidad o partes de la regién ITS. Los cebadores mas utilizados se publicaron a
principios de la década de 1990 cuando solo se conocia una pequefa fraccion de la
variacion molecular en la repeticion del ADNr en todo el reino fungico.

[
I 18s IE 5.85 | ITS2 | DominioD1/D2 | 285

Figura 14. Esquema del ARNTr fangico.

Por lo tanto, gracias a los avances en metagendmica se ha podido conocer la
existencia de microorganismos que hasta ahora no se habian aislado en este proceso
mediante técnicas tradicionales (Nakasaki et al., 2019). En los ultimos afios, gracias a las
técnicas de secuenciacién gendmica y al andlisis filogenético de comunidades, se ha
podido correlacionar sucesion y funcionalidad microbiana con degradacién de la materia
orgdnica durante el proceso de compostaje (Martins et al., 2013; Yang et al., 2018; Wang
et al., 2018). Sin embargo, son escasas las investigaciones en las que se han podido
establecer claras relaciones entre calidad de un compost (estabilidad-madurez) y su

nivel de biodiversidad fungica y bacteriana.

Existen diversos programas bioinformaticos (p.ej. QIIME1, QIIME2, DADA2, KRAKEN,
etc.), asi como bases de datos procariotas (GREENGENES y SILVA) o fungicas (UNITE),
muy Utiles para la realizacidn de comparativas entre secuencias. No obstante, a pesar
de la ventana de conocimiento que nos brinda el uso de la metagendmica para el estudio
de la microbiota del proceso de compostaje, surgen nuevos problemas e inconvenientes
derivados no sdlo de las propias herramientas bioinformaticas, sino también de la
complejidad de los procedimientos de extraccidon del material genético, asi como de la
heterogeneidad de los materiales analizados y de la reproducibilidad de los resultados
obtenidos (Sczyrba et al., 2017).

1.2.6.4. indices de Biodiversidad

Para interpretar correctamente los resultados obtenidos en cualquier estudio en el
gue se analicen las poblaciones presentes en un habitat y su distribucion, se requieren
artificios matematicos e informaticos que permitan describir la heterogeneidad del

sistema. Con ellos se pretende conseguir una estimacion de la biodiversidad en funcidn,

43



Maria José Estrella Gonzdlez 1 Introduccion

por ejemplo, de la evolucion temporal de un proceso o de la posible incidencia de
factores ambientales.

La biodiversidad, o diversidad bioldgica, fue definida por Naciones Unidas en 1992
como “la variabilidad entre los organismos vivientes, incluyendo ecosistemas terrestres,
marinos y otros ecosistemas acuaticos, y los complejos ecoldgicos de los cuales forman
parte. Esto incluye la diversidad dentro de las especies, entre las especies y entre
ecosistemas”. Dicha definicion es muy amplia, y abarca desde variabilidad genética
hasta diferentes niveles en comunidades de un mismo habitat. Para discernir de forma
clara entre dichos niveles, se han establecido diferentes tipos de diversidad (Whittaker,
1960). La diversidad alfa contempla, en general, la riqueza de especies presentes en una
determinada comunidad, mientras que la diversidad beta hace referencia al grado de
variabilidad de especies entre comunidades diferentes. Por otro lado, la diversidad
gamma, engloba las diferentes diversidades alfa detectadas en un area de estudio
completo. Para la expresion de los distintos tipos de diversidad mencionados se utilizan
diferentes indicadores, que permiten extraer la informacion mas adecuada en cada uno

de los casos.

En el caso de la diversidad alfa, los indices o expresiones comunmente consideradas

son:
o Indices de riqueza
- Riqueza (S): niumero de especies por zona de muestreo.

- Margalef (DMg): relacidon del nimero de especies en funcion del nimero total de
individuos (Magurran, 1988).

- Rarefaccion (E(S)): estimacién del nimero esperado de especies en una muestra
concreta cuando no existe homogeneidad en el nUmero de individuos entre las muestras
(Sanders, 1968; Simberloff, 1978).

- Coleman: ponderacién de la riqueza de especies asociada a una muestra en relacion

al total de especies (Coleman, 1981).
- Michaelis-Menten: similar al anterior (Clench, 1979).

- Curva de acumulacion de especies: estimacién del nimero de especies esperado
para un muestreo en funcién de los datos obtenidos en muestras previas. Se diferencian
distintos métodos de acuerdo al tipo de distribucion estadistica que se asigne a los

datos.
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o Indices de abundancia proporcional

- Indices de dominancia: dan preponderancia a las especies presentes en mayor
proporciéon. Destaca el de Simpson (A), que estima la probabilidad de que dos individuos
tomados al azar pertenezcan a una misma especie (Simpson, 1949), aunque también se

encuadra en esta categoria el indice de Hill (NA) (Hill, 1973).

- Indices de equidad: consideran la abundancia de cada especie y la uniformidad de
su distribucién. El mas reconocido es el de Shannon-Wiener (H’), (Shannon y Weaver,
1949), con el que se expresa el grado de uniformidad con el que estan representadas las
distintas especies en una muestra teniendo en cuenta el total de especies en las
muestras. Otros indices de este tipo son los de Pielou (J°) (Pielou, 1976) y Brillouin (HB)
(Brillouin, 1956).

- Relacion entre abundancia/nimero de especies, en el caso de modelos

paramétricos.

- indice CHAO 1, para modelos no paramétricos: estimaciéon del nimero de especies
esperadas en funcion de la relacion existente entre el numero de especies

representadas por uno y dos individuos (Chao, 1984).

En el caso de la diversidad beta, los indices o expresiones mas utilizadas son las que

se describen a continuacion:
o Indices de similitud/disimilitud

- Meétodos cualitativos: expresan el grado de similitud entre dos muestras
considerando exclusivamente la composicion de especies. Destacan el indice de Jaccard
(lJ), como relacién entre el numero de especies compartidas y el total de especies
exclusivas (Jaccard, 1901), y el de Sorensen (IS), como relaciéon entre el nimero de

especies compartidas y la media de ambas muestras (Magurran, 1988).

- Métodos cuantitativos: expresan el grado de similitud entre dos muestras
considerando la composicidon de especies y sus abundancias. Se encuentran en esta
categoria los indices de Sorensen cuantitativo (IScuant), como la relacion entre las
abundancias de especies compartidas y la abundancia total en las dos muestras, el de
Morisita-Horn (IMH), como la relacion entre las abundancias especificas y las relativas y
total (Magurran, 1988), y el de Bray-Curtis (IBC), como la estimacion de la diferencia

entre la abundancia de cada una de las especies (Bray y Curtis, 1957).

o Indices de recambio/reemplazo de especies (R)
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- Indices de Whittaker, Cody y Magurran: determinan el grado de complementacién
entre dos o mas muestras tomando en consideracién las especies exclusivas y su

relacién con el nimero promedio o total.

Finalmente, la diversidad gamma, considera conjuntamente la diversidad alfa
(diversidad dentro de una Unica comunidad) y la beta (diversidad entre comunidades),
y se calcula en funcién de la diversidad alfa promedio, la diversidad beta promedio y el
tamafio de la muestra, el cual es considerado como el nimero de comunidades

estudiadas.

1.2.7. Calidad del producto final: estabilidad y madurez vs fitotoxicidad

Durante el compostaje se pretende obtener un producto final estabilizado vy
humificado (Bazrafshan et al., 2016). Por tanto, estabilidad y madurez, definen la calidad
del compost. La estabilidad estd muy relacionada con la actividad biolégica de los
materiales y, esencialmente se basa en alcanzar la transformacién de un material
orgdnico inicialmente inestable en un producto final estable (Martinez et al., 2016). Por
otro lado, la madurez se refiere a la ausencia de sustancias fitotoxicas, es decir, de todo
aquello que sea negativo para el desarrollo vegetal, como pueden ser los elevados
niveles de acidos organicos de cadena corta y el amoniaco (Wichuk y McCartney, 2010).
Ambos criterios avanzan en paralelo durante el proceso de compostaje y de algin modo
estan correlacionados, ya que la fitotoxicidad puede derivar en gran parte de la propia
actividad microbiana presente en compost inmaduros. La estabilidad y la madurez del
compost se evallan a través de diferentes indicadores fisicos, quimicos y bioquimicos
(Castaldi et al., 2008), sin embargo, muy pocos pueden considerarse universales debido
a la enorme heterogeneidad de los materiales de partida y de las condiciones

operacionales de las distintas instalaciones destinadas a compostaje (Lim et al., 2016).

Existe un importante vinculo entre “compostaje” y “agricultura sostenible” ya que la
aplicacién al suelo de un compost estable y maduro permite contrarrestar la escasez de
materia organica, y ademas aportar sustancias humicas que contribuyen a la salud y
fertilidad del mismo (Sudkolai y Nourbakhsh, 2017; Meng et al., 2020). Por tanto, para
evitar los efectos nocivos que puede tener un compost inmaduro cuando se aplica al
suelo, éste debe estar ausente de compuestos téxicos (amoniaco, dcidos organicos de
cadena corta, metales pesados, etc.) y de agentes patdgenos (humanos y vegetales);
ademds, debe ser estable desde un punto de vista microbioldgico (baja
biodegradabilidad) y, en la medida de lo posible, debe haber alcanzado el grado éptimo

de humificacion.
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Por tanto, es imprescindible evaluar la calidad de un compost desde ambos puntos
de vista —madurez y estabilidad-, de modo que ello nos permita prever posibles efectos
adversos con antelacién suficiente a su aplicacidn. Asi, son muy variados los parametros
fisicoquimicos y bioldgicos que se utilizan para tal fin. La seleccion de los mas apropiados
en cada caso puede variar en funcion de las condiciones operacionales o del tipo de
materiales de partida (Bernal et al., 1996; Silva et al., 2013; Martinez et al., 2016).

Algunos autores consideran el indice de Germinacién (IG) como un pardmetro de
enorme relevancia para determinar el grado de estabilidad bioldgica y el caracter
fitotdxico de un compost. Segun Aguerre y Gavazzo (2012), la fitotoxicidad de un
compost podria clasificarse segun su indice de Germinacién (IG). Mientras que los
valores de IG inferiores al 50% se consideran un signo de fitotoxicidad e inmadurez, un
valor de |G alrededor del 50-80% puede catalogarse como moderado. Por otra parte, un
compost podria considerarse no fitotdxico (neutro) cuando el valor de se encuentra
entre el 80-100%, mientras que los valores de IG superiores al 100% se interpretan como

un signo de potencial efecto fitoestimulante.

Los estudios respirométricos, por su parte, hacen referencia al nivel de actividad
microbiana con respecto al consumo de oxigeno y en funcién del tiempo. Cuando el
metabolismo microbiano es intenso significa que hay abundancia de compuestos
facilmente biodegradables, lo que provoca una fuerte demanda de oxigeno y elevadas
tasas de produccidn de diéxido de carbono. Por esta razon, la tasa de consumo de O; a
lo largo de un proceso de compostaje podria ser indicativo del estado, mds o menos

avanzado, en que se encuentra el proceso (Hue y Liu, 1995).

lannotti et al. (1993) propusieron el término de respirometria estatica para referirse
a los cambios de concentracién de oxigeno, registrados a través de un electrodo de
oxigeno, en un espacio de aire dentro de un recipiente cerrado herméticamente que, a
una determinada temperatura, contiene una muestra de compost de peso, volumen y
humedad conocidos. Por otro lado, el indice respirométrico dindmico (IRD) se determina
usando el método DiProVe propuesto por Adani et al. (2001). Con este parametro se
mide la diferencia de concentracion de oxigeno (mL L) de un caudal de aire a la entrada
y a la salida de un reactor, tras haber pasado a través de biomasa. Para conocer su valor
es necesario realizar medidas continuas del consumo de oxigeno, de forma que se
representan finalmente las 24 horas de maxima actividad durante un periodo de
observacion de 4 dias. En funcién de las condiciones de operacién escogidas, los autores
definen el IRD real (IRDR), realizando el andlisis sobre la muestra de compost tal cual
llega al laboratorio, y el IRD potencial (IRDP) referido a la actividad respirométrica de
una muestra de compost después de ajustar al 6ptimo su contenido en humedad. Otro

de los pardmetros respirométricos mas relevantes es el indice acumulado AT, gracias al
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cual se calcula el consumo de oxigeno acumulado durante 4 dias. Este parametro puede
considerarse como un parametro de estabilidad directamente relacionado con la
actividad microbiana dentro de las pilas de compostaje (Aguerre y Gavazzo, 2012;
Gomez et al., 2006). Los valores de AT, excesivamente altos podrian repercutir en una
mayor toxicidad del compost y afectar negativamente al indice de Germinacién. Dicho
efecto se ha descrito también por parte de algunos autores cuando el contenido en

compuestos fendlicos de un compost es demasiado alto (Said-Pullicino et al., 2007).

Mientras que la estabilidad ocurre de forma continuada y en paralelo a la progresion
del proceso de compostaje, la humificacién ocurre principalmente durante las etapas
finales de enfriamiento y maduracién del mismo. El proceso de formacién de sustancias
humicas durante el proceso de compostaje simula lo observado de forma natural en
suelos. Tales sustancias son especialmente responsables de la capacidad fertilizante del
compost, y, en consecuencia, de la aportacion del mismo al concepto de gestion agricola
sostenible. Asi, segun lo indicado por Brown y Cotton (2001), la aplicacion del compost
al suelo como enmienda organica o fertilizante, siempre que las caracteristicas de
estabilidad y madurez de éste sean las adecuadas, mejora las propiedades fisico-
quimicas del mismo, asi como el nivel de desarrollo y produccion vegetal. Algunos de los
beneficios que aporta el compost a las propiedades fisico-quimicas del suelo son
(Ingelmo y Rubio, 2008):

o Disminucion de la compactacién del suelo, facilitando la exploracién de las raices

de las plantas.

o Mejora de la porosidad, aumentando la capacidad de almacenamiento de agua

utilizable para las plantas.

o Disminucion de los riesgos de encharcamiento, debido al mayor almacenamiento

de agua a saturacién.

o Mejora de la velocidad de infiltracion del agua en el suelo, reduciendo pérdidas

de agua y nutrientes por escorrentia y de suelo por erosién hidrica.
o Disminucion de la erosion.
o Mayor absorcion de radiacién solar, lo cual afecta a la temperatura del suelo.

o Incremento de la disponibilidad de macronutrientes (nitrégeno, fdsforo,

potasio), en formas mads asimilables por las plantas.

o Incremento de la diversidad microbiana del suelo (Pérez-Piqueres et al., 2006;
Arslan et al., 2008).

En cuanto a los beneficios que el compost provoca sobre el desarrollo y la produccién

vegetal (Moreno, 2005) destacan:
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o Incremento de la velocidad de germinacidn y desarrollo de las plantas, al acelerar
la absorcién de agua y la respiracion.

o Aumento de la permeabilidad de la membrana de las células de la raiz, con lo que
se facilita la absorcidon de agua y nutrientes. A la vez, el compost adicionado puede

actuar como catalizador respiratorio, dando lugar a una activacién metabdlica.
o Aumento notable en el porte de la planta.
o Incremento de la capacidad para la formacién de micorrizas.
o Mejora de la eficacia en el trabajo mecénico del terreno.

o Supresidon de enfermedades vegetales gracias a la microbiota presente en el
compost, bien mediante antagonismo directo sobre el patégeno, o bien activando los

mecanismos de resistencia vegetal.

Una de los efectos mas importantes del uso del compost en el suelo es la influencia
positiva que ejerce la microbiota de éste sobre la supresién de patégenos vegetales, ya
gue algunos de los microorganismos presentes en el compost pueden actuar como

antagonistas, bien de forma directa o indirecta.

Ademads de la microbiota del suelo, otros seres vivos se ven afectados por la
incorporacion de compost al suelo, como es el caso de lombrices, parasitoides,
coledpteros, dipteros y otros organismos que componen la fauna edafica (Thomson y
Hoffmann, 2007). La variabilidad en la composicién de este tipo de enmiendas,
atribuible a la gran cantidad de materiales susceptibles de ser compostados, propicia la
aparicion de efectos especificos atendiendo a la naturaleza de los sustratos, a las
caracteristicas metabdlicas de las distintas comunidades, y las demandas ambientales

propias de cada grupo poblacional (Courtney y Mullen, 2008).

1.2.8. Aplicaciones y opciones de mercado de los microorganismos procedentes

del compost

Ademas del efecto biofertilizante, bioestimulante y fitorregulador causado por los
microorganismos presentes en el compost (Kurabachew y Wydra, 2013), se indican a

continuacion otras alternativas de mercado:

- Elaboracién de compost a la carta: se basa en el uso de inoculantes microbianos en
compost de forma previa a su aplicacién al suelo. Destacan los compost inoculados con
agentes de control biolégico tales como cepas del género Trichoderma (Bernal-Vicente

et al., 2012), con microorganismos con capacidad biofertilizante como Azotobacter o
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Aspergillus (Chang y Yang, 2009), o con agentes biorremediadores como el hongo
Phanerochaete (Yu et al., 2011).

- Obtencion de enzimas para su aplicacidon en industria textil o papelera: destacan
las enzimas celuloliticas, por su papel relevante en el procesado de distintos tipos de
tejidos. Ademas, son aplicadas en detergentes, ya que favorecen la eliminacidon de
particulas de suciedad atrapadas en el entramado de la prenda e incrementan su
suavidad (Bhat, 2000). También se usan las enzimas de tipo xilanasas debido a que
favorecen la degradacién de la hemicelulosa y provocan una mejor separacidon entre

lignina y celulosa (Polizeli et al, 2005).

- Efecto biorremediador, basado en el empleo de los microorganismos del compost
como herramienta de descontaminacién de suelos, aguas y sustratos (Zhang et al., 2011;
Martin-Gil et al., 2008). Los microorganismos habitualmente empleados en labores de
biorremediacidon poseen con frecuencia una amplia capacidad metabdlica que los
habilita para degradar sustratos complejos. En este sentido, los microorganismos
ligninoliticos son excelentes candidatos para este tipo de aplicaciones. Estos procesos
de biorremediacion parecen ser una alternativa mas econdmica y respetuosa que otros

métodos tradicionales de caracter fisico o quimico.

Existen numerosos trabajos que avalan esta afirmacién. Como ejemplo, cabe citar el
estudio de Regalado et al. (2004) sobre la eliminacion de colorantes sintéticos de
diversos efluentes o el realizado por Garcia et al. (2000), en el que emplearon los hongos
Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus niger, Aspergillus terreus y Geotrichum
candidum para biorremediacion de compuestos fendlicos presentes en aguas residuales
de la industria de la aceituna. D’Annibale et al. (1998) emplearon otros hongos de la
podredumbre blanca, Lentinula edodes, obteniendo resultados muy satisfactorios.
Winquist et al. (2014), por su parte, también realizaron trabajos a partir de hongos
biorremediadores en suelos contaminados con diversos hidrocarburos policiclicos

aromaticos.

Ademas de los hongos, las actinobacterias del compost cobran especial relevancia en
este campo, sobre todo en relacién con la descontaminaciéon de metales pesados. Polti
et al. (2014) y Schiltze et al. (2014) lograron rebajar los niveles presentes de distintos
metales en suelos mediante la aplicacion de especies pertenecientes a este grupo
microbiano. Otros autores, usaron un consorcio de bacterias termodfilas para la
biorremedacion de metales pesados en residuos derivados de la industria electrdnica
(llyas et al., 2014)
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1.2.9. Compostaje a escala industrial

Ademas de la clasificacion en funcién de las materias primas empleadas o de las
condiciones operacionales aplicadas, el compostaje se puede catalogar en funcién del
escalado o magnitud. Asi, se puede hablar de compostaje doméstico, compostaje pre-
industrial y compostaje a escala industrial. De este modo, teniendo en cuenta todos los
factores anteriores, la fase bioxidativa del proceso puede ser muy variable y durar desde
3-4 semanas hasta meses en funcién del tipo de residuos tratados y de las caracteristicas
del sistema aplicado. Es importante llevar a cabo esta fase en las condiciones adecuadas,
ya que condiciona la entrada en fase de maduracion, e influye en la calidad del producto
final. En cuanto a la fase de maduracién, ésta podria durar entre 2 y 6 meses,
dependiendo del tipo de material que se ha tratado, de las condiciones de trabajo y del

destino final del producto.

El control del proceso en instalaciones destinadas al compostaje es del todo
imprescindible. No obstante, dicho control podrd ser mas rudimentario en instalaciones
que utilicen sistemas de pilas volteadas, o bien mas automatizado en aquellas que
utilicen sistemas mas tecnificados, lo que aumenta las posibilidades de intervenir en el
desarrollo de los procesos. El control adecuado del proceso de compostaje debe permitir

la intervencidn a distintos niveles (Chica y Garcia, 2008):

Optima seleccién, homogeneizacién y acondicionamiento de los materiales que se van
a compostar

Control de las condiciones operacionales del sistema de compostaje en la instalacion,
en lo referente a perfiles de temperatura, humedad, aireacidn, volteos, o duracion de
las fases bioxidativa y de maduracién.

Tratamiento final de separacién y afino con objeto de conseguir una fraccion de rechazo

minima.

A pesar de ser un proceso altamente controlado, la obtencién de productos finales
de calidad a partir del compostaje a escala industrial puede presentar graves
inconvenientes, debido a la enorme cantidad de material que se utiliza, a la
heterogeneidad de los mismos incluso dentro de cada lote, o a malas practicas dentro
de las propias instalaciones. Todo ello podria derivar en productos inestables,
inmaduros y, en definitiva, de mala calidad, hecho que repercute no sélo en una mala
publicidad para la empresa, sino también en dafios edaficos, medio ambientales y
sanitarios (ROU, 2007).
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2. Hipotesis y Objetivos

Taly como se ha descrito en el apartado de Introduccién, el compostaje es un proceso
de biotransformacion aerébica de la materia organica, que ocurre bajo condiciones
controladas de humedad, temperatura y aireacién. En los Gltimos anos, dada la enorme
problematica ambiental relacionada con la generacién y acumulacién de residuos de
origen antropogénico, el compostaje se ha convertido en una alternativa efectiva,
sostenible y respetuosa con la salud y el medio ambiente, que se dirige principalmente

a la revalorizacién de diversos tipos de restos organicos de elevado valor agronémico.

Diferentes autores concluyen que la transformacidon adecuada de la materia organica
mediante compostaje y, en consecuencia, la calidad del compost final dependera en
ultima instancia de la composicién cualitativa y cuantitativa de los microorganismos
asociados a los materiales compostados. Sin embargo, el conocimiento profundo de los
microorganismos que forman una pila de compost es muy limitado si Unicamente se
tienen en cuenta los métodos tradicionalmente destinados a la deteccién de
microorganismos considerados como “cultivables”. Dicha limitacién se debe,
fundamentalmente, al hecho de que los medios de cultivo artificiales no siempre
proporcionan al microorganismo el entorno adecuado para su crecimiento. De hecho,
solo una parte minima de los microorganismos que componen una pila de compostaje
son cultivables, lo que dificulta saber cudles de ellos son los protagonistas reales en cada

fase del proceso.

Tradicionalmente, la caracterizacién fisicoquimica y enzimatica del proceso de
compostaje ha servido de base para evaluar la estabilidad y el grado de madurez del
compost. La evoluciéon de varios parametros, como la relacion C/N, relacién
hdmicos/fulvicos, relacion amonio/nitrato, indice de germinacion, respirometria, asi
como distintas actividades enzimaticas, se han tenido en cuenta tradicionalmente al

establecer el grado de estabilidad y madurez de un compost particular.

Dada la necesidad de conocer mas en profundidad el componente microbiano del
proceso de compostaje, estudios recientes basados en analisis metagenémico de
poblaciones flngicas y bacterianas, han cobrado gran importancia, permitiéndonos
conocer la existencia de microorganismos que hasta ahora no se habian aislado en este
proceso mediante técnicas tradicionales. Muchos de estos trabajos de investigacion se
han dirigido al establecimiento de posibles correlaciones entre funcionalidad
microbiana y degradacién de la materia organica, aunque son mas escasas las
investigaciones dirigidas a determinar qué indicadores microbianos de biodiversidad
podrian predecir si un determinado proceso de compostaje se ha llevado a cabo de

forma adecuada, o si un compost puede considerarse estabilizado y maduro. La principal
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dificultad, en este sentido, se encuentra en la heterogeneidad de los materiales
organicos de partida y en la supuesta necesidad de llevar a cabo procesos industriales
estandar, sea cual sea el material de partida. Todo ello conduce a procesos que originan
productos muy diferentes desde el punto de vista fisico-quimico-microbioldgico, y la
mayor parte de las veces con una calidad infima, apenas predecible.

Se podria plantear, por tanto, como objetivo general de esta Tesis Doctoral, la
dilucidaciéon de la singularidad de cada proceso de compostaje, en funcidn de la
heterogeneidad de materias primas y protocolos operativos. Para ello, se plantea como
hipdtesis de partida que no hay dos procesos de compostaje iguales y que ello puede
relacionarse claramente con la estructura del metagenoma microbiano asociado a cada
proceso. Ya que, el componente microbiano podria resultar insuficiente o confuso si se
estudia de forma aislada, es imprescindible establecer la relacién entre éste y el resto
de parametros fisico-quimicos y enzimaticos cambiantes a lo largo del proceso de
compostaje. En definitiva, el Objetivo Global de este trabajo se basaria en establecer el
grado de singularidad de cada proceso de compostaje cuando se realiza con diferentes
materiales organicos en funcion de la evolucién del microbioma y de las caracteristicas
fisicas, quimicas, enzimaticas y de actividad biolégica de estos materiales a lo largo del
proceso. Para la consecucion de este Objetivo Global se establecieron los siguientes

Objetivos Especificos:

o Objetivo 1.- Seleccién de procesos de compostaje que emplean como material
de partida diferentes tipos de materiales orgdnicos residuales y diferentes procesos

operativos.

Para ello se recogieron 270 muestras procedentes de 15 instalaciones, previamente
seleccionadas, dedicadas al compostaje de restos organicos de diversa naturaleza
(Residuos Vegetales, Residuos Sdélidos Urbanos, Residuos Agroalimentarios, Lodos de

Depuradora y Alpeorujo).

o Objetivo 2.- Establecimiento del metagenoma procariota y fungico asociado a
los procesos de compostaje seleccionados.

Las actividades incluidas en este objetivo se dirigieron a la investigacion de la estructura
del microbioma en todas las muestras seleccionadas mediante técnicas metagendémicas
para procariotas (bacterias y actinobacterias) y eucariotas (mohos y levaduras). Todas
las muestras obtenidas en el Objetivo 1, se sometieron a un proceso de extraccion de
ADN metagendmico, obteniéndose las correspondientes genotecas, para realizar

finalmente el analisis bioinformatico y bioestadistico de los datos.
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o Objetivo 3.- Caracterizacidn enzimatica de las muestras seleccionadas.

Gracias a la consecucion de este objetivo se pudieron caracterizar todas las muestras de
la coleccién de compost obtenidas en diferentes fases del proceso, en funcién de 11
actividades enzimaticas relacionadas con el metabolismo del C, N y P a lo largo del

proceso de compostaje.

o Objetivo 4.- Estudio comparativo de los resultados obtenidos.

A partir de los grupos de resultados derivados de las actividades desarrolladas durante
la ejecucién de Objetivos 2 y 3, se inicid la preparacion de la matriz de datos, la cual
sirvié de base para la realizacidén del estudio descriptivo y analitico de los resultados
obtenidos. El andlisis estadistico de los datos se llevd a cabo mediante el programa
Statgraphics Centurion XVII.
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3. Disefo Experimental

El Disefio Experimental que se indica a continuacion muestra, en términos generales,
la cronologia del trabajo llevado a cabo, el cual derivé en la publicacién de 3 articulos de
investigacion en revistas internacionales con un alto indice de impacto. Sendas
publicaciones se corresponden con la consecucion de los objetivos planteados en el

apartado anterior (2. Hipétesis y Objetivos).

En el Disefio Experimental se ve claramente representada la consecucion de los
Objetivos de esta Tesis Doctoral. En él se indica el camino recorrido, desde la recogida
inicial de muestras, durante el periodo 2016-2017. Durante la primera fase del trabajo,
se llevd a cabo un exhaustivo examen fisico-quimico-biolégico de las muestras, que
incluyé un amplio rango de parametros, abarcando los pardmetros bdsicos de
monitoreo, las principales actividades enzimaticas, y los pardmetros relacionados con
estabilidad y madurez de los productos finales (periodo 2016-2018). En paralelo, se llevd
a cabo el analisis metagendmico de todas las muestras, dando por finalizado el analisis

bioinformatico de los datos, a finales del afio 2019.
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4. Resultados

A continuacion, se muestran los manuscritos correspondientes a los tres articulos
publicados en revistas Q1, los cuales recopilan los resultados obtenidos en esta Tesis
Doctoral. Cada uno de ellos se ha incluido en este documento teniendo en cuenta las

normas de autor de las revistas en las que han sido publicados.

ARTICULO 1: Estrella-Gonzélez, M. J., Jurado, M. M., Sudrez-Estrella, F., Lépez, M. J.,

Lépez-Gonzdlez, J. A., Siles-Castellano, A., Moreno, J. 2019. Enzymatic profiles

associated with the evolution of the lignocellulosic fraction during industrial-scale
composting of anthropogenic waste: Comparative analysis. Journal of Environmental
Management, 248, 109312.

ARTICULO 2: Estrella-Gonzélez, M. J., Lépez-Gonzélez, J. A., Sudrez-Estrella, F., Lopez,
M. J., Jurado, M. M,, Siles-Castellano, A. B., Moreno, J. 2020a. Evaluating the influence
of raw materials on the behavior of nitrogen fractions in composting processes on an

industrial scale. Bioresource Technology, 303, 122945,

ARTICULO 3: Estrella-Gonzélez, M. J., Suarez-Estrella, F., Jurado, M. M., Lépez, M. J.,
Lépez-Gonzdlez, J. A., Siles-Castellano, A. B., Muioz-Mérida, A., Moreno, J. 2020b.
Uncovering new indicators to predict stability, maturity and biodiversity of compost

on an industrial scale. Bioresource Technology, 123557.
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ARTICULO |

Enzymatic profiles associated with the evolution of the lignocellulosic
fraction during industrial-scale composting of anthropogenic waste:
Comparative analysis.

Estrella-Gonzalez, M. J., Jurado, M. M., Sudrez-Estrella, F., Ldpez, M. J,,

Lopez-Gonzalez, J. A., Siles-Castellano, A., Moreno, J.

Publicado en Journal of Environmental Management, 248 (2019),
109312.

Resumen: Debido al crecimiento exponencial de la poblacién mundial y al cambio
en sus habitos de consumo, en las uUltimas décadas, la generacidn de residuos de
diversa naturaleza ha aumentado significativamente. Es por ello que en la actualidad
se han propuesto distintas estrategias para la gestién de los desechos organicos de
una forma mas sostenible. En la nueva Ley Europea de Residuos (Ley de Residuos de
la UE, 2018), el compostaje se propone como una de las mejores opciones para
gestionar adecuadamente los residuos organicos de origen antropogénico, porque
no conlleva impacto ambiental y no implica un alto costo. Actualmente, la
generacién masiva de este tipo de residuos, asi como su heterogeneidad, dificulta
en muchos casos el control de este proceso de degradacidn a escala industrial. El
objetivo principal de este trabajo fue comprobar si el proceso de compostaje es o no
dependiente de la materia prima de partida. Por ello, se seleccionaron 15
instalaciones dedicadas al compostaje de 5 tipos diferentes de residuos organicos:
Residuos Sélidos Urbanos, Residuos Vegetales, Lodos de Depuradora, Residuos
Agroalimentarios y "Alpeorujo". Las muestras fueron recogidas en las diferentes
fases térmicas del proceso (Fase Meséfila, Fase Termdfila, Enfriamiento vy
Maduracién), asi como también se analizaron las correspondientes muestras a
tiempo inicial y final de cada proceso. Los resultados revelaron perfiles
fisicoquimicos y enzimdticos muy diferentes, asi como diferentes grados de
humificacion segun el proceso y las materias primas de partida. Sin embargo,
parametros como la B-glucosidasa, la amilasa, la relacién lignina/holocelulosa y la
tasa de humificacion mostraron tendencias similares en todos los casos. Todos ellos
podrian actuar como indicadores importantes para evaluar la calidad de un proceso

de compostaje, a pesar de la heterogeneidad de los materiales de partida.
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Enzymatic profiles associated with the evolution of the lignocellulosic fraction
during industrial-scale composting of anthropogenic waste: comparative analysis

Estrella-Gonzélez, M.J., Jurado, M.M., Sudrez-Estrella, F.", Lépez, M.J., Lépez-

Gonzalez, J.A., Siles-Castellano, A. and Moreno, J.

Department of Biology and Geology, CITE II-B, University of Almeria, Agrifood
Campus of International Excellence, ceiA3, 04120, Almeria (Spain). Phone: +34 950
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Abstract

In the new European Waste Law, composting is proposed as one of the best
options to properly manage organic waste of anthropogenic origin. Currently, the
massive generation of this type of waste, as well as its heterogeneity, makes difficult

in many cases control this process of degradation on an industrial scale.

In this work, 15 facilities were selected based on 5 types of organic waste: Urban
Solid Waste, Vegetable Waste, Sewage Sludges, Agrifood Waste and “Alpeorujo”.
The samples were collected in different thermal phases. The results revealed very
different physicochemical and enzymatic profiles, as well as different degrees of
humification depending on the process and the raw materials. However, parameters
such as B-glucosidase, amylase, lignin/holocellulose ratio and humification rate
showed similar trends in all cases. All of them could act as important indicators to
evaluate the quality of a composting process, despite the heterogeneity of the

starting materials.

Keywords: Industrial-scale composting, Lignocellulose, Humification, Carbon

cycle-related enzymes, Compost quality.
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Highlights

Depending on the raw materials, each industrial-scale composting process is unique
Enzymatic profiles of each process evolve differently, but showing similar trends
Despite the complexity of the materials, microbiota act to produce quality compost
B-glucosidase and amylase activities serve as indicators of the composting progress

Humification rate may reveal bad practices in industrial-scale composting protocols
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1 Introduction

In recent decades, the amount of municipal waste and sludge from wastewater
treatment facilities has increased significantly due to the exponential growth of the
world population and the consumer habits of the current society. In the same way, this
has led to the mass generation of other types of organic waste, such as those derived
from the agricultural and agrifood industries, as well as the extraction of olive oil
(Alburquerque et al. 2009; Wei et al. 2019). Currently, many strategies have been
proposed for the management of organic waste (biowaste) in a more sustainable
manner. The composting process is considered one of the most attractive, in this sense,
because it does not entail an environmental impact and does not imply a high cost. In
fact, according to the recommendation of the European Waste Law (2018), the
composting process is positioned as the first and most appropriate alternative for the

treatment and revaluation of biological waste.

Therefore, in order to control the quality of composting product, based on its
maturity, each country has established its own regulations on the ideal characteristics
that compost must possess to consider it with enough grade for soil application. In Spain,
according to BOE A-2017-14332, the final product of composting should meet the
following properties: a minimum of 35-40% organic matter, no more than 40% humidity
and C/N ratio values below 15-20. Additionally, several parameters have been
established to determine the state of maturity of a compost, among which are
temperature, odor, color, cation exchange capacity, humified fractions and other
respirometric variables (Iglesias-Jiménez et al. 2008). Different studies have also
correlated this state with other factors such as enzymatic indicators or biodiversity
profiles during composting (Jurado et al. 2014; Lopez-Gonzalez et al. 2015). Therefore,
at a legislative level, knowing the C/N ratio, moisture and organic matter content of a
certain compost is considered fundamental to determine if that product is appropriate
from an agronomic point of view. However, (i) could it be thought that a compost will
have a different lignocellulosic content depending on the raw material?, (ii) or that the
biotransformation of organic waste occurs in the same way depending on the starting
materials?. In summary, is the composting process dependent or independent of the

different raw materials?.

Raw materials used in composting are composed of both assimilable compounds and
complex polymers. The most recalcitrant fractions, such as lignocellulose, must be
processed enzymatically before being used by microorganisms as carbon and nitrogen
sources. This fraction, whose biodegradation is important for the process of
humification and stabilization at the end of the composting process, is difficult to

transform (Insam and de Bertoldi, 2007). However, although achieving an optimal
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degree of degradation is decisive to reach the appropriate maturity for a quality
compost, the enzymatic strategies and the humification pathways could be very

different in each process.

Enzymes produced by microorganisms participate in numerous biochemical
transformations of organic matter occurred throughout the process (Mondini et al.
2004). Different studies have related the enzymatic biotransformations on
lignocellulosic fractions with the compost stability degree (Ros et al. 2006; Jurado et al.
2015; Villar et al. 2016). In this sense, enzymatic evolution during the composting
process could be considered an indicator of the material behavior and, therefore, of the
state of maturity (Castaldi et al. 2008).

Since organic waste is constituted by a significant carbon fraction, enzymes related
to carbon cycle are determinant during waste biotransformation. B-glucosidase,
amylase, cellulase and xylanase are some of the most determinant enzymes in
degradation of polymers and other saccharides during composting. Amylase is
responsible for degradation of starch, resulting in glucose monomers. Xylanase is
responsible for degradation of hemicellulose. Both, cellulase and B-glucosidase,
participate in the degradation of cellobiose, and all of them play an important role in the
degradation of lignin (Jurado et al. 2014, 2015).

In order to elucidate the influence of raw materials on the biodegradation dynamic
of lignocellulosic fractions, and to determine the exclusiveness of each composting
process, stabilization processes of 5 different type of materials, including Vegetable
Waste (VW), Urban Solid Waste (USW), Agrifood Waste (AW), Sewage Sludges (SS) and
olive mill waste “Alpeorujo” (ALP), were analyzed in this work. To verify this hypothesis,
the following goals were set: (1) to analyze the conduct of physicochemical parameters
related to the control and monitoring of the different composting processes, (2) to
determine the evolution of lignocellulose, hemicellulose, cellulose and lignin, as well as
different humification parameters, (3) to evaluate the effect of different enzymatic
activities related to carbon fractions, and (4) to stablish correlations between different
groups of parameters on the basis of the diversity of the raw materials. This research
will provide useful information about the way in which the processes behave,

independently of the starting material and the operational activities.
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2 Material and methods
2.1 Sampling strategy and experimental set-up

Industrial processes carried out in 15 companies dedicated to the stabilization of
different organic materials were analyzed. Each one of them was chosen to obtain a
collection of 270 samples (15 plants x 6 stages x 3 repetitions) made from different raw
materials, and consequently to observe the influence of starting waste on all the
biotransformation processes. The composting piles selected for this purpose were
prepared outside, in rows of 7-15 m in length and 3-5 m in width, and turned periodically
according to the periods of decrease of the internal temperature of the piles. Although
each company works with mixtures of different organic materials and in very variable
proportions, the main waste selected were as follow: Vegetable Waste (VW), Urban
Solid Waste (USW), Sewage Sludges (SS), Agrifood Waste (AW), and Olive oil mill
wastewater “Alpeorujo” (ALP). Samples were collected at 6 critical periods according to
temperature evolution (including initial and final products): Raw Materials (RM),
Mesophilic phase (MES), Thermophilic phase (THER), Cooling phase (COOL), Maturation
phase (MAT) and Final Product (FP). The temperature was periodically measured in situ
with long-handled PT100 probes (50 cm). During each stage, subsamples were taken
from nine different locations, covering several depths of each pile, by means of a soil
sampling probe capable of reaching about 1-2 meters depth. Subsamples were mixed in
equal amounts, in order to achieve a homogeneous and representative sample and,

later, divided into three parts to work for analytical replicates.
2.2 Basic parameters of control and monitoring of composting processes

Several physicochemical parameters, based on those typically used for the control and

monitoring of composting processes, were studied in this work.

The moisture content (M) was determined by drying at 105°C for 24 h. The pH was
analyzed in a 1:10 (w/v) water extract. Bulk density (BD) was measured according to the
US Composting Council (USCC, 2001). Elemental carbon (EC) and nitrogen (N) were
determined in solid samples by dry combustion at 950°C using a LecoTruSpec C—N
Elemental Analyzer (Leco Co., St. Joseph, MI, USA). Organic matter content (OM) was
assessed by determination of weight loss on ignition at 550°C to a constant weight.
Soluble organic carbon (SOC) was analyzed in extracts obtained from fresh samples
according to method described by Hofman and Dusek (2003), and using a TOC-VCSN
analyzer (Shimadzu, Japan). Extracts were prepared 1:4 (w:v) of fresh sample in 0.5 M
K2SO4, shaken at 200 rpm for 30 min, and filtered through filter paper. The microbial
biomass C (Cpio) was determined using the fumigation and extraction method according
to Vance et al. (1987).
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2.3 Lignocellulosic fractions

Cellulose (CEL), hemicellulose (HC) and lignin (LIG) fractions were determined by a
fiber analyzer ANKOM 200/220 (Ankom Technology, Macedon, NY, USA). The methods
applied in this case were those established by ANKOM Technology for fiber analyses
(http://www.ankom.com/procedures.aspx). Holocellulose was expressed as the sum of

CEL and HC values to calculate an additionally ratio, Lignin/Holocellulose.

Biodegradation ratios of HC, CEL and LIG were calculated according the following
formula (Wang et al. 2011):

Rn (% ) = [(mn-mo)/mn]x100,

where Ry, is the degradation ratio (%) for nt" sampling,

mo: initial content (mg g 1) of the lignocellulosic fraction (HC, CEL or LIG),

mn: content (mg g 1) of the lignocellulosic fraction (HC, CEL or LIG) for nt" sampling.
2.4 Enzymatic analysis

B-glucosidase, amylase, cellulase and xylanase activities were analysed and the

results were expressed as umol product g h'! on a dry weight basis.

The estimation of B-glucosidase activity was carried out following the method
described by Tabatabai (1982). This method is based on the colorimetric estimation of
p-nitrophenol released by the hydrolysis of the p-nitrophenyl-B-D-glucopiranoside (25
mM pNPG in MUB-HCI buffer, pH6) at 37 °C for 1 h. Cellulase activity was determined by
a modified method described by Libmond and Savoie (1993), based on the colorimetric
estimation of the glucose released in the reaction occurred between the enzyme and
the substrate (1% carboxy methyl cellulose in 50 mM sodium acetate buffer, pH 5) at 37
°C for 2 h. The method described by He et al. (1993) was applied for the detection of
xylanase activity; this protocol was based on the colorimetric estimation of the glucose
released in the reaction occurred between the enzyme and the substrate (1% xylan
solution in 50 mM citrate-phosphate buffer, pH 6.5) at 30 °C for 30 min. On the other
hand, the amylase activity was carried out following the method described by Mishra et
al. (1979), which consisted of a colorimetric estimation of the glucose released in the
reaction occurred between the enzyme and the substrate (1% soluble starch in 0.5 M
phosphate buffer, pH 5.5) at 35 °C for 24 h.

2.5 Humification parameters

Humic fractions were extracted and analyzed as described by Cavani et al. (2003).
2.0 g of sample were mixed with 100 mL of 0.1 M NaOH and 0.1 M NasP,07 x 10H,0 and
incubated for 48 hours at 65 °C under continuous stirring (120 rpm) in a thermostatic
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water bath. After extraction, the samples were centrifuged at 10000 g for 10 min and
the supernatants were filtered through a 0.8 mm filter (Standard MF-Millipore
Membrane, EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA, 2013). This filtered solution
constituted the total extractable carbon (TEC) that was fractioned additionally in
humified (humic and fulvic acids) and not humified fractions. Total Organic Carbon
(TOC), Total extractable carbon (TEC), non-humified carbon (Cnu), humic-like carbon
(Cha) and fulvic-like carbon (Cra) were evaluated by means of carbon analysis in the
corresponding fractions (TOC-VCSN, Shimadzu, Japan). In addition, humification rate
was calculated: HR = % ((Cna + Cea)/TOC) x100).

2.6 Statistical analyses

Data were subjected to a statistical analysis using Statgraphics Centurion XVI.I
(StatPoint Technologies Inc., Virginia). Analysis of variance (ANOVA) and multiple
comparison tests (Least Significant Difference, LSD) were performed to compare the
mean values of the analyzed variables and determine the influence of the different
selected factors (p <0.05). Discriminant analyses were used to separate groups of
independent variables according to the stages of composting and the type of raw
materials. Likewise, the relations between pairs of variables for each starting material

were analyzed using the Pearson correlation coefficient.

3 Results and Discussion

3.1 Monitoring of the control parameters during the composting processes on an
industrial scale: moisture, pH, bulk density (BD), organic matter (OM), C/N ratio, soluble

organic carbon (SOC) and biomass carbon (Cpio).

The new legislation on waste is clearly oriented to the needs of the population in
relation to the current concept of Circular Economy or Bioeconomy (EU Waste Law,
2018). With this idea it is intended that materials do have a circular return to their
origins. It means, to be transformed into others less harmful to the environment and
living beings. The regulations that entered into force establish very ambitious targets for
recycling, setting several periods for the fulfillment of very strict objectives related to
the reduction of residues, including organic waste. Specifically, before 2023, the
collection and transformation of so-called biological wastes should be managed in a very
controlled way. In this sense, without a doubt, composting is positioned as one of the
most important tools for the future of biological waste management (EU Waste Law,
2018).

Although the current European legislation on waste raises a series of

recommendations on the management of organic waste through composting, each
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member state is governed by a series of specific regulations. In the particular case of
Spain, this is included in the Official State Bulletin (BOE A-2017-14332 on fertilizer
products). In above regulations, reference is made to the basic characteristics that a
compost must have in order to be considered of quality, with special emphasis on
parameters such as humidity (<40%), minimum content in organic matter (35-45%) or
C/N ratio (<15-20).

The temperature inside the pile is one of the main factors to consider during a
composting process, since it directly affects the rate of degradation of organic matter as
well as determines the stability of the product. Stentiford (1996) suggested that
temperatures above 55 °C maximize the sanitation of materials, while temperatures
between 45 and 55 °C improve biodegradation rates. According to the Environmental
Protection Agency (EPA, 2013), during the thermophilic phase of a composting process,
temperatures above 55 °C must be reached for 3 consecutive days. In this research work,
15 industrial-scale composting plants dedicated to the management of different types
of bio-waste were selected. The average temperature in the thermophilic stage for each
installation met the minimum established by the EPA. The highest average temperature
was reached in the VW piles (65 °C). In the rest of composting plants, the average
temperature in the thermophilic phase ranged between 50 and 55 °C. All temperature
data were provided by the responsible companies in each case. The mean values of
temperature as a function of the starting materials are provided in Table S1 (see

Supplementary material, Table S1).

Table 1 shows the values of the control parameters that were used to verify the
composting processes evolution. Although the raw material (RM) and the final product
(FP) are not real phases of the composting process, it is important to highlight the
relevance of both stages to evaluate the optimal evolution of the composting process.
In fact, in this work, the bioxidative phase involves raw materials (RM), mesophilic (MES)
and thermophilic (THER) stages, while the maturation phase refers to the pre-
maturation (MAT), cooling (COOL) and final product (FP) stages. With respect to the
results shown in Table 1, in all cases, the average moisture values were higher during
the bioxidative phase of the composting process. The initial humidity of the piles was
optimal in the case of the facilities dedicated to AW and ALP, while this parameter was
much higher than recommended in those companies dedicated to USW, VW and SS.
During the process, the moisture content contributes to a better degradation of organic
matter and maintenance of the temperature during a longer period of time, because it
favors the microbial activity (Silva et al. 2013). However, at the end of composting, the
reduction in moisture content is a positive sign of decomposition and compost maturity

(Ameen et al. 2016). In all the analyzed processes the humidity of the piles decreased
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over time to reach values around 30-40% in the final products. Only in the case of

products made from USW, moisture values were detected around 11%, which were

considered excessively low (Table 1).

Table S1. Evolution of the temperature during the composting process depending on the different
starting materials. (VW: Vegetable Waste; USW: Urban Solid Waste; SS: Sewage Sludges; AW: Agrifood

Waste, ALP: Alpeorujo). LSD values are indicated for each composting phase and raw material (Fisher

LSD test at p > 0.05).Values with the same letter are not significantly different.

ORGANIC WASTE

SAMPLING vw usw SS AW ALP
RM 20,00a 20,00a 20,33a 16,94a 20,00a
MES 36,67b 20,00a 28,83c 28,40bc 24,77ab
THER 65,00 b 52,33b 50,00e 50,54d 54,33e
CooL 28,67ab 25,67a 31,67d 32,98c 49,00de
MAT 31,67ab 28,33a 26,27b 25,77b 33,33bc

FP 30,00ab 20,00a 20,00a 19,80a 40,00cd

Bulk density (BD) is an important factor to condition the initial mixtures in the

composting processes. BD also influences the mechanical properties of the compost,

such as strength, porosity and ease of compaction (Agnew and Leonard, 2003). In this

work, the values of pH and BD increased throughout the composting process (Table 1).

The final pH values of all the compost oscillated around alkaline values. Singularly high

were the pH values of the compost based on VW and ALP (Lépez-Gonzdlez et al. 2015).
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Table 1. Evolution of moisture (M), pH, bulk density (BD), organic matter (OM), C/N ratio, soluble
organic carbon (SOC) and biomass carbon (Cuio) throughout composting of 5 types of organic waste
(USW: Urban Solid Waste; VW: Vegetable Waste; SS: Sewage Sludge; AW: Agrifood Waste; ALP:
Alpeorujo). Composting phases: raw materials (RM), mesophilic phase (MES), thermophilic phase
(THER), cooling phase (COOL), maturation (MAT) and final product (FP). Nine repetitions have been
taken into account in each sampling. Values followed by same letters are not significantly different (P
< 0.05) according to Fisher’s LSD test.

Organic BD
Waste  Sampling M (%) pH (g/cm3) OM (%) C/N SOC (%) Cbio (%)
RM 78.20¢ 5.16° 0.21¢ 74.73¢ 28.47¢ 2.37¢ 0.20¢
MES 17.732 7.84° 0.142 66.26° 20.16¢ 1.23° 0.042
USW THER 36.70° 8.43¢ 0.22¢ 54.14° 14.03¢ 0.62° 0.12°
cooL 21.07° 8.12¢ 0.18° 57.60° 15.76° 0.512 0.052
MAT 13.05° 8.644 0.25¢ 51.88° 12.09? 0.63? 0.052
FP 11.31° 8.66° 0.22bc 53.91° 11.79° 0.61° 0.04°
RM 85.94f 8.10¢ 0.122b 74.06° 12.63% 0.49° 0.052b
MES 77.05¢ 8.434 0.10° 70.33¢ 14.18 0.522 0.05%°
VW THER 46.97¢ 5.57° 0.16%¢ 69.35¢ 15.45¢ 1.41°¢ 0.11¢
cooL 53.42¢ 6.93° 0.18<« 63.20¢ 15.05¢ 1.36¢ 0.08¢
MAT 43.92° 8.87° 0.19< 58.85° 12.342 0.582b 0.06°
FP 41.05° 9.18¢° 0.22¢ 48.43? 11.73? 0.68° 0.03?
RM 81.87¢ 7.95° 0.28° 71.97¢ 9.29¢ 0.25¢ 0.062
MES 67.09¢ 8.47¢ 0.19° 58.05¢ 7.32b 0.05° 0.10°
s THER 73.68¢ 8.59d 0.232 57.18¢ 8.42¢ 0.13b 0.10°
cooL 38.23b 8.62¢ 0.42¢ 49.40° 8.242 0.15° 0.15¢
MAT 35.742b 8.27¢ 0.44¢ 53.38¢ 6.75° 0.22¢ 0.16¢
FP 30.80° 7.728 0.40¢ 47.19° 8.92 0.27¢ 0.15¢
RM 65.59° 6.67° 0.212 62.51° 16.66° 0.132° 0.14¢
MES 66.60° 7.41° 0.20? 72.95¢ 19.16¢ 0.18¢ 0.08°
AW THER 45.56P 8.44¢ 0.21° 66.96° 17.74¢ 0.26¢ 0.08°
cooL 33.16° 8.60¢ 0.27° 50.642 12.512 0.22¢ 0.032
MAT 35.152 8.72¢ 0.30° 52.732 12.69° 0.10? 0.03?
FP 30.45° 8.67% 0.29° 52.10° 11.832 0.142b 0.042
RM 62.48¢° 5.52° 0.18° 74.85¢ 19.02° 1.55¢ 0.05°
MES 57.36¢ 5.91% 0.162 73.52¢ 19.96° 1.08° 0.032®
ALP THER 51.17% 6.15° 0.142 75.60¢ 23.97¢ 1.40¢ 0.05%°
cooL 48.01° 9.17¢ 0.28° 60.07° 14.82° 0.652 0.042b
MAT 51.68¢ 9.28¢ 0.33¢ 55.902 14.452 0.46° 0.05°
FP 42.01° 9.46¢ 0.26° 60.23° 15.652 0.73? 0.03?

Regarding the percentage of organic matter (OM), it decreased considerably in all
the processes, which supports the fact that in all cases the biotransformation of the
starting materials was being carried out. The initial content in OM ranged between 62
and 74%, detecting the highest loss of organic matter at the end of the USW (27%), VW

88



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 1 —J Environ Manage 248, 109312

(34%) and SS (34%) processes. The percentage of loss of organic matter for the other
samples (AW and ALP) ranged between 16 and 19% (Table 1). Although in some cases
the final OM values were somewhat high, coinciding with what was obtained by other
authors (Jurado et al. 2015; Lopez-Gonzalez et al. 2015).

At the beginning of composting, a C/N ratio around 25-30 is considered optimal;
however, these initial values were only observed in the case of processes made from
USW. This fact confirms that, in many cases, the conditioning of the starting materials
in the industrial scale composting is not entirely adequate, due to the accidental mixing
of fresh materials with other partially biotransformed ones, which negatively could
affect the balance between C and N within the piles. Only in the case of USW samples,
the decrease in this parameter was greater than 50% compared to the initial values.
According to Guo et al. (2012), the C/N ratio directly influences the maturity of the
product obtained, affecting other parameters. For example, when in a composting
process the initial C/N ratio is not adequate, it evolves unexpectedly and influences the
content of SOC and Cpio, Which may even increase at the end of the process (Table 1).
On the contrary, soluble organic carbon is a fraction that constitutes a rapid source of
carbon and energy for growth and microbial activity and, in suitable composting, it is
expected to decrease throughout the process (Jurado et al. 2014, 2015). Whilst,
probably related to an incorrect C/N ratio at the beginning, Cpio did not show significantly

lower values at the end of the process in the case of the VW and SS processes (Table 1).

3.2 Evolution of lignocellulosic fractions during the composting processes on an

industrial scale

The evolution of lignocellulosic fractions and the changes in the degradation rates of
lighocellulose during industrial-scale composting of different wastes are shown in Figure
1. The biodegradation of lignin during the composting process generally occurs late and
at very low rates (Malherbe and Cloete, 2002). In addition, it acts as a protective factor
for the degradation of cellulose and hemicellulose. Both aspects complicate the
decomposition of this fraction in the materials that are being composted. In any case,
closely monitoring the changes that this fraction undergoes during composting, can help
to understand how the contribution of readily available compounds for growth and
microbial activity occurs. Adequate degradation of the lignocellulose fraction is crucial

to achieve a mature product, free of toxicity to be applied in agricultural soils.
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Fig. 1. Evolution (a, ¢, e, g, i) and biodegradation ratio (b, d, f, h, j) of cellulose CEL @), hemicellulose -

HC (™), lignin - LIG (4 ) and lignin/holocellulose ratio - L/H (®) throughout composting of 5 types of

organic waste. Values are the mean of nine replicates. LSD values are independently shown for each
usw
LSD1/12a=0.0083, LSDceb=5.1583; LSDHb=9.3066, LSDucb=3.0716), VW (LSDcec=0.7784; LSDhcc=1.1319;
LSDLiGc=0.5046; LSDi/Hc=0.0275; LSDceld=2.5893, LSDHcd=9.9096, LSDiicd=3.9493), SS (LSDcee=0.9405;
LSDHce=1.1049; LSDuce=0.2886; LSDi/He=0.0828; LSDcrs=4.0721, LSDhci=8.3252, LSDuc=2.9866), AW
(LSDceg=1.0206;
LSDuich=3.0402) and ALP (LSDcEi=0.6037; LSDHci=0.9257; LSDwii=0.3036; LSD/1i=0.0284; LSDcrj=1.8968,
LSDHcj=5.7578, LSDvicj=4.3222).
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In general terms, cellulose, hemicellulose and lignin decreased along the composting
process, though this decrease was more noticeable in the case of the cellulosic fraction.
The lignin/holocellulose (L/H) ratio shows a tendency to increase at the end of the
process, as a result of the transformation of lignocellulose (Fig. 1a, c, e, g, i).
Exceptionally, in the case of the processes elaborated from plant wastes (VW), cellulose
remained practically constant in the intermediate stages, to then decrease at the end of
the process. Meanwhile, hemicellulose and lignin decreased continuously. The L/H ratio
showed a tendency to increase in the intermediate stages, although the final value was
slightly lower than that obtained in the initial stage (Fig. 1c). This fact could be due to

the accidental introduction of fresh material during the process.

The degradation degree of all the lignocellulosic fractions was very variable.
Cellulose degradation reached values around 25-50% at the end of the processes made
from USW, VW, AW and ALP (Fig. 1b, d, h, j) while it was higher than 80% in the case of
SS processes (Fig. 1f). Hemicellulose degradation ranged between 20-80%
approximately, being minimal in the case of USW processes and maximum in the case
of SS processes. Lignin, on the other hand, did not exceed 20% degradation (Fig. 1b, f, h,
j), excepting in the case of VW processes where lignin degradation almost reached 40%
(Fig. 1d).

The starting material used in each process consisted of 12-15% cellulose, and 4-8%
hemicellulose and lignin. In general, the fraction most affected by the composting
process was cellulose, in contrast to lignin and hemicellulose, whose concentrations
remained almost unchanged compared to their content in raw materials. Other authors
observed this same effect in previous works (Jurado et al. 2014). In some cases, the
degradation of cellulose became more noticeable when a substantial amount of
hemicellulose had been degraded. This fact may be due to the fact that the lignin-
hemicellulose complex between the cellulose fibers decreases the available surface
area, and prevents easy access to cellulose by the microorganisms of the process and its

enzymes (Komilis and Ham, 2003).

According to other authors, however, hemicellulose is the fraction of lignocellulose
that is easier to degrade and generally decomposes to a greater extent, in comparison
with cellulose and lignin. Taking into account that hemicellulose is a polysaccharide with
a lower molecular weight than cellulose and lignin, Wei et al. (2019) stated that in
general that is subject to a greater loss during composting. These authors also stated
that the high temperatures reached during the thermophilic phase are important for the
degradation of hemicellulose, while the degradation ratio of cellulose/lignin increases

from the cooling phase. In fact, Tuomela et al. (2000) previously reported that cellulose

91



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 1 —J Environ Manage 248, 109312

and hemicellulose degrading microorganisms require high temperatures, even above 60
°C, while most degradation of lignin generally occurs at lower temperatures.

Therefore, the results corresponding to the degradation of the lignocellulosic
fractions showed different profiles depending on each type of raw material. This fact
confirms that the transformation of polymeric carbon into soluble, simple, and available
carbon compounds for the microorganisms present in the piles is unique and depends
on the materials used. In spite of this, the global tendencies of biodegradation profiles
were very similar in all the composting processes evaluated on an industrial scale,

especially with regard to cellulose.

3.3 Evolution profiles of 8-glucosidase, Amylase, Cellulase and Xylanase activities

during the composting processes

The biodegradation profiles of the lignocellulosic fractions described above depend
absolutely on the activity of the microorganisms present in the composting processes
analyzed (Wei et al. 2019). This dependence refers more specifically to the activity of a
group of enzymes of microbial origin directly related to the degradation of this type of
molecules. Although culturable microbial communities have not been analyzed in this
work, a group of enzymes highly involved in the degradation of very complex molecules
has been selected. Such is the case of cellulose, hemicellulose and lignin, which can serve
as bioindicators of the optimal evolution of the composting processes. In this way, Figure
2 shows the evolution of the activities of B-glucosidase, amylase, cellulase and xylanase
in the different composting processes analyzed, depending on each raw material and

the different stages of composting.

Figures 2a-d show the trends of these four enzymatic activities in composting
processes made from USW. All enzymatic activities analyzed decreased as the
composting processes progressed. Even so, the activity of the B-glucosidase showed a
more oscillating behavior, detecting important peaks of activity during the cooling phase
of the process. In this type of waste, the levels of cellulase and xylanase activity at the
beginning of the processes were maximum, probably due to the nature of the starting

materials.
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Fig. 2. Dynamics of B-glucosidase, Amylase, Cellulase and Xylanase activities throughout
composting made of USW (a-d), VW (e-h), SS (i-I), AW (m-p) and ALP (g-t). Values are the mean of

tivity and raw material (Fisher LSD

IC acC

licates. LSD values are indicated for each enzymat

test at p > 0.05).
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Figures 2e-h correspond to the evolution of enzymatic activity in composting
processes made from Vegetable Waste (VW). In general terms, the enzymatic activity of
the samples decreased progressively throughout the composting process, although in a
more discrete way in the case of the cellulase and xylanase activities, or even increased
towards the end of the maturation phase (Fig. 2h). These activity profiles were very
similar to those observed in the case of the processes made from AW as main residues
(Fig. 2m-p). It should be noted that the increase in the xylanase activity at the end of
both processes (VW and AW) is directly related to the biodegradation rates of cellulose
and hemicellulose represented in Figure 1. Although in all cases an increase in the
biodegradation towards the end of the composting process was perceived, a more
pronounced degradation peak was detected in the cooling phase in the case of the
processes made of VW and AW (Fig. 1g, 1i). This could be due to the complexity of the
lignocellulosic material or the entry of semi-processed or fresh (untreated) materials in

the intermediate stages of the composting process.

With regard to the plants elaborated from Sewage Sludges (Fig. 2i-1), a clear
downward trend of all the enzymatic activities analyzed was observed. The most
pronounced decrease was detected in the B-glucosidase and cellulase activities,
whereas it was more gradual in the case of the amylase and xylanase activities. In the
latter case, an increase in the activity was observed even during the thermophilic stage.
It should be noted that the evolution profiles of the enzymes involved in the degradation
of lignocellulosic fractions in Sewage Sludges plants coincide with the higher rates of

biodegradation of these fractions at the end of the process (Fig. 1h).

With respect to the enzymatic activities corresponding to the processes elaborated
from “Alpeorujo”, Figures 2g-t show identical profiles of B-glucosidase, amylase and
cellulase activities. Those were significantly greater during the bioxidative phase of the
processes and gradually decreased towards the end of them. However, the evolution of
the xylanase activity (directly related to the degradation of hemicellulose) seemed to be
controlled by the other three activities indicated above, since it was oscillating
throughout the process, showing two peaks of maximum activity at the beginning and

then in the cooling phase (Fig. 2t).

In view of the results obtained, it can be concluded that the selection of raw
materials strongly influenced the enzymatic profiles of the different composting
processes analyzed. In general terms, all enzymatic activities tended to decrease at the
end of the process (Fig. 2 a-p). However, in some cases, B-glucosidase activity increased
during the bioxidative phase, showing an oscillating profile, which could be due to the
continuous release of molecules more readily available for microorganisms (Fig. 2a, 2q).

This fact coincided mainly with those processes in which the initial cellulase activity was
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remarkably high (USW and ALP, Fig. 2c, 2s). In all processes, amylase showed a similar
activity profile, so that it was more or less constant during the first stages of the
processes and then progressively decreased during the maturation phase to practically
undetectable values at the end of the composting process (Fig. 2b, 2f, 2i, 2n, 2r).
Although B-glucosidase and amylase activities showed the same trend in all processes,
the highest values were observed in those made from Vegetable Waste (VW). Other
authors have detected similar values of B-glucosidase in composting processes from

urban solid waste (Zang et al. 2018).

Cellulase and xylanase activity profiles were generally downwards, except in the case
of the processes made from VW and AW, where those activities increased towards the
end of the composting process (Fig. 2g, 2h, 20, 2p). In both cases, the activity profiles
coincide with what was observed in Figure 1, since it was in the VW and AW processes
that a sudden change in the biodegradation rates of the lignocellulosic fractions was
observed from the cooling phase onwards. In contrast to B-glucosidase, cellulase and
xylanase activities were strongly influenced by the availability of the different
lignocellulosic fractions, so their enzymatic profiles were highly variable. As described
by Wei et al. (2019), xylanolytic activity in Sewage Sludges (SS) and “Alpeorujo” (ALP)
showed maximum activity in the thermophilic stage. However, Amira et al. (2012),
observed that xylanolytic and cellulolytic activity in Agrifood Waste increased at the end

of the process.
3.4 Evolution of humification indicators during the composting process

During the maturation phase of a composting process, the stabilization and
humification of the materials is carried out, obtaining a non-toxic and humified product,
which is very useful from the agronomic point of view. On the contrary, the immaturity
of a compost could cause serious phytotoxicity problems as well as the depletion of the
cultivation soils. Therefore, determining the maturity degree of a compost through the
appropriate indicators could be of great interest to control the quality of the final
product (Jurado et al. 2015).

Traditionally, the quality of a compost has been determined through a group of
physical-chemical parameters, such as temperature, CO2, humic/fulvic acid ratio, NHas-
N/NOs-N ratio, C/N ratio, pH, microbial biomass, enzymatic activity, germination of
seeds and concentration of heavy metals (Castaldi et al. 2008). However, due to the
great diversity of raw materials and the different composting protocols, it is necessary

to establish more precise maturity indices (Martinez et al. 2016).

Taking into account that the degree of maturation is more relevant at the end of the

composting process, the humification parameters were analyzed in this work only in the
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final stage (PF) of the different processes. However, the analysis of the humification
parameters in the raw materials at the beginning of the composting processes was also
included, to compare the results between the initial and final phase (RM-FP) in terms of
maturity. Based on the above, the main parameters analyzed to determine the evolution
of the humified fractions during the selected composting processes are shown in Table
2. The initial and final values of elemental and organic carbon (EC and TOC) as well as
the proportion of non-humified substances (Cnu), are shown in this table. However, the
data related to the humic/fulvic ratio (Cua/Cra), as well as the humification rate (HR),
were parameters of greater interest when determining the humification dynamic of the

processes.

Table 2. Change produced in humification parameters throughout composting of different residues
(USW: Urban Solid Waste, VW: Vegetable Waste, SS: Sewage Sludge, AW: Agroindustrial Waste and
ALP: Alpeorujo). Nine repetitions have been taken into account in each sampling. Values of elemental
carbon (EC), total organic carbon (TOC), non humic carbon (Cnu), humic/fulvic carbon ratio (Cxa/Cra) and
Humification Ratio (HR) followed by same letters are not significantly different (p > 0.05) by Fisher’s LSD
test (RM: Raw Material, FP: Final Product).

Organic Waste Sampling EC(%) TOC(%) Cnu(%) CHa/Cra HR

RM 40.33° 43.45° 0.86° 1.41° 6.55%

Usw
FP 27.992  31.34° 0.83? 1.78°  5.69°
RM 33.74>  43.06° 0.20° 0.45%¢  9.16°
VW
FP 24.51° 28.16° 0.62° 0.54%  14.45°
RM 35.45° 41.84° 1.08° 1.25°  6.05?
SS
FP 23.17°0  27.44° 0.47° 1.322  9.27°
RM 35.52° 36.34° 0.67° 0.59°  7.14°
AW
FP 30.54° 30.29° 0.52° 0.74° 12.69°
RM 36.06° 43.512 0.732 1.40° 6.48%®
ALP

FP 31.75° 35.02° 0.50° 2.85% 4.40°

With respect to the different parameters related to humification, it should be noted
that very different trends were observed in terms of raw materials (Table 2). As
expected, elemental and organic carbon (EC and TOC) values decreased in all
composting processes. In some cases (USW, VW and SS), the decrease meant a total
carbon reduction of more than 30% over the initial value, while in others it did not
exceed 14%. Many authors have proposed the loss of carbon as a parameter that can
serve as an indirect indicator of the degree of maturity of the compost (Jurado et al.
2015).

96



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 1 —J Environ Manage 248, 109312

In general terms, non-humified carbon (Cnn) values tended to decrease during all the
composting processes analyzed, with the exception of the process elaborated from
Vegetable Waste (Table 2). On the other hand, Cua/Cra ratio increased in the final phase,
mainly and significantly in the case of the USW, AW and ALP processes. The positive
trend of the values of the Cua/Cra relationship could be explained by the typical
humification process that occurs during the maturation phase of a composting process
(Iglesias-Jiménez et al. 2008). Cna/Cra ratio has been proposed as an important indicator
of compost stability, being higher in mature compost (Azim et al. 2017). Compared to
fulvic acids, humic acids are derived mainly from a more mature fraction of organic
material. Cua include compounds that increase the cation exchange capacity in soils
(Mindari et al. 2014). They are related to soil fertility, crop yield and improve the C, N,
P, K and S contents (Zhang et al. 2017). Meanwhile, Cra are characterized by having a
lower molecular weight, a high level of oxidation and a lower amount of C, N and P, but
they also improve the capacity of cation exchange in soil. Therefore, the Cya/Cra ratio
reflects the degree of polymerization in materials of humic nature. According to Iglesias-
Jiménez et al. (2008), Cua/Cra values above 1 indicate that humification is occurring,
while values of Cha/Cra above 1.6 indicate that the product is already mature. Our data
revealed that the best degree of humification was obtained in the case of the processes
elaborated from ALP.

In addition to the Cua/Cea ratio, humification rate (HR) was calculated. During
composting, thanks to a combination of chemical and biological transformations, the
total organic carbon content decreases, while the relative content of humic compounds
increases. According to several authors, it has been demonstrated that the humification
rate (HR) is an effective indicator of the formation of humic substances during the
composting process, being able to establish with precision the moment of the complete
stabilization (Tittarelli et al. 2002). Based on the results shown in Table 2, the
humification rate (HR) was increased in the case of the processes elaborated from VW,
SS and AW. In the case of the processes elaborated from “Alpeorujo” (ALP), contrary to
what was observed in the case of the Cha/Cra ratio, a decrease in the humification rate
was detected. This could be due to the fact that the HR values depend on the total
organic carbon content of the samples and, probably, there could have been an entry of
fresh material towards the end of the process, which stopped the mineralization

process.

Results described for all the composting processes analyzed, agree that during the
degradation of different materials, the amount of non-humified compounds (Cnn)
extracted in alkaline conditions was significantly reduced over time, except in the case

of the processes elaborated from vegetable remains (Table 2). During the composting
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process, the release of compounds that are incorporated into the humification routes
takes place through numerous reactions of reorganization and molecular condensation
(Alburquerque et al. 2009). This fact leads to the formation of more humified
compounds. In this sense, it is known that lignin plays an essential role in the processes
of humification of lignocellulosic residues, since the partial degradation of this complex
molecule can give rise to the basic structure of humic substances, as well as to the
liberation of aromatic and phenolic by-products (Alburquerque et al. 2009; Jurado et al.
2015). All these phenomena contribute to increase the content of humified substances
during the maturation phase of the composting process. However, the type of humified
substances (humic or fulvic acid) and the generation speed of them can vary greatly

depending on the starting materials.

3.5 Establishment of the differential profiles based on the diverse raw materials:

Discriminant analysis and Pearson correlation.

On the basis of the results described and above discussed, it is almost evident that
different physical-chemical and enzymatic scenarios can be found depending on the
composted materials or even on each process analyzed. Numerous recent scientific
studies highlight the important relationship between the enzymatic activities involved
in the biodegradation processes of the lignocellulosic fractions and the evolution of the
humification markers during the composting process (Awasthi et al. 2018; Song et al.
2018; Gao et al. 2019). However, the verification of the actual influence of the raw
material as a starting point to obtain compost in different pathways was one of the most

important challenges addressed in this work.

Figure 3 shows the discriminant analysis that help to understand how distinctive or
similar the composting processes are depending on the starting materials (Fig. 3a), the

final products obtained (Fig. 3b) and the thermal phases of the processes (Fig. 3c).

Fig. 3. Discriminant analysis based on composting of different raw materials, taking into account the
complete processes (a), the final products (b) and the distribution of principal thermal phases (RM=Raw
Material; Phase I=MES+THER; Phase Il: COOL+MAT+FP) (c). Range (minimum and maximum values)
corresponding to moisture, organic matter and C/N ratio for each type of residues are shown compared

with those included in the Spanish regulation as the main parameters of compost quality (d)..
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The discriminant analysis shown in Figure 3a revealed two discriminant functions
responsible for more than 80% of the variability observed among the data. In view of
what is observed in Figure 33, it is clear that data related to the lignocellulosic fractions,
enzymatic activities and humification process are grouped separately on the basis of the
raw materials. In this Figure, the set of data corresponding to the compost elaborated
from Vegetable Waste (VW) stands out as being the most distant group in relation to
the rest (Fig. 3a). When the same analysis was exclusively performed bearing in mind
the data set corresponding to the final products (FP), two discriminant functions
influenced the variability of the data by more than 85% (Fig. 3b). Figure 3b supports the
diversity of compost due to different raw materials, since 5 significantly different groups
were stablished based on that criterium. While products (compost) made from AW, SS
and VW were more similar in terms of biological activity as well as content in
lignocellulosic and humic fractions, compost from ALP and USW were very different
from the rest and from each other (Fig. 3b). Despite the remarkable differences detected
among compost made from different organic waste, all the analysed samples complied
with the basic monitoring parameters (Moisture, Organic Matter and C/N Ratio)
indicated at the legislative level (BOE A-2017-14332). In this sense, humidity data
relative to the compost samples ranged approximately between 30-40%, excepting the
final products made from USW, where a very low humidity was detected at the end of
the process (Fig. 3d). The organic matter content was greater than 35-45% in all the final
products analysed but this parameter was significantly higher in the case of samples
from ALP. Both circumstances could be involved in the differences observed in the
compost ALP and USW with respect to the rest of products from different origins (Fig.
3b).

On the other hand, in order to establish the global differences or similarities
between the different phases of the 15 composting processes analysed, Figure 3¢ shows
the existence of two functions that explained more than 94% of the variability of the
data. Thus, surprisingly, the results were grouped into 3 data sets, one of them
corresponding to the initial phase of the processes (RM = Raw Materials), a second group
formed by the data related to the bioxidative phase (Phase | = MES + THER) and a third
group including the data corresponding to the stabilization and humification phase
(Phase Il = COOL + MAT + FP). Therefore, notwithstanding the heterogeneity of the data
in relation to the starting materials and working conditions of each company, the data
are suitably grouped from an evolutionary point of view, establishing continuity and
logical limits between the three main stages of the process: Initial phase (RM),
Bioxidative phase (Phase |) and Maturation phase (Phase Il). The above statement may
be irrelevant when working with small-scale or semi-heavy composting. However, the

control of the different thermal phases of the process is crucial when working on
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composting on an industrial scale, since the accidental (or voluntary) mixing of raw
materials with others that are already biotransformed or that are in an intermediate

phase of transformation could happen.

In order to analyse the composting profiles from each kind of material, five
discriminant and Pearson correlation analyses were performed for each process
independently scrutinized (Fig 4). Figures 4 a-e showed the profiles observed for each
group of material, depending on the succession of thermal phases. In all cases,
discriminant function explained near or even more than 90% of the variability of the
results. Each profile was apparently different from the rest, which supported that each
process is exclusive. Data were located in three main groups: RM, Phase | (MES + THER)
and Phase Il (COOL + MAT + FP). In general, bioxidative (Phase 1) and stabilization-
humification phases (Phase Il) appeared well separated in all the cases (Fig. 4 a-e).
However, only in the composting process performed from AW (Agrifood Waste), a
logical succession among COOL, MAT and FP was observed (Fig. 4d). On the contrary,
during the processes performed from USW and SS, the MAT and FP stages appeared
very closed between them (Fig. 4b-c), while COOL stage appeared very near of FP in the

case of composting processes made from VW and ALP (Fig. 4a, e).

To establish significant links between the parameters analysed in this study
(lignocellulosic-humic fractions and enzymatic profiles), Pearson correlation maps were
made for each type of material (Fig. 4f-j). Many surprising relationships were detected,
but different in each case. In the case of the VW and USW composting processes, there
were no significant correlations between the humification parameters and the rest of
the variables (Fig. 4g). However, only in the case of compost samples from plant remains
was a close negative relationship detected between the hemicellulose content and the
Cna/Cea ratio (Fig. 4f). Something similar happened in the case of the samples from ALP,
although in this case the Cua/Cea ratio was negatively correlated with the cellulose
fraction and the xylanase activity (Fig. 4j). On the contrary, the Pearson correlation
profiles were very different in the case of samples made from SS and AW, since the
humification rate (HR) significantly correlated with the different enzymatic activities
concerning the biodegradation of the lignocelullosic fractions (Fig. 4h, i). Pearson
correlation map between lignocellulosic and enzymatic parameters was remarkable in
the case of samples made from SS, since positive links were detected among the group
integrated by B-glucosidase-amylase-cellulase activities (Fig. 4h). A more discrete

correlation was stablished in the case of samples made from AW and ALP (Fig. 4i, j).
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Fig. 4. Comparative analysis of the different composting processes according to the starting materials
(USW: Urban Solid Waste; VW: Vegetable Waste; SS: Sewage Sludges; AW: Agrifood Waste, ALP:
Alpeorujo). Discriminant analysis according to the distribution of the main thermal phases (a-e) and
Pearson tables showing positive (light grey) or negative (dark grey) correlations between the different
analyzed parameters (f-j). HA/FA: CHA/CFA; HR: Humification Rate; CEL: Cellulose; HEM: Hemicellulose;
LIG: Lignin; B-glucosidase, Amylase, Cellulase and Xylanase.
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In view of the results shown in the correlation maps (Fig. 4f-j), it is obvious that the
USW-based composting processes did not develop orthodoxly, since during a
biotransformation process of this nature, it is expected that some type of relationship
will be established between the degradation of the lignocellulosic fractions, the degree
of humification and the enzymatic activity (Fig. 4f). This connection did not occur in this

case.

Some of the enzymatic activities showed homogeneous and independent profiles of
the type of raw material (section 3.2.). Such is the case of B-glucosidase and amylase
activities, wich established close links with each other and with other related enzymatic
parameters. Surprisingly, the correlations did not always occur in the same direction. In
the case of plants dedicated to Sewage Sludges composting (Fig. 4h), Pearson P values
were positive and very close to 1 in the B-glucosidase-amylase-cellulase-xylanase block.
This correlation did not happen in the case of plants dedicated to AW composting, where
very strong and negative correlations were established between cellulase activity and
the B-glucosidase-amylase pair (Fig. 4i). A totally opposite effect to the previous one was
observed in the case of the ALP samples (Fig. 4j).

Although the relationships established between many of the analysed parameters
were variable depending on the raw materials, there is no doubt that some of the
enzymatic activities, such as B-glucosidase and amylase, showed similar trends during
the composting process (section 3.3). This fact makes them very useful bioindicators to
evaluate the correct or incorrect evolution of the composting processes independently
of the starting materials. Something similar happened in the case of the humification
rate (HR) since, although in general it showed a logical tendency to increase toward the
end of the process (Table 2), the Pearson values observed were highly variable because
of the type of materials. In the case of the SS samples (Fig. 4h), HR showed a negative
correlation with the B-glucosidase-amylase-xylanase package, whereas in the case of
AW plants, the HR correlated negatively with the B-glucosidase-amylase pair, but in a
positive way with the cellulase-xylanase block. Despite the different established links,
the control of the evolution of the humification rate (HR), in combination with other
enzymatic parameters, could be useful to determine the correct or incorrect evolution

of the composting processes.

To establish the most suitable recipe for composting, some authors have tried to
select the most appropriate waste mixtures and the best indicators to control the start-
up of the process (Ghinea et al. 2019). In this sense, some of the most interesting
physical-chemical parameters used for this purpose are pH, electrical conductivity,
humidity, ash, content of N and C, C/N ratio, total organic carbon or the presence of

heavy metals. Other authors have tried to establish the biodegradable character of the
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starting materials in order to optimize the biotransformation process as much as
possible (Gutiérrez et al. 2017). However, the results described here have revealed the
exclusive nature of composting processes on an industrial scale. This exclusivity is
fundamentally based on the different raw materials and operating conditions.
Therefore, similar products could have been obtained thanks to different enzymatic and
humification profiles. In spite of this, in all cases, the tendencies of some enzymatic

indicators such as B-glucosidase and amylase were very homogeneous.

4 Conclusions

Although different compost could be similar in relation to their agronomic quality,
the enzymatic strategies and the humification pathways could be very different in each
process. The results derived from this work admit that each composting process is

unique and runs independently, even showing similar trends.

Parameters such as PB-glucosidase, amylase, lignin/holocellulose ratio or the
humification degree could act as important indicators of the process. This fact confirms
the efficiency and versatility of microbial enzymes and their role as transforming agents
of organic matter, even when the heterogeneity of materials and operating conditions

on industrial scale are very diverse.

Taking into account the initial considerations regarding the singularity of each
composting process, it seems evident that there are not two equal composting
processes. This can be directly related to the starting materials, the physical-chemical
and enzymatic profiles that in each process are outlined. This fact can be considered,
therefore, as the main impact derived from this work. There is no recipe or a fixed
protocol for the practice of composting, but different starting situations must be control

from the beginning.

Although different composting processes follow different paths, it is possible to
reach to final products that comply with the legally established quality criteria. So, in
this work, final products that complied with the legal recommendations (minimum

content in organic matter, humidity and C/N ratio) obtained.

On the other hand, we must highlight the role of certain enzymatic activities, such
as B-glucosidase and amylase, as well as the ratio lignin/holocellulose, as bioindicators
to monitor the composting process. The profiles observed in this sense followed a

characteristic and independent pattern of the starting materials.

5 Acknowledgements

104



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 1 —J Environ Manage 248, 109312

This work has been funded by the Ministry of Economy and Competitiveness through
project AGL2015-64512R.

6 References

Agnew, J.M., Leonard, J.J., 2003. The Physical Properties of Compost. Compost Sci.
Util. 11, 238-264. https://doi.org/10.1080/1065657X.2003.10702132.

Alburquerque, J.A., Gonzalvez, J., Tortosa, G., Baddi, G.A., Cegarra, J., 2009.
Evaluation of “alperujo” composting based on organic matter degradation, humification
and compost quality. Biodegradation. 20 (2), 257-270. https://doi.org/10.1007/s10532-
008-9218-y.

Ameen, A., Ahmad, J., Raza, S., 2016. Effect of pH and moisture content on
composting of Municipal solid waste. Int. J. Sci. Res. Publ. 6(5), 35-37.
https://doi.org/10.1051/e3sconf/20183402019

Amira, D., Roshanida, A.R., Rosli, M.l.,, 2012. Effects of xylanase and cellulase
production during composting of EFB and POME using fungi. Int. J. Biol. Biomol. Agric.
Food Biotechnol. Engr. 6, 340-343. https://doi.org/10.5281/zenodo.1332930

Azim, K., Soudi, B., Boukhari, S., Perissol, C., Roussos, S., Thami Alam, |., 2017.
Composting parameters and compost quality: a literature review. Org. Agr. 8 (2), 141-
158. https://doi.org/10.1007/s13165-017-0180-z.

Awasthi, M.K., Wang, Q., Chen, H., Awasthi, S.K., Wang, M., Ren, X., Zhao, J., Zhang,
Z., 2018. Beneficial effect of mixture of additives amendment on enzymatic activities,
organic matter degradation and humification during biosolids co-composting. Bioresour.
Technol. 247, 138-146. http://d0i:10.1016/].biortech.2017.09.061

BOE-A-2017-14332, 2017. Real Decreto 999/2017: Spanish Regulation on fertilizers

products.

Castaldi, P., Garau, G., Melis, P., 2008. Maturity assessment of compost from
municipal solid waste through the study of enzyme activities and water-soluble
fractions. Waste Manag. 28, 534-540. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2007.02.002.

Cavani, L., Ciavatta, C., Gessa, C., 2003. Identification of organic matter from peat,
leonardite and lignite fertilisers using humification parameters and electrofocusing.
Bioresour. Technol. 86, 45-52. https://doi.org/10.1016/50960-8524(02)00107-4.

EPA, 2003. Environmental regulations and technology. Control of pathogens and
vector attrraction in Sewage Sludge. Environmental Protection Agency (USA). EPA625-
R-92-013.

105



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 1 —J Environ Manage 248, 109312

EU Waste Law, 2018. Directive (EU) 2018/851 of the European Parliament and of the
Council, of 30 May 2018, amending Directive 2008/98 on waste.

Gao, X., Tan, W, Zhao, Y., Wu, J., Sun, Q., Qi, H., Xie, X., Wei, Z., 2019. Diversity in
the mechanisms of humin formation during composting with different materials.
Environ. Sci. Technol. 53(7), 3653-3662. http://d0i:10.1021/acs.est.8b06401

Ghinea, C., Apostol, L. C., Prisacaru, A. E., Leahu, A., 2019. Development of a model
for food waste composting. Environ. Sci. Pollut. Res. 26 (4), 4056-4069.
https://doi.org/10.1007/s11356-018-3939-1.

GuoR,, LiG., JiangT., SchuchardtF., ChenT.,ZhaoY., Shen Y., 2012. Effect of aeration
rate, C/N ratio and moisture content on the stability and maturity of compost. Bioresour.
Technol. 112, 171-178. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2012.02.099.

Gutiérrez, M.C,, Siles, J.A., Diz, J., Chica, A.F., Martin, M.A., 2017. Modelling of
composting process of different organic waste at pilot scale: Biodegradability and odor
emissions. Waste Manag. 59, 48-58. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2016.09.045.

He, L., Brickerstaff, G.F., Paterson, A., Buswell, J.A., 1993. Purification and partial
characterization of two xylanases that differ in hydrolysis of soluble and insoluble xylan
fractions. Enzym. Microb. Technol. 15, 13-18. https://doi.org/10.1016/0141-
0229(93)90110-N.

Hofman, J., Dusek, L., 2003. Biochemical analysis of soil organic matter and microbial
biomass composition - a pilot study. Eur. J. Soil Biol. 39, 217-224.
https://doi.org/10.1016/j.ejsobi.2003.08.002.

Iglesias-Jliménez, E., Barral, M.T., Marhuenda, F.C., 2008. Indicadores de la
estabilidad y madurez del compost, in: Moreno, J., Moral, R. (Eds.), Compostaje. Mundi-
Prensa, Madrid, Spain, pp. 243-283.

Insam, H., de Bertoldi, M., 2007. Microbiology of the composting process, in: Diaz,
L.F., de Bertoldi, M., Bidlingmaier, W., Stentiford, E. (Eds.), Compost Science and
Technology. Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, pp.26-48.

Jurado, M.M., Sudrez-Estrella, F., Vargas-Garcia, M.C., Lépez, M.J., Lopez-Gonzalez,
J.A., Moreno, J., 2014. Evolution of enzymatic activities and carbon fractions throughout
composting of plant  waste. . Environ. Manag. 133, 355-364.
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2013.12.020.

Jurado, M.M., Suarez-Estrella, F., Lopez, M.J., Vargas-Garcia, M.C., Loépez-Gonzalez,
J.LA., Moreno, J., 2015. Enhanced turnover of organic matter fractions by microbial
stimulation during lignocellulosic waste composting. Bioresour. Technol. 186, 15-24.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.03.059.

106



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 1 —J Environ Manage 248, 109312

Kerins, G., Blackburn, J., Nixon, T., Daly, M., Conyers, C., Pietravalle, S., Noble, R.,
Henry, C.M., 2017. Composting to sanitize plant-based waste infected with organisms of
plant health importance. Plant Pathol. 67 (2), 411-417.
https://doi.org/10.1111/ppa.12729.

Komilis, D. P.,, Ham, R. K., 2003. The effect of lignin and sugars to the aerobic
decomposition of solid wastes. Waste Manag. 23 (5), 419-423.
https://doi.org/10.1016/5S0956-053X(03)00062-X.

Libmond, S., Savoie, J.,, 1993. Degradation of wheat straw by a microbial
communitystimulation by a polysaccharidase complex. Appl. Microbiol. Biotechnol. 40,
567-574. https://doi.org/10.1007/BF00175749.

Liu D., ZhangR., Yang X.,, Wu H., Xu D., Tang Z., Shen Q., 2011. Thermostable cellulase
production of Aspergillus fumigatus Z5 under solid-state fermentation and its
application in degradation of agricultural wastes. Int. Biodeterior. Biodegrad. 65 (5), 717-
725. https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2011.04.005.

Lopez-Gonzdlez, J.A., Vargas-Garcia, M.C., Lépez, M.J., Sudrez-Estrella, F., Jurado,
M.M., Moreno, J., 2015. Biodiversity and succession of mycobiota associated to
agricultural lignocellulosic waste-based composting Bioresour. Technol. 187, 305-313.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.03.124.

Malherbe, S., Cloete, T. E., 2002. Lignocellulose biodegradation: fundamentals and
applications. Reviews. Environ. Sci. Biotechno. 1(2), 105-114.
https://doi.org/10.1023/A:102085891.

Martinez, M., Ortega, R., Janssens, M., Angulo, J., Fincheira, P., 2016. Selection of
maturity indices for compost derived from grape pomace. J. Soil Sci. Plant Nutr. 16 (2),
262-267. http://dx.doi.org/10.4067/5S0718-95162016005000021.

Mindari, W., Aini, N., Kusuma, Z., Syekhfani, S., 2014. Effects of humic acid-based
cation buffer on chemical characteristics of saline soils and maize growth. J. Degrade.
Min. Land Manag. 2 (1), 259-268. https://doi.org/10.15243/jdmIm.2014.021.259.

Mishra, P.C., Mohanty, R.K., Dash, M.C., 1979. Enzyme activity in subtropical Surface
soils under pasture. Indian J. Agr. Chem. 12, 19-24.

Mondini, C., Fornasier, F., Sinicco, T., 2004. Enzymatic activity as a parameter for the
characterization of the composting process. Soil Biol. Biochem. 36, 1587-1594.
https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2004.07.008.

Ros, M., Garcia, C., Hernandez, T., 2006. A full-scale study of treatment of pig slurry
by composting: kinetic changes in chemical and microbial properties. Waste Manag. 26,
1108-1118. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2005.08.008.

107



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 1 —J Environ Manage 248, 109312

Silva, M.E.F., Lemos, L.T., Bastos, M.M.S.M., Nunes, O.C., Cunha-Queda, A.C., 2013.
Recovery of humic-like susbtances from low quality composts. Bioresour. Technol. 128,
624-632. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2012.11.013.

Song, C., Zhang, Y., Xia, X., Qi, H., Li, M., Pan, H., Xi, B., 2018. Effect of inoculation
with a microbial consortium that degrades organic acids on the composting efficiency of
food waste. Microbial Biotechnol. 11(6), 1124-1136. http://d0i:10.1111/1751-
7915.13294

Stentiford, E.l., 1996. Composting Control: Principles and Practice. The Science of
Composting. Springer, Dordrecht, pp. 49-59.

Tabatabai, M.A., 1982. Soil enzymes, in: Page, A.L., Miller, R.H., Keeney, D.R. (Eds.),
Methods of Soil Analyses, Part 2, Agronomy, second ed., vol. 9. Am. Soc. Agron, Madison,
Wis, pp. 903-947.

Tittarelli, F., Trinchera, A., Intrigliolo, F., Benedetti, A., 2002. Evaluation of organic
matter stability during the composting process of agroindustrial wastes, in:

Microbiology of composting. Springer, Berlin, Heidelberg, pp. 397-406.

Tuomela M., Vikman M., Hatakka A., Itavaara M., 2000. Biodegradation of ligninin a
compost environment: A review. Bioresour. Technol. 72(2), 169-183.
https://doi.org/10.1016/50960-8524(99)00104-2

USCC, 2001. Test methods for the examination of composting and compost. Second

edition. U.S. Composting Council, Bethesda, MD.

Vance, E.D., Brookes, P.C., Jenkinson, D.S., 1987. An extraction method for
measuring soil microbial biomass C. Soil Biol. Biochem. 19, 703-707.
https://doi.org/10.1016/0038-0717(87)90052-6.

Villar, 1., Alves, D., Garrido, J., Mato, S., 2016. Evolution of microbial dynamics during
the maturation phase of the composting of different types of waste. Waste Manag. 54,
83-92. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2016.05.011

Wang, H.Y., Fan, B.Q., Hu, Q.X,, Yin, ZW., 2011. Effect of inoculation with Penicillium
expansum on the microbial community and maturity compost. Bioresour. Technol. 102,
11189-11193. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.07.044.

Wei, Y., WU, D., Wie, D., Zhao, Y., Wu, J., Xie, X., Zhang, R., Wei, Z., 2019. Improved
lighocellulose-degrading performance during Straw composting from diverse sources
with actinomycetes inoculation by regulation the key enzyme activities. Bioresour.
Technol. 271, 66-74. https://doi.org/10.1016/].biortech.2018.09.081.

108



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 1 —J Environ Manage 248, 109312

Zang, X., Liu, M., Fan, Y., Xu, J., Xu, X., Li, H., 2018. The structural and functional
contributions of B-glucosidase-producing microbial communities to cellulose
degradation in composting. Biotechnol. Biofuels. 11, 51-64.
https://doi.org/10.1186/s13068-018-1045-8.

Zhang, J., Wang, J., An, T., Wei, D., Chi, F., Zhou, B., 2017. Effects of long-term
fertilization on soil humic acid composition and structure in black Soil. PLoS One, 12 (11),
e0186918. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0186918.

109



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 2 — Bioresour Technol 303, 122945

GRAPHICAL ABSTRACT

Raw
materials

composting ~ Thermal profile

Nitrogen fractions

Maturation
Phase

process
Com post
Diﬁzr‘*::'t?l"ltque and exclusjye orocesses an 4
proaucts that comply with ¢y rrant legislation
e
: W\ " Thermophilic Phase i
: 1 “esog‘“—\:\-\&?\laf%\"-j‘r%e *j;i ‘_’._ii‘i‘mlzgzse s
T coolingPha 4
Nk +# P
1 i Q/Q\A}gg <>$\+-‘— “@ #\‘— o
i . |

ARTICULO 2

110



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 2 — Bioresour Technol 303, 122945

ARTICULO II

Evaluating the influence of raw materials on the behavior of nitrogen

fractions in composting processes on an industrial scale.

Estrella-Gonzdlez, M. J., Lépez-Gonzalez, J. A., Suarez-Estrella, F., Lopez,
M. J., Jurado, M. M., Siles-Castellano, A. B., Moreno, J.

Publicado en Bioresource Technology (2020), 303, 122945.

Resumen: El nitrégeno es uno de los nutrientes mas importantes en el control de la
produccién primaria neta en los ecosistemas. En este sentido, seria légico pensar
gue las poblaciones relativas de microorganismos autdtrofos y heterdtrofos dentro
de una pila de compostaje dependen en gran medida de la relacion C/N disponible
para la comunidad microbiana. El éxito del compostaje como tecnologia ecoldgica
para la gestién de residuos orgdnicos ha permitido su implementaciéon en los
modelos actuales de economia circular. Sin embargo, el compostaje a escala
industrial a menudo muestra inconvenientes y peculiaridades. De este modo, dado
gue la transformacién de las fracciones de nitréogeno durante el compostaje es muy
compleja y el manejo inadecuado del proceso podria ir acompanado de pérdidas
significativas de nitrdgeno, este trabajo se ha centrado en el estudio de un grupo de
parametros fisicoquimicos y enzimaticos estrechamente relacionados con Ia
transformacién de las fracciones de nitrégeno durante el compostaje a escala
industrial En este trabajo, se realizé un andlisis comparativo de 15 instalaciones de
compostaje industrial en las que se procesaron diferentes residuos organicos
antropogénicos. Los resultados mostraron que el proceso de compostaje a escala
industrial no siempre evoluciona de manera estandar. Los parametros de monitoreo,
asi como la actividad enzimdtica, dependieron en gran medida de las materias
primas y estuvieron fuertemente vinculados a la transformacidn de las fracciones de
nitrégeno. Los resultados pusieron de manifiesto el hecho de que la heterogeneidad
y diversidad de las materias primas puede afectar a la evolucion del proceso y a la
calidad de los productos obtenidos. A pesar de ello, en todos los casos, la actividad
microbiana logré llevar a cabo un proceso de biotransformacién 6éptima,

obteniéndose productos que cumplen con los estandares de calidad agronémica.
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Abstract

Success of composting as an ecological technology for organic waste
management has allowed its implementation in the current circular economy
models. However, composting on an industrial scale often shows drawbacks and
peculiarities. In this work, a comparative analysis of 15 industrial composting
facilities was carried out in which different anthropogenic organic waste were
processed. Results showed that composting process on an industrial scale did not
always evolve in a standard way. Monitoring parameters as well as enzymatic activity
depended largely on the raw materials and were strongly linked to the
transformation of nitrogen fractions. Despite the heterogeneity of the processes and
raw materials, microbial activity managed to the optimal biotransformation,
obtaining products that comply with the agronomic quality standards. This work
represents a breakthrough in composting and provides new knowledge for better

management of this process on an industrial scale.

Keywords: agrifood waste; “alpeorujo”; sewage sludge; industrial composting;

nitrogen biotransformation
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Highlights

Composting on an industrial scale hinders the standardization of the processes
Evolution of protease and urease activities depended largely on the raw materials
PMN-K and lipase activities were linked to the transformation of nitrogen fractions
Raw materials determined the enzymatic pattern evolution of composting processes

Different materials evolve into biotransformed products that meet quality standards
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1. Introduction

Due to a great diversity of activities of anthropogenic origin, large quantities of
organic waste are generated and accumulated today. This excessive production requires
a proper management. In some cases, their elimination has been carried out through
incineration, which is a serious economic and environmental problem (Wei et al., 2019).
To address these and other environmental sustainability problems, the concept of
circular economy, although not entirely new, has recently gained importance. This is
evident in the comprehensive European circular economy package of December 2015
(Geissdoerfer et al., 2017; Malinauskaite et al., 2017), since in regards to the
management of organic waste, composting stands out as the alternative closer to the
previous economic model. However, one of the main problems arising from the
composting of anthropogenic organic waste on an industrial scale is the heterogeneity
of the starting materials, as well as the inadequacy of the starting conditions, or the
inappropriate practices related to the mixing of fresh materials. Therefore, although
composting is positioned as one of the most important tools for the future of biological
waste management (EU Waste Law, 2018), the application of unstable and immature
compost could release toxic substances, immobilize nitrogen in the soil and restrict the

growth of plants that compete for oxygen in the rhizosphere (Guo et al., 2012).

Taking into account the above, monitoring the composting process is essential to
obtain high quality products. So, the surveillance of the industrial processes is generally
based on the study of parameters that allow to control the proper evolution of the
process, while biological stability and maturity are generally evaluated in the final
product (Cesaro et al., 2019).

Traditionally, some compost parameters have been considered to successfully
evaluate the maturity and stability of the compost such as temperature, odor, color, C/N
ratio or cation exchange capacity (Barrena et al., 2008; Iglesias-Jiménez et al., 2008).
Nowadays, other parameters correlated with microbial biodiversity during composting
are being taken into account (Mondini et al., 2004; Ayed et al., 2007; Vargas-Garcia et
al., 2010).

Nitrogen is one of the most important nutrients that control net primary production
in ecosystems (Jones et al., 2004). In this sense, it would be logical to think that the
relative populations of autotrophic and heterotrophic microorganisms inside a
composting pile depend largely on the C/N ratio available to the microbial community
(Sepehri and Sarrafzadeh, 2018). Thereby, since the transformation of the nitrogen
fractions during composting is very complex and the improper management of the
process could be accompanied by significant losses of nitrogen (Bao et al., 2008; Zhu et

al., 2019), this work has focused on the study of a group of physicochemical and
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enzymatic parameters closely related to the transformation of the nitrogen fractions
during composting on an industrial scale, and how the heterogeneity and diversity of
raw materials could affect the standard evolution of them and the quality of the
products obtained. Thus, the following objectives are established: (i) observe the
evolution of the composting processes of organic remains of anthropogenic origin,
based on indicators of maturity and stability related to the dynamics of the nitrogenous
fractions (ii); establish the relevance of the enzymatic activity of microbial origin within
composting piles in relation to the biotransformation of the different nitrogenous
fractions and (iii) determine the possible differences or similarities between very
different industrial composting processes, clarifying the possible correlation between
physical-chemical and biological parameters related to the transformation of nitrogen

fractions.

2. Material and Methods
2.1. Sampling strategy

Samples were taken from 15 companies dedicated to the industrial stabilization of
organic matter from different raw materials and operating procedures. Three
companies dedicated to the composting of each of the following anthropogenic wastes
were selected: Vegetable Waste (VW), Urban Solid Waste (USW), Sewage Sludges (SS),
Agrifood Waste (AW) and olive mill waste named “Alpeorujo” (ALP). All of them were
located at the Southeast of Spain (Almeria, Granada, Murcia, and Jaen). Table 1 details

the operating conditions and the composition of the mixtures used in each installation.

Samples were collected in each facility at significant composting phases as follows:
mixture used for composting (Raw Materials, RM); material before reaching
thermophile temperatures (Mesophilic phase, MES); material at thermophile
temperatures (>50 °C) (Thermophilic phase, THER); material after the thermophilic
phase, when the temperature decreases to environmental values (Cooling phase,
COOL); material at the middle of Maturation phase (MAT); and Final Product (FP). Due
to the seasonality of the raw material, a total amount of 90 samples were collected from
November 2016 to November 2017. The entire sampling process took place on the same
day, in those facilities where work was carried out continuously, i.e., plant waste (VR),
sewage sludge (SS) and municipal solid waste (MSW). However, in those facilities where
agrifood waste (AW) and alpeorujo (OMW) were processed, work was done
discontinuously due to the seasonality of the raw materials. In this last case, the
sampling was performed when each specific composting process reached the

corresponding thermal phase.
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Composting piles had variable dimensions depending on composting method. Most
of them were about 3 m high, 7-15 m length and 4-5 m width. To collect representative
samples in each thermal phase of the processes, 300 g of each material were taken from
nine different locations, covering various depths and surfaces of the composting piles.
Three samples were taken superficially (0.5 m), other three were taken at a depth of 1.5
m and the last three as close as possible to the bottom of the piles. They were mixed in
equal amounts, to obtain a homogeneous and representative sample (approximately 3
kg) and, subsequently, they were divided into three parts to work on three analytical
repetitions. In the case of USW samples, all inadequate materials (plastic, glass, metal,
etc.) were removed manually, only the biodegradable fraction (organic matter) was
analysed. After sampling, materials were crushed in Moulinex Cousine Companion
HF800A13 (Moulinex, Barcelona, Spain) before analysis. The samples were immediately
stored in vacuum bags and frozen at -20 °C. These were thawed at room temperature
for 24 h before analysis. The parameters studied were: Moisture (M), pH, Electrical
Conductivity (EC), Organic Matter (OM), ashes (A), C/N ratio, N-NH4*, N-NOs’, Total
Proteins (TP), Loss of Nitrogen (N-Losses), Relationship N-NH4*/N-NOs" (Nitrification
Index, NI), Proteolytic Activity (PRO), Urease Activity (URE), Alkaline
Phosphomonoesterase Activity (PMN-K) and Lipolytic Activity (LIP) (see sections 2.2.,
2.3. and 2.4.). Based on the above, the experimental design used for this work resulted

in the analysis of 270 samples.
2.2. Monitoring parameters of the composting processes on an industrial scale

The temperature inside the piles was measured in situ with a long-handled PT100
temperature probe, according to the selected sampling points. When necessary,
temperature data were taken and provided by authorized company personnel, who had
previously received instructions. The moisture content was determined by drying at 105
°C for 24 h. The pH and the conductivity were analysed in a 1:10 (w/v) water extract.
Bulk density was measured according to the US Composting Council, (2001). Ash content
was calculated by ignition at 550 °C to a constant weight. On the other hand, organic
matter (OM) content was determined by subtracting percent ash content from one
hundred. Total carbon (C) and nitrogen (N) were determined in solid samples by dry
combustion at 950 °C using a LecoTruSpec C—N Elemental Analyzer (Leco Co., St. Joseph,
Ml, USA).
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Table 1. Characteristics of the industrial-composting processes
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H a
Organic Waste Code Method of composting Mixture for composting Time Temperature® (°C)
(months)
1 Open air- Turned windrows Mostly cucumber and zucchini crop residues: stalks, leaves 4 70
Veget?\k;\llt\a/)\Naste 2 Open air- Turned windrows Mostly cucumber, zucchini crop residues: stalks, leaves 4 60
3 Open air- Turned windrows Mostly pepper crop residues: stalks, leaves 3 65
1 in-vessel Turned windrows in bays Urban solid waste® 3.5 52
vt/JarSfen(fJosl\l/?/) 2 in-vessel Turned windrows in bays Urban solid waste® 4.5 55
3 in-vessel Tunnel composting (turning Urban solid waste 3 50
by endless screw)
1 Open air- Turned windrows Sewage sludge + straw (1:1 v/v) 3.5 48
Sewag(;ass)ludge 2 Open air Turned windrows Sewage sludge + pruning wastes (1:1 v/v) 3 50
3 in-vessel- Tunnel composting (turning Dried sewage sludge (1:2 v/v) 3 52
by endless screw)
1 Open air- Turned windrows Citric sludge® + palmtree prunings (1:3 v/v) 8 47
Agrlfczzsv\;\/aste 2 Open air- Turned windrows Cull tomatoes + tomato plant (stalks and leaves) 6 50
3 Open air- Turned windrows Citric sludge®+ pig slurry + palmtree prunings (3:1:1.5 v/v) 4 55
1 Open air -Turned windrows Alpeorujo + chicken manure + straw (20.2:3.6:1 w/w) 8 50
“Alpeorujo” (ALP) 2 Open air Turned windrows Alpeorujo + olive leaves + manure (12.5:3.5:1 w/w) 7 52
3 Open air Turned windrows Alpeorujo + manure + olive leaves (1:0.45:unknown w/w) 5 61
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2.3. Measurement of total proteins, N-NHa*, N-NOs", Nitrification Index (NI) and N-
losses during the composting processes on an industrial scale

For the measurement of nitrates, the wet sample was diluted 1:5 in distilled water.
It was incubated for 30 minutes at 200 rpm. After the incubation period, the samples
were filtered under vacuum. The resulting extract was used for the measurement of
nitrates with the Nitracheck 404 system (KPG, Products Ldt., Hove, United Kingdom). For
evaluation of ammonium content, the fresh sample was diluted 1:10 in distilled water
and incubated for 30 minutes at 200 rpm. After this period, the sample was filtered
under vacuum. To the supernatant, 0.1M MgSOs was added in a 1:10 ratio. The
ammonium concentration was measured using the reference electrode Ref. 5044
(HACH, Loveland, Colorado, USA) and the ammonium ISE Ref. HI4101 (HACH, Loveland,
Colorado, USA). The analysis of total proteins was carried out from an extract obtained
in the following way: 10 g of sample were mixed with in 40 mL of 0.5M K;SQOas, and
agitated at 200 rpm for 30 minutes. Final suspension was filtered through filter paper
and the total proteins were analysed with Folin Ciocalteau reagent according to the
method described by Herber et al. (1971).

The N-losses was estimated according to the following equation proposed by

Cayuela et al. (2006) and Jolanun and Towprayoon (2010):

N-losses (%) = 100 — 100 (A1 x N2) / (A2 x N1)

Where:
Aj=initial ash; A = final ash;
N1= initial N; N»=final N;

The Nitrification Index was calculated as the ratio of N-NH4*/ N-NOs™ (Bernal et al.,
1998).

2.4. Analysis of the enzymatic activities involved in the degradation of the nitrogen

fractions

Fresh material was used to perform the enzymatic analyses. Protease activity was
measured from the tyrosine derivatives generated from 1 g of sample after the
incubation with sodium caseinate for 1 h at 37 °C and the subsequent reaction with Folin
Ciocalteau reagent (Ladd and Butler, 1972). To determine Urease Activity, the method
described by Bremner and Mulvaney (1978) was used. Thus, 2 g of sample were
incubated in the presence of a basic solution of sodium hypochlorite and phenol with
nitroprusside, as a catalyst, at 37 °C for 1 h. Ammonia was estimated by the chromogenic
complex produced.
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The method described by Farnet et al. (2010) was used to quantify Lipase activity.
This activity was estimated from 0.5 g of fresh sample. The protocol was based on the
colorimetric estimation of the p-nitrophenol (PNP) formed by the hydrolysis of the p-
nitrophenil-laureate (pNPL) after mixing with the sample and incubating at 30 °C for 2 h.
PMN-K activity was carried out following the method described by Tabatai and Bremmer
(1969). In this protocol, Alkaline Phosphomonoesterase Activity was estimated using 0.5
g of sample. This reaction was based on the colourimetric estimation of the p-
nitrophenyl phosphate (PNPP) released by the hydrolysis of the p-nitrophenyl-B-D-
glucopiranoside (PNG) at 37 °C for 1 h. Spectrophotometric measurements of all
enzymatic activities were measured with an Eon Biotek model spectrophotomer
(Winooski, VT, USA) using 96-well microplates. Wavelengths used in these cases were
640 nm for protease and urease activities, and 400 nm for lipase and PMN-K activities.

2.5. Statistical analyses

Data obtained were subjected to statistical analysis using Statgraphics Centurion
XVL.I (StatPoint Technologies Inc., Virginia, USA). Analysis of variance (ANOVA) and
multiple comparison tests (Least Significant Difference Fisher Test) were performed to
compare mean values for the different factors and variables analysed (p < 0.05). A
Discriminant Analysis was used to assess the adequacy of the classification in groups on
the basis of the independent variables (Starting Material, Sampling Phase and
Replicates). Finally, the relationships between pairs of variables were analysed by a

Pearson correlation coefficient with a 99% confidence interval.
3. Results and Discussion
3.1. Monitoring parameters of the composting processes on an industrial scale

In this work, 15 companies dedicated to the industrial-scale composting of organic
wastes of anthropogenic origin were selected. The maximum temperature in the
thermophilic stage was observed for VW processes (65 2C) (Fig. 1a). For the rest of raw
materials, composting piles reached values between 50-55 2C in the thermophilic phase.
According to the EPA (2003), during the thermophilic phase of a composting process,
temperatures above 55 °C must be reached for at least 3 consecutive days in order to
achieve the sanitation of materials. Taking this criterion into account, it cannot be
emphatically affirmed that all the processes studied strictly comply with the thermal
requirements necessary for the sanitation of the materials. However, the size of
composting piles on an industrial scale does not always allow thermal data to be taken
correctly, which could result in lower temperature measurements than those
considered real within the piles. Anyway, the thermophilic temperatures remained

active for more than three consecutive days in all the processes.
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The reduction in moisture content value at the end of composting is a positive sign
of decomposition and compost maturity (Ameen et al., 2016). Based on the Spanish
regulation this parameter must be less or around than 40% (BOE 999/2017) at the end
of the composting process, criteria that met all the processes analyzed in this work.
Along the processes, the greatest moisture loss was observed in the USW processes
(85.54%) while in ALP the moisture loss was less than 33% with respect to the starting
materials (Fig. 1c, 1i). In the rest of the processes a loss of humidity was observed
between 52-62% with respect to the initial raw materials (Fig. 1a, 1e, 1g). Only in the
case of the USW compost, the humidity values were noticeably low in relation to the
rest of the samples (Fig. 1c). In all the cases, the moisture of the composts met the

requirements indicated in current legislation.

With regard to the organic matter (OM), the greatest loss occurred in samples of VW
and SS (OM loss near of 35%) (Fig. 1b, 1f). However, in all the processes, the requirement
imposed by the Spanish regulation (BOE 999/2017) was met since OM values were
around 40% (Fig. 1b, 1d, 1f, 1h, 1j). The C/N ratio tends to decrease due to the
mineralization phenomena of organic matter (Lopez-Gonzdlez et al., 2013) along the
composting process. Initially, a C/N ratio around 25-30 is considered optimal. However,
in this work, these initial values were only observed in the case of composting processes
made from USW (Fig. 1d), while the rest of processes showed initial C/N ratio values
lower than 20. According to Guo et al. (2012), the C/N ratio directly influences the
maturity of the product obtained. However, despite the no optimal C/N ratio detected
at the beginning of the different composting processes, it has been observed how the
final value of the C/N ratio is adjusted to that described in Spanish regulation (BOE
999/2017) for compost (C/N ratio around 15-20).

The pH analysis of the compost samples of the different piles showed a gradual
change from neutral to alkaline conditions, as described by Liu et al. (2011). In general
terms, pH values at the end of the processes were higher than those obtained in the
Raw Materials. Exceptionally, non-significant changes were detected from SS
composting processes (Fig. 1e). Evolution of pH values for VW, USW and SS composting
processes were similar to those obtained by Vargas et al. (2010). The pH value for ALP
was similar to the results obtained by Alburquerque et al. (2011). According to Wang
and Zeng (2017) during the composting of agrifood waste the pH could increase at the
end of the process due to the formation of NHs, being able to reach pH values around 8
or higher. These results agree with the results of this work in the case of processes

elaborated based on agrifood remains.
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Fig. 1. Control and monitoring of composting processes on an industrial scale. Temperature (),
Moisture (— --), pH (=), Conductivity (===), Organic Matter (----) and C/N ratio () throughout
composting made of VW (a-b), USW (c-d), SS (e-f), AW (g-h) and ALP (i-j). Values are the mean of nine
replicates. LSD values are indicated for each control parameter and raw material (Fisher LSD test at p <
0.05). VW: Vegetable Waste; USW: Urban Solid Waste; SS: Sewage Sludges; AW: Agrifood Waste; ALP:
Alpeorujo; T: Temperature; M: Moisture, EC: Conductivity; MO: Organic Matter.
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The EC reflects the salinity of several substrates and several authors describe it as a
good indicator of compost maturity (Liu et al., 2011). The highest values of EC
corresponded to vegetable waste based-compost (VW) (Fig. 1a). These values could be
due to the origin of the plant waste, since this type of material comes from intensive
horticultural systems, where an excessive mineral fertilization is usually applied (Song
et al., 2010). While the EC values decrease along the VW composting processes, this
parameter slightly increased in the rest of the composting processes. Yadav and Garg
(2011) and Liu et al. (2011) obtained the same results and indicated that the increase in
EC could be due to the release of different mineral ions and the mineralization of organic

matter.

3.2. Evolution of the soluble nitrogen fractions throughout the different composting

processes on an industrial scale

During composting, nitrogen is distributed between insoluble and soluble fractions.
The latter comprises a mixture of ammonium, NO;, NOs’, amino acids and peptides.
Proteolytic and ammonifying microorganisms prevail during the initial stages of
composting, giving rise to the release of ammonium and soluble proteins, while

nitrification predominates during the maturation phase (Guardia et al., 2010).

The results obtained for total proteins, N-NH4* and N-NOs are shown in Fig. 2a-e
based on each different raw material. The total proteins follow a pattern regardless of
the raw material used. However, in general terms, this parameter decreased until the
end of the process. The most pronounced decrease was observed in AW (Fig. 2d), where
the maximum value of total proteins were also observed. These results follow a trend

similar to that described by Lopez-Gonzalez et al. (2013).

On the other hand, there was a general increase in the N-NHa* concentration at the
end of the composting processes. This increase was progressive and constant for SS, AW
and ALP processes (Fig. 2c, 2d, 2e), showing a more irregular behavior in the case of VW
and USW processes. These values are within the same range of results obtained in
Lépez-Gonzdlez et al. (2013). According to Sdnchez-Monedero et al. (2001) the level of
N-NHa4* can be used, together with other parameters, as an indicator of the stability of
the compost. In this sense, low concentrations of N-NHs* must be detected in compost

samples considered as fully mature.

Generally, during the composting process, N-NOs"is found in higher concentrations
than N-NHs*. According to Tognetti et al. (2007), N-NOs values increases along the
composting process respect to the raw material. In Fig. 2a-e, the nitrate concentration

in the different composting processes was representative for each raw material. In the
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composting processes described in this work, it is worth noting a significant increase in
the fraction of N-NOs™ over time, although it was very noticeable in the case of the USW
(Fig. 2b), AW (Fig. 2d) and ALP (Fig. 2e) processes. In the case of the VW (Fig. 2a) and SS
(Fig. 2c) processes, the increase in this fraction was almost undetectable with respect to
the start of the process.

Fig. 2. Evolution of the soluble nitrogen fractions throughout the different composting processes: N—
NOs (), N-NHg4* (==) and Total proteins (— - —). Values are the mean of nine replicates. LSD values
are indicated for each soluble nitrogen fractions and raw material (Fisher LSD test at p < 0.05). VW:
Vegetable Waste; USW: Urban Solid Waste; SS: Sewage Sludges; AW: Agrifood Waste; ALP: Alpeorujo.
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Throughout the composting process, nitrogen losses can occur due to ammonia
volatilization and leaching phenomena (Zhang et al., 2016). Fig. 3 shows the percentage
of nitrogen loss in the different composting processes. According to Sanchez-Monedero
et al. (2001) the percentage of nitrogen loss depends on the initial composition of the
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raw material used. In this work, the largest nitrogen losses occurred at the maturation
phase in the VW (61%) and SS (65%) processes (Fig. 3a, 3c). These results are endorsed
by Sanchez-Garcia et al. (2015), whose study analysed different mixtures that show high
percentages of nitrogen loss. In the case of USW, AW and ALP processes, the greatest
losses were observed in the THER, COOL and MAT phases, respectively. During the most
advanced stages of maturation, nitrogen losses were less remarkable in USW and AW
processes. In these last cases, the decrease in nitrogen losses could be due to the
transformation of N-NH4" into N-NOs", avoiding losses due to ammonium volatilization
(Zhang et al., 2016), or even to the entry of new fresh materials (this last statement is
only a conjecture). Anyway, this last aspect would be a clear reflection of bad practices

in composting on an industrial scale.

Fig. 3. Nitrogen Loss (%) throughout the different industrial-composting processes. Values are the mean
of nine replicates. LSD values are independently shown for each raw material (Fisher LSD test at p <
0.05). VW: Vegetable Waste; USW: Urban Solid Waste; SS: Sewage Sludges; AW: Agrifood Waste; ALP:
Alpeorujo
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In recent years, many physical-chemical and biochemical parameters associated
with the composting process have been studied. This study has mainly sought to
combine different criteria with which to establish maturity and stability criteria for
compost. One of these criteria is based on the calculation of the N-NHs*/ N-NOs ratio
(nitrification index) to know the degree of maturity of the compost (Onwosi et al., 2017).
In this same work, it was tried that the nitrification, can be an index of maturity of the
compost, which should have a level as low as possible at the end of the composting
process. A nitrification index value is generally used to classify the compost as fully
mature (nitrification index of 0.5); mature (above 0.5 to 3.0) and immature (above 3.0).
According to this classification, final products derived from VW (0.396), USW (0.225) and
ALP (0.097) processes could be considered as fully mature composts, while those from
SS (1.016) and AW (0.716) processes could be considered as mature composts. However,
according to the stricter rules of Bernal et al. (1998) (N-NH4"/ N-NOs’, ratio < 0.16 means
fully mature products), only the products obtained from ALP processes could be

considered as fully mature compost.

3.3. Enzymatic activity involved in the transformation of the nitrogen fractions

during the composting processes on an industrial scale

Protease and urease activities take part in the process of nitrogen mineralization
during the composting process. Both of them hydrolyze nitrogen compounds into
ammonia, using low molecular weight proteins and urea as substrates, respectively (Liu
et al.,, 2011). In general, both activities tend to increase throughout the omposting
process, but their evolution can vary according to the starting materials. In Fig. 4 a-e,

these activities are represented for each different raw material.
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Fig. 4. Dynamics of Protease (—) and Urease ( ) activities throughout composting processes made
from VW (a), USW (b), SS (c), AW (d) and ALP (e). Values are the mean of nine replicates. LSD values are
indicated for each enzymatic activity and raw material (Fisher LSD test at p < 0.05). VW: Vegetable
Waste; USW: Urban Solid Waste; SS: Sewage Sludges; AW: Agrifood Waste; ALP: Alpeorujo
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The highest value of proteolytic activity was detected in the USW, AW and ALP
processes while the lowest one was reached in VW and SS samples (Fig. 4). Protease
activity increased over time except for SS and ALP processes where a remarkable
decrease occurred at the end of the composting process. The data obtained in Fig. 4 a-
d showed trends similar to those obtained by Jurado et al. (2014), while the evolution
observed in the ALP samples was similar to that obtained in some of the processes
studied by Cunha-Queda et al. (2007), in which the decrease in the protease activity was

associated with the origin of the raw material used.

In general, the urease activity reached the maximum value in the maturation phase,
except for the USW processes. The results of several investigations have been

contradictory regarding the behavior of urease activity during the composting process.
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Jurado et al. (2014) showed how the urease activity decreased throughout the
composting, while Vargas et al. (2010) and Sudkolai et al. (2017) observed that urease
activity increased over time in composting processes based on plant waste and sewage

sludge, supporting the results obtained in this work.

In addition to protease and urease activities, other enzymes are indirectly related to
the nitrogen cycle. Phosphatases catalyse the hydrolytic cleavage of phosphoric acid
esters. Depending on their pH optimum they are classified as alkaline or acid
phosphatases (Linhart and Walter, 1965). PMN-K is considered, together with acidic
phosphomonoesterase, one of the predominant phosphatases in most soils and
residues (Albrecht et al., 2010). Phosphatases are N-rich enzymes, which means that
there is a coupling between P and N cycles (Marklein and Houlton, 2012). PMN-K activity
showed an irregular behavior based on the different raw materials (Fig. 5 a-e). Results
indicated that the highest PMN-K values were detected during the bioxidative phase for
VW, SS and ALP processes (Fig. 5a, 5c, 5e), while this effect was detected during
maturation phase in the case of AW processes (Fig. 5d). Contrary to the above, PMN-K
activity did not vary significantly when USW were processed. This irregular behavior of
the PMN-K activity was supported by Jurado et al. (2014), who revealed peaks of this
activity in thermophilic phase and after, at the end of the process. On the other hand,
according to Cunha-Queda et al. (2007), this activity Increased at the end of the process
due to the nature of the raw material, as occurs with VW and AW samples (Fig. 5a, 5d),
while Albrecht et al. (2010) detected that the PMN-K activity trend declined as the
process progressed.Microbial lipases catalyze both hydrolysis and the synthesis of long
chain acylglycerols. In general, lipase production is influenced by the type and
concentration of carbon and nitrogen sources and other physicochemical parameters
(Andualema and Gessesse, 2012). In this work, lipase activity tended to decrease at the
end of the composting process. Jurado et al. (2014) and Cunha-Queda et al. (2007)
detected this same behavior. Only when the lipase activity was analysed in the ALP
processes an important increase was detected during the maturation phase (Fig. 5j). This
effect could be due to an accidental contribution of organic matter at the end of the

process.
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Fig. 5. Dynamics of PMN-K (a-e) and Lipase (f-j) activities throughout composting processes made from
VW (a), USW (b), SS (c), AW (d) and ALP (e). Values are the mean of nine replicates. LSD values are
indicated for each enzymatic activity and raw material (Fisher LSD test at p < 0.05). VW: Vegetable
Waste; USW: Urban Solid Waste; SS: Sewage Sludges; AW: Agrifood Waste; ALP: Alpeorujo
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In order to analyse in a global way the implication of the different enzymatic activities
in the biotransformation of the nitrogenous fractions, a Pearson correlation test including
the data derived from all the analysed samples was carried out. So, the temperature
factor was significantly correlated with nitrogen losses (R=0.2319), as well as with the
production of N-NOs" (R=0.2138). In addition, the greatest losses of nitrogen occurred in
parallel to the greater urease activity (R=0.4007) but contrary to the protease one (R=-
0.2814). On the other hand, the total protein content not only correlated negatively with
protease activity (R=-0.4986), but also with PMN-K and lipase (R = -0.2785 and -0.3152,
respectively), which supports the proximity of both activities with the N
biotransformation processes. Lipase was also negatively correlated (R=-0.4048) with the
nitrification index (N-NH4* / N-NOs’) and, consequently, with lower ammonia production
and higher nitrate production (R=-0.3936 and 0.2972, respectively). Although protease
and urease activities tend to increase throughout the composting process, it is clear that
their progress depends largely on the starting materials. In fact, both activities did not
correlate with each other when all the processes were analysed together. On the other
hand, despite the chaotic behavior of the PMN-K activity, the results showed an important
link between this activity and the two activities mentioned above, protease and urease,

although in the opposite direction (R=0.3006 and -0.3114, respectively).

To analyse globally the evolution and coherence of all the composting processes, two
discriminant analyses were performed (Fig. 6). In both cases, the parameters included in
the analysis were temperature, moisture, pH, organic matter, C/N ratio, conductivity,
protease, urease, PMN-K and lipase activities, N-NHs*, N-NOs’, total proteins, nitrification
index and nitrogen losses. Fig. 6a shows the general composting profile depending on the
succession of thermal phases. Two functions explained around 90% of the discrimination
in the results obtained. Data were located in two main groups: Bioxidative Phase | (RM +
MES + THER) and Maturation Phase (COOL + MAT + FP). Bioxidative, stabilization and
humification (maturation) phases appeared well separated (Fig. 6a). Likewise, the stage
in which the highest temperatures were reached (thermophilic stage) appeared clearly
defined and differentiated from the rest of the mesophilic stages (RM and MES). On the
other hand, the cooling stage (COOL) appears as a very limited transition period between
the bioxidative and maturation phase, as well as independent of the final products (FP).
Thereby, it could be concluded that there was a temporal coherence regarding the
evolution of composting processes, regardless of the starting materials (Fig. 6a). However,
when a discriminant analysis was performed based on the nature of the original organic
matter, two functions were obtained that served to explain up to 80% of the differences

between the different composting processes (Fig. 6b).
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Fig. 6. Discriminant analysis based on composting of different processes, taking into account the
distribution of principal thermal phases (Bioxidative Phase = RM + MES + THER; Maturation Phase =
COOL + MAT + FP) a), and the raw materials b). VW: Vegetable Waste; USW: Urban Solid Waste; SS:
Sewage Sludges; AW: Agrifood Waste; ALP: Alpeorujo.
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Surprisingly, although the processes elaborated from ALP and USW, showed a slight
overlap, the rest of the processes appeared in the discriminant graph as totally
independent groups. This fact confirmed the exclusive nature of composting processes

carried out with raw materials of different nature.

In view of the results obtained, it should be taken into account that certain control
parameters of the composting process, do not evolve in a standard way when it comes
to composting processes on an industrial scale, which could be related to the type of
raw material and the inappropriate conditioning of the initial mixtures. Consequently,
both aspects could influence the evolution of the enzymatic activities related to the
dynamics of the nitrogen fractions, since the behavior of these, in some cases, was
random and practically specific for each type of material. These results confirm what is
indicated in recent works (Estrella-Gonzalez et al., 2019), in which it is concluded that
very different and exclusive composting processes from the point of view of the starting
materials, can be uniform with respect to the evolution of the basic stages of the
composting process, obtaining compost that conform to the parameters previously

established at the legislative level.

4. Conclusions

It could be concluded that the basic parameters of monitoring and the evolution of
enzymatic activity depended largely on the raw materials, being strongly linked to the
transformation of the nitrogen fractions. However, despite the apparent lack of
parallelism between industrial composting processes performed with different
anthropogenic wastes, biotransformation occurred as expected in relation to the final
quality parameters. Therefore, despite the need to standardize composting practices on
an industrial scale, microorganisms fulfill their function and manage to biotransform
substrates of a very diverse nature, obtaining products that meet the agronomic quality

standards established at the legislative level.

Appendix A. Supplementary Material
The following are the Supplementary data to this article:
Supplementary data 1

Supplementary data 2
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Supplementary data 1. Physical-chemical and enzymatic characterization of samples from composting processes based on raw materials of different origin.

Organic Waste Sampling Temperature Moisture (%) pH OM (%) CIN Conductivity (mS/cm) Protease (umol/g h) Urease (umol/g h) PMN-K (umol/g h) Lipase (umoligh)  N-NH," (%) N-NO3- (%) Total Protein (%) N-losses

RM  1950%210 8594'+0.13 810°+0.20 74.06°+0.48 12.63" +0.14 16.78° £ 0.74 0.02* + 0.00 0.09" + 0.00 26.23" + 6.47 1.33" + 0.04 0.01°+0.00  0.17°+0.01 1.78°+0.07  0.00°#0.00

MES 36.67°+167 77.05+0.24 843°+0.02 70.33°+0.61 14.18" + 1.13 9.27° +0.86 0.05” +0.00 0.06” + 0.00 20.97°+5.23 0.64° + 0.03 0.02°+0.00  019°+001  226°+027 34.77°+2.80
Vegetable THER  65.00%2.89 46.97"+0.42 5.57°+0.06 69.35° +0.30 15.45" + 0.19 16.52°+ 0.75 0.12 +0.02 0.05% + 0.01 15.60% + 0.43 0.36" + 0.03 0.0°+0.00  0.19°+0.00 179°+015  42.74"+4.11
Waste (VW) cooL 28.67°+1.86 53.42°+055 6.93°+0.01 63.20°+2.19 15.05" +0.13 11.02° +0.93 0.11°°+ 0.03 0.08% + 0.01 10.00° + 0.75 0.15% + 0.02 0.05°+0.00 0.12°+001  248°+0.25  47.61°+6.66
MAT  3L67°+7.26 43.92°+0.13 8.87°+0.06 58.85° +0.98 12.34*+0.10 8.11° + 0.45 0.30Y £ 0.01 0.10° + 0.00 10.37° +0.99 0.67°+0.10 0.04°+0.0 0.07*+0.01 102°+0.22  46.89°+2.94

FP 26.67°+6.67 41.05°+055 9.18'+0.04 48.43°+0.92 11.73°+0.18 8.48° +0.08 0.18° + 0.04 0.15 + 0.02 22,28+ 1.79 0.43° + 0.04 0.05°+0.00  0.16°+0.05 106°+0.09  62.42°+0.82

RM  21.00°+056 78.19°+2.69 5.16°+0.03 74.73° + 0.08 28.47° +0.30 3.98°+0.85 0.28° + 0.03 0.05° + 0.01 25.05% + 3.60 4.12° +0.89 0.00°+0.00  0.03%+0.00 1.27° +0.08 0.00° + 0.00

MES  20.00°+121 17.73°+244 7.84°+0.10 66.26°+ 1.16 20.16"+ 0.62 4.63° +0.54 1.24° +0.08 0.60°+ 0.09 2056 + 1.70 0.63" +0.11 0.07°+0.01  0.14°+0.01 0.59°+0.04 830" +353
UrbanSolid ~ THER  52.33°+1.45 36.70°+3.47 8.43°+0.02 54.14°+1.05 14.03° +0.24 6.10° + 0.82 0.38% + 0.01 0.17% +0.03 28.68° + 5.31 1.73" +0.26 0.03+0.01  0.15°+0.01 0.62°+0.02  17.77°+5.45
Waste (USW)  cooL  2567°+0.67 21.07°+4.95 8.12°+0.17 57.60° +0.75 15.76°+ 0.79 4.30° + 0.41 0.60° + 0.07 0.20° + 0.05 42.99" +7.92 111°+0.17 0.05%+001  007°+0.02  054°+002  14.67°+252
MAT 2833 +833 13.05°+0.15 8.64"+0.01 51.88°+0.92 12.09° + 0.10 6.15" +0.32 1.23°+0.05 0.21° +0.02 1973+ 0.89 3.50° +0.35 0.04+0.00  0.18"+0.01 0.46°+0.03 1515 +1.92

FP 20.00°+1.45 11.31°+0.16 8.66°+0.04 53.91°+0.40 11.79°+0.18 4.97° +0.47 1.60° +0.10 0.23°+0.05 2235 +2.15 3.09° +0.29 0.04°+000  0.20°4002  060°+002  812°+048

RM  20.33'+0.33 8187°+0.56 7.95°+0.07 71.97°+0.42 9.29°+0.19 3.02° +0.03 0.19% + 0.03 0.13*+0.01 7.11941.20 1.07° +0.15 001°+0.00  008°+001  2.04°+0.20 0.00° + 0.00

MES  28.83°+0.60 67.09%+249 8.47°+0.02 58.05°+0.09 7.32°+0.04 415 +0.17 0.23° +0.06 0.16* + 0.03 2.85" +0.25 0.37° +0.10 002°+0.00  0.08*°+001 213°+028  31.03°+188

Sewage Sludges THER  50.00°+1.15 73.68° +356 8.59%+0.01 57.18° + 0.65 8.42°+0.04 3.95% + 0.54 0.31° + 0.05 0.56° + 0.29 4.14°+ 0,52 0.79°+0.21 002°+000  007°+001  234°+047  41.49°+257
(S9) COOL 31.67°+0.88 38.23°+2.81 8.62°+0.03 49.40° +0.09 8.24°+0.17 2.20° £ 0.10 0.22° +0.02 5.98° + 0.27 0.43" +0.05 0.05” +0.01 0.06°+0.01  0.10+0.01  119°+0.06  56.47°+1.87
MAT  26.27°+0.67 35.74°+0.48 8.27°+0.06 53.38°+0.22 6.75+ 0.07 3.56™ +0.14 0.39°+ .05 1.56° +0.11 2.20° +0.52 0.02 + 0.00 010°+0.01  0.10°+0.01 128+0.06  39.84°+1.33

FP 21.30°+0.89 30.80°+0.30 7.72°+0.02 47.19°+0.42 8.92° +0.02 4.67° +0.05 0.06° + 0.00 2.05° +0.02 2.39°+0.23 0.04% + 0.00 008°+001  0.08°+000 104°+0.07  63.86°+0.96

RM  16.94°+0.98 65.59°+1.63 6.67°+0.06 62.51°+0.12 16.66° + 0.38 2.82% +0.07 0.09° + 0.01 0.11° + 0.00 5.22° +0.28 0.51° + 0.14 0.06°+0.00  0.06°+0.01 3.24° £ 0.02 0.00° + 0.00

MES  28.40°+2.07 66.60°+1.82 7.41°+0.05 72.95°+3.42 19.16° + 0.33 2.07°+0.14 0.50° + 0.05 0.08% +0.01 3.62°+ 0.63 2.14°+0.25 0.05°+0.00  0.06°+0.01 217°+026  4.97°+1.14
Agrifood Waste  THER ~ 50.54% +2.43 4557°+240 8.44°+0.01 66.96°+1.32 17.74°+0.18 2.34% +0.04 0.55% + 0.07 0.06° + 0.02 2.82°+0.10 0.32° + 0.07 004°+000  0.05+0.00  093*+005  14.99°+753
(AW) COOL  32.98°+1.68 33.16°+1.35 8.60°+0.02 50.64°+0.47 12.51°+ 0.02 3.24°+0.28 1.63° + 00.09 0.14°+ 0.02 25.02° + 1.61 0.53*+0.10 007°+0.00  0.05+0.00  0.87°+0.06  22.72°+0.72
MAT  2577°+1.93 3515°+0.44 872°+0.02 52.73°+0.20 12.69° + 0.33 3.08% +0.12 0.38° + 0.07 0.06° + 0.01 16.87°+ 0.84 0.50° + 0.05 009°+000  022°+0.02  099°+009  12.38°+559

FP 20.30°+0.51 30.46°+0.35 8.67°+0.00 52.10°+0.86 11.83°+0.41 2.72° £0.16 0.73°+0.08 0.237 +0.00 12.99°+0.24 0.75°+0.18 0.089+0.00  0.12°+0.02 100°+0.05  513%+212

RM  19.87°+0.67 6248 +0.19 552 +0.11 74.85°+ 1.68 19.02° + 0.87 3.05% +0.19 1.33° +0.19 0.06° + 0.00 9.17°+0.26 0.38°+0.03 0.00°+0.00  0.05°+0.01 1.39°+0.03 0.00° + 0.00

MES 2477 +1.03 57.33°+0.73 591°+0.26 73.52°+0.21 19.96" + 0.23 4.47°+0.28 0.60” +0.04 0.30° + 0.09 3.58% + 0.57 2.45° +0.25 0.01°+0.00  0.06°+0.01 0.94° + 0.04 6.14° + 2.88

Alpeorujo THER  54.33"+3.38 51.17°+1.12 6.15°+0.01 75.60°+0.51 23.97°+0.46 3.96% +0.19 0.97" +0.31 0.16” + 0.05 49.00° + 19.35 3.61° +0.14 0.01°+0.00  0.09°+0.02 102°+009  1517°+1.07
(ALP) COOL  49.00%+551 48.01°+1.65 9.17°+0.05 60.07°+0.38 14.82° + 0.10 3.86™ +0.48 0.75® + 0.05 0.52° + 0.06 12.31°  0.00 0.83*+0.30 002°+000  029°+0.01  0.90°+003  32.98°+0.74
MAT  33.33°+6.67 5163 +043 9.28°+0.04 55.90°+0.26 14.46°+ 0.16 2.43°+0.10 0.43*+0.05 0.34° + 0.07 8.50° + 0.59 3.12° +0.88 0034000  032°+002  0.78°+001  41.76%°+1.05

FP 40.00%+0.93 42.01°+1.52 9.46°+0.02 60.23" + 1.38 15.65° + 0.30 3.55™ +0.23 0.37°+0.15 1.47°+0.10 3.62° + 0.9 7.28°+ 0.44 0.03°+0.00  0.26°+0.01 0.63+001  32.35°+461

132



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 2 — Bioresour Technol 303, 122945

Supplementary data 2. Pearson table showing positive (light grey) or negative (dark grey) correlations

between the different analyzed parameters (all data included in the table are significant at p < 0.01).
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ARTICULO Il

Uncovering new indicators to predict stability, maturity and
biodiversity of compost on an industrial scale.

Estrella-Gonzalez, M. J., Suarez-Estrella, F., Jurado, M. M., Lopez, M. J.,
Lopez-Gonzalez, J. A., Siles-Castellano, A. B., Mufioz-Mérida, A.,

Moreno, J.

Publicado en Bioresource Technology (2020), 313, 123557.

Resumen: Actualmente, el estudio metagenémico del proceso de compostaje ha
cobrado gran importancia, ya que ha permitido identificar la existencia de
microorganismos que, hasta ahora, no habian sido aislados durante el proceso
mediante técnicas tradicionales, solo del 1 al 10% de los microorganismos son
cultivables. Sin embargo, todavia es complejo determinar qué bioindicadores
podrian revelar el grado de madurez y estabilidad de un compost particular.
Tradicionalmente, la caracterizacion fisicoquimica y enzimdatica del proceso de
compostaje ha servido de base para evaluar la estabilidad y el grado de maduracién
del compost. La evolucidon de varios parametros, como la relacion C/N, relacion
humicos/fulvicos, relacion amonio/nitrato, indice de germinacion, consumo de
oxigeno (ATs o DRIs), asi como las actividades de deshidrogenasa, glucosidasa,
fosfatasa, esterasa, proteasa o ureasa, se han tenido tradicionalmente en cuenta al
establecer el grado de estabilidad y madurez de un compost particular. De este
modo, el objetivo principal de este trabajo fue demostrar la posible correlacién entre
los pardmetros tradicionales de madurez y estabilidad del compost, con otros
indicadores de biodiversidad en productos altamente heterogéneos procedentes de
procesos de compostaje a escala industrial. Los resultados demostraron la enorme
influencia de las materias primas en la caracterizacion de los productos obtenidos.
Aun asi, se establecieron relaciones importantes entre los indices Chaol y Shannon,
y ciertos parametros relacionados con la madurez, estabilidad y toxicidad de las
muestras, asi como el indice de nitrificacion, la tasa de humificacion, el contenido

fendlico, el indice de germinacion o el consumo de oxigeno.
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Abstract

Currently, the metagenomic study of the composting process has gained great
importance since it has allowed the identification of the existence of microorganisms
that, until now, had not been isolated during the process by traditional techniques.
However, it is still complex to determine which bioindicators could reveal the degree
of maturity and stability of a particular compost. Thereby, the main objective of this
work was to demonstrate the possible correlation between traditional parameters
of maturity and stability of compost, with other indicators of biodiversity in products

highly heterogeneous from composting processes on an industrial scale.

The results demonstrated the enormous influence of the raw materials in
characterizing the products obtained. Even so, important relationships were
established between the Chaol and Shannon indexes, and certain parameters
related to the maturity, stability and toxicity of the samples, such as nitrification
index, humification rate, phenolic content, germination index or oxygen

consumption.
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Industrial compost; biodiversity; stability; maturation; respirometric index
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Highlights

Heterogeneity of composting process hinds the establishment of bioindicators
Biodiversity and respirometric index affect phytostimulant power of compost
Phenolic content and nitrification index could impact compost biodiversity
Compost biodiversity is greater the lower the activity of xylanase

Different raw materials evolve similar products by different bioestrategies
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1. Introduction

Composting is an aerobic biotransformation process of organic matter, which occurs
under controlled conditions of humidity, temperature and aeration. In recent years, due
to environmental problems related to the generation and accumulation of
anthropogenic wastes, composting has become an effective, ecological and sustainable
alternative, aimed at the re-valorization of organic waste of enormous agronomic value
(Tittarelli et al., 2002; Onwosi et al., 2017).

Some authors have reported that the proper transformation of organic matter and
the quality of the final compost depends on the qualitative and quantitative composition
of microorganisms associated with composted materials (Pepe et al., 2013). However,
deep knowledge of the microorganisms that form a compost pile is not an easy task
because of culture medium limitations (Chandna et al., 2013).

Traditionally, physicochemical and enzymatic characterization of composting
process have served as a basis for assessing the stability and the degree of compost
maturation. The evolution of several parameters, such as the C/N ratio, humic/fulvic
ratio (lglesias-Jiménez and Pérez-Garcia, 1992), ammonium/nitrate ratio (Bernal et al.,
1998), germination index (Emino and Warman 2004), oxygen conpsumption (ATs or
DRlz4) (Barrena-Gémez et al., 2006), as well as dehydrogenase, glucosidase,
phosphatase, esterases, protease or urease activities (Tiquia, 2002), have been
traditionally taken into account when establishing the degree of stability and maturity

of a particular compost.

Metagenomic study of the composting process has gained great importance since it
has allowed us to know the existence of microorganisms that until now had not been
isolated in this process through traditional techniques. In the last decades, several works
have correlated the succession of microorganisms, organic matter degradation, and
functions of microorganisms during composting processes using genomic sequencing,
and phylogenetic analyses of microbial communities (Langarica-Fuentes et al., 2014,
2015; Wang et al., 2018). However, no previous research has attempted to determine
which biodiversity microbial indicators reveal both a successful composting and an

optimal-stabilized and mature compost.

Given the problem raised above, the main objectives of this work were (i) to
characterize the products derived from 15 composting processes on an industrial scale
from different anthropogenic organic wastes from a physical-chemical and enzymatic
point of view; (ii) to demonstrate the relationship between physicochemical and

enzymatic parameters, and microbial bioindicators (Shannon and Chao1l); and (iii) to
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determine the influence of raw materials on the biodiversity degree of compost on an
industrial scale and the potential relation between stability, maturity and biodiversity.

2. Material and methods
2.1. Sampling strategy

Samples were taken from 15 companies dedicated to the composting of different
raw materials. The main criteria to select those companies was the starting materials
used. So, 15 full-scale composting facilities operating in the Southeast of Spain were
contacted. The entire sampling process took place in one day in facilities working in
continuous, i.e. Vegetable Waste (VW), Urban Solid Waste (USW) and Sewage Sludge
(SS). In the case of Agri-food Waste (AW) and Olive Mill Waste or “Alpeorujo” (ALP)
facilities, due to the seasonality of the raw material, sampling was performed when the
specific composting phases were reached

A total amount of 45 samples (5 input wastes, three facilities per waste and one
composting phase for each) were collected from November 2016 to November 2017.
During each stage, a sample of nine different locations (300 g of each site) was taken, so
that all possible areas were covered. These samples were mixed to obtain a
representative and homogeneous sample (approximately 3 kg). For analytics, each
sample was divided into three parts. In the case of USW samples, all inappropriate
materials (plastic, glass, metal, etc.) were removed manually. After this, samples were
crushed in a food processor (Moulinex Cousine Companion HF800A13) and then
immediately stored in vacuum bags and frozen at -20 °C. They were defrost at room

temperature for 24 h before analysis.
All analyses were performed in triplicate.
2.2. Monitoring parameters

To test the quality of the compost samples, four basic physical-chemical parameters
were analyzed based on Spanish current legislation (BOE 999/17). Moisture (M) was
determined by drying at 105 °C for 24 h. OM content was evaluated by determining the
weight loss by ignition at 550 °C. Total nitrogen (TN) and total carbon (TC) were
determined in solid dry samples by combustion at 950 °C using a LecoTruSpec C-N
elemental analyzer (Leco Co., St. Joseph, MI, USA), and then C/N Ratio was calculated.
Temperatures reached in the thermophilic phase was measure on-site by a long-handled
(50 cm) PT100 probe. The thermophilic temperature data was provided by the 15
collaborating companies, when thermal peaks were reached in the bioxidative phase of
each composting process.
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2.3. Maturity parameters

Humic fractions were obtained by the modified method of Cavani et al. (2003). 2 g
of sample were incubated 48 h at 65 °C and 120 rpm with 100 mL of 0.1 M NaOH and
0.1 M NasP;07 x 10 H;0 in a thermostatic water bath. The extracts were centrifuged 10
min at 10,000 rpm, and then the supernatant filtered using a 0.8 mm cellulose acetate
filter (standard MF-Millipore membrane, EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA,
2013). This filtered solution constituted the total extractable carbon. Fractioning
methodology of Ciavatta et al. (1990) was applied to separate humic (Cua) and fulvic (Cra)
acids through polyvinylpyrrolidone. Total organic carbon from all fractions was analyzed
by combustion in a TOC analyzer (TOC-VCSN, Shimadzu, Japan). The Humification Rate

was calculated:
HR = ((Cha + Cra) / TC) x 100
where:
Cha: Organic carbon from humic acids (%)
Cra: Organic carbon from fulvic acids (%)
TC: Total Carbon (%)

Samples were diluted 1:5 in distilled water to evaluate nitrate content (N-NOs".
Suspensions were incubated for 10 min at 20 rpm. After the incubation period, the
samples were filtered under vacuum. The resulting extracts were used for nitrate
measurement using the system Nitracheck 404. On the other hand, to evaluate
ammonium content (N-NH4*), fresh samples were diluted 1:10 in distilled water.
Suspensions were incubated and filtered under the same conditions above cited. 0.1 M
MgS0O4 was added to the supernatant in a 1:10 ratio. The ammonium concentration was
measured using a reference electrode (Reference no. 5044, HACH, Loveland, Colorado,
USA) and an ammonium ion-selective electrode (Reference no. HI14101, HACH, Loveland,
Colorado, USA). Nitrification Index was expressed as the relation between ammonium /

nitrate content (Bernal et al., 1998).
2.4. Stability parameters

Phenolic acids were extracted in sodium pyrophosphate (NasP.07) following the
method described by Morita (1980) and quantified as previously described by Marambe
and Ando (1990). It was measured at a wavelength of 725 nm in a multiwell

spectrophotometer (Eon-Biotek).
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According to Zucconi et al. (1981), phytotoxicity tests were performed using
watercress seeds (Lepidum sativum L.). Compost was mixed with water to reach a
moisture content equivalent to 65%. After 30 min, a 10% aqueous extract was obtained
and filtered through a 0.45 mm pore size membrane. Four mL of the filtrate were added
to square Petri dishes (12 x 12 cm) with 25 seeds of L. sativum located on a sheet of filter
paper as a support. Four replicates were used for each sample providing a total of 100
seeds. The same procedure was performed using distilled water instead of compost
extracts (control seeds). Plates were placed in a growth chamber at 25 °C for 48 h in the
dark. After this period, germination percentage and root lengthening were measured,

and finally, Germination Index (Gl) calculated based on the following formula:
Gl =((G% x L) / (Ge% x Lc)) x 100
where:
G%: Germination percentage from seeds exposed to compost extracts
L: mean of root lengthening from seeds exposed to compost extracts
Gc%: Germination percentage from control seeds exposed to distilled water

Lc: mean of root lengthening from control sample exposed to distilled water

To analyze the biodegradability of the samples, a modified methodology describes
by Barrena et al. (2009) and Ponsa et al. (2010) was applied. 100 g of each compost was
placed in a reactor after adjusting the humidity to 50%. Each reactor consisted of a PVC
container (30 cm x 10 cm), at whose base a 2 mm diameter pore metal net was arranged
to support the material and to provide an air distribution chamber. This system was
continuously submerged in a water bath at 37 °C. Airflow in the reactors was adjusted
by means of an air flow controller (Bronkhorst Hitec, The Netherlands). Air was passed
through a humidifier at the same temperature of the reactor to avoid water losses and
moisture changes. Exhaust air from the reactors was sent to an oxygen sensor
(Alphasense Ltd., Essex. CM77 7AA UK) prior dehumidification in a water trap.
Biodegradability of the samples was evaluated by measuring the total oxygen consumed
throughout 4 days after overcoming the delay lag phase (AT4) (Adani et al., 2001).

Results were expressed as g 02 Kg* MO hL.
2.5. Enzymatic parameters

B-glucosidase (GLUC), lipase (LIP) and phosphomonoesterase (PMN-K) activities
were estimated by a colorimetric method at a 400 nm wavelength in an Eon-Biotek
multiwell spectrophotometer. Method described by Tabatabai (1982) was used to

determine B-glucosidase activity, by measuring p-nitrophenol released from p-

146



Maria José Estrella Gonzdlez 4 Resultados — Articulo 3 — Bioresour Technol 313, 123557

nitrophenyl-B-D-glucopyranoside hydrolyzed for 1 h at 37 °C. Lipase activity was
estimated by the method described by Farnet et al. (2010). In this case p-nitrophenyl
laureate was hydrolyzed for 2 h at 30 °C releasing p-nitrophenol. Protocol to determine
alkaline phosphomonoesterase activity was described by Tabatai and Bremmer (1969),
in which p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside was hydrolyzed for 1 h at 37 °C releasing
nitrophenyl phosphate.

Determination of cellulose (CEL), amylase (AMY) and xylanase (XYL) activities were
based on the colorimetric estimation of glucose released at a 550 nm wavelength in a
96-well multiplate (Eon-Biotek). To detect cellulase activity, samples were incubated
during 2 h at 37 °C in presence of substrate (1% carboxy methyl cellulose in 50 mM
sodium acetate buffer, pH 5), as described Libmond and Savoie (1993); in the case of
amylolytic activity the reaction lasted 24 h at 35 °C in presence of substrate (1% soluble
starch in 0.5 M phosphate buffer, pH 5.5), according to the method of Mishra et al.
(1979). Xylanolytic activity was determined at 30 °C for 30 min in presence of substrate
(1% xylan solution in 50 mM citrate-phosphate buffer, pH 6.5) following the method
described by He et al. (1993).

Ureolytic (URE) activity was measured following the method described by Bremner
and Mulvaney (1978). 2 g of sample was incubated during 1 h at 37 °C in a solution of
sodium hypochlorite and phenol with sodium nitroprusside as catalyst. The released
ammonia was determined by measuring the chromogenic complex formed at 640 nm
wavelength. In the case of protease activity (PRO), the method of Ladd and Butler (1972)
was applied. 1g of sample was incubated in sodium caseinate during 1 h at 37 °C. After
reaction with the Folin Ciocalteau reagent, colorimetric estimation was performed at

700 nm in a 96-well multiplate.
2.6. Library preparation and sequencing.

DNA extraction was performed with the DNA isolation kit DNeasy PowerSoil
(Qiagen). A total of 45 samples corresponding to 15 treatment plants were processed x
1 samples x 3 repetitions. Bacterial DNA for sequencing was amplified by PCR, using
primers Bakt 341F and Bakt 805R, by Supreme NZYTaq 2x Green Master Mix (NZYTech)
and with the following cycle conditions: 5 min at 95 °C, continued for 25 cycles from 30
s to 95 °C, 30 s to 50 °C, 30 s to 72 °C, and a final step of 10 min at 72 °C. Secondary
amplification was performed to link the index sequences that were required to multiplex
different libraries. It was performed with identical conditions, but only 5 cycles and 60

°C as annealing temperature.

For the preparation of the fungal library, a fragment of the ITS2 fungal region of
approximately 300 bp was amplified using the ITS86F primers and ITS4 of Supreme
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NZYTaq 2x Green Master Mix (NZYTech) and with the following cycle conditions: 5 min
at 95 °C, continued for 35 cycles 30 sat 95 °C, 30 s at 47 °C, 30 s at 72 °C, and a final step
of 10 min at 72 °C.

In both cases, a secondary amplification was made to join the index sequences which
were required for multiplexing different libraries. It was carried out with identical
conditions, but only 5 cycles and 60 2C as annealing temperature. Negative controls
were included in primary and secondary amplifications using ultrapure water and the

purified PCR product from the primary amplification, respectively.

The library products previously obtained were processed in agarose gels stained with
GreenSafe (NZYTech) to confirm the absence of nonspecific amplification and verify the
size of the library. Then, these products were purified using Mag-Bind RXNPure Plus
magnetic beads (Omega Biotek). The final DNA concentration per sample was measured
with a Qubit dsDNA HSAssay assay (Thermo Fisher Scientific). Samples were mixed in
equimolar amounts and sequencing was performed in a MiSeq PE300 run (lllumina) in

AllGenetics & Biology SL (La Coruia, Spain).
2.6.1. Metagenomic data and biodiversity indicators

The raw data set were separated based on the sample-specific barcodes and deleted
the indices and sequencing primers. The quality of the demultiplexed FASTQ files was
verified by FastQC software. Paired-end assembly of the R1 and R2 reads was performed
with FLASH. CUTADAPT software 1.3 was used to eliminate sequences below 300 nt
which did not contain the PCR.

Data files were analyzed using “Quantitative Insights into Microbial Ecology” (QIIME)
v1.9.0 software (Caporaso et al. 2010). Low abundance of OTUs (below 0.5%) of each

sample was removed to correct the index jumping phenomenon.

The sequences were taxonomically assigned using the open-reference approach in
QIIME. The OTU picking was run using the Silva_128 Database for bacteria and Unite for
fungi. Each OTU was assigned to a microbial taxon using the UCLUST algorithm with a
confidence threshold of 97%. Singletons and OTUs with less abundance were excluded
from the analysis. Low abundance of OTUs (below 0.05%) of each sample was removed
to correct the index jumping phenomenon. Alpha diversity index was calculated from

rarefied samples, using Shannon index for diversity and Chao1l index for richness.
2.7. Statistical analyses

Physico-chemical and enzymatic data obtained were subjected to statistical analysis
using Statgraphics Centurion XVIII.I (StatPoint Technologies Inc., Virginia, USA). Analysis

of variance (ANOVA) was performed to compare mean values for the factors analyzed
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(Raw materials and Facilities) (p < 0.05). A Discriminant Analysis was used to assess the
adequacy of the classification of the samples in groups of raw materials on the basis of
physico-chemical and enzymatic variables. Relations among the different physical-
chemical and enzymatic parameters were analyzed using principal component analyses,
while correlations between those and biodiversity indexes were stablished by Pearson

test at 95% confidence level.
2.8. Data availability

Sequences are stored in the MG-RAST public repository, available by Accession
Number mgp94523. The whole datasets generated and analyzed during the current

study are available from the corresponding author on reasonable request.

3. Results and Discussion
3.1. Physico-chemical parameters: maturity, stability and toxicity

Concerning the products obtained from the 15 composting processes surveilled in
this work, Table 1 shows the main physical-chemical parameters analyzed to determine
maturation level of samples. It should be noted that all the compost analyzed derived
from composting processes in which a sufficient sanitation temperature was reached
during thermophilic phase. The average of thermophilic temperature for each
installation complied with the recommendations of the Environmental Protection
Agency (EPA, 2003). The highest average temperature was reached in the process
performed from plant waste (VW) (60-70 °C). In the rest of the composting facilities, the

average temperature in the thermophilic phase ranged around 50 °C.

Both moisture, C/N Ratio and OM are parameters included in the Spanish regulation
(BOE 999/17) to determine basic quality compost. According to this regulation, in
general, a compost suitable for use must have less than 40% humidity, a C/N Ratio less
than 15-20 and an OM percentage greater than 35%. In accordance with these criteria,
all the compost analyzed in this work met the basic quality parameters, with some
exceptions indicated below. The USW3 and ALP3 products showed higher humidity
values than expected (50.95 and 52.68%, respectively). Only the SS2 sample showed
values below 35% organic matter (26.09%), while USW3 was the only compost that
showed a C/N Ratio higher than 20 (data not shown).

When the products were analyzed statistically according to the nature of raw
materials, the results revealed a greater homogeneity of the samples (Table 1).
Therefore, no significant differences were observed in terms of moisture and organic

matter content, although the USW and ALP compost stood out in relation to the C/N
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Ratio, which could be due to the characteristics of the original materials, or even to the
hasty completion of composting processes.

Table 1. Monitoring and maturation parameters. Moisture (M), Organic Matter (OM), C/N ratio, Cua/
CraRatio, Humification Ratio (HR) and Nitrification Index in final compost from 5 types of organic waste.
Values followed by same letters are not significantly different (P < 0.05) according to Fisher’s LSD test.
Vegetable Waste (VW), Urban Solid Waste (USW), Sewage Sludge (SS), Agro Waste (AW) and
“Alpeorujo” (ALP).

. Moi M N
Organic oisture  Organic Matter ¢/ Cha/Cra HR Nitrification Index

Waste (%) (%) Ratio
VW 28.74% 50.45% 12.24*°  0.97** 14.90° 0.36%°
Usw 22.64° 51.87% 16.62b  1.30b  7.96° 0.43°
SS 31.84% 41.15° 10.92*  1.40*° 12.57° 0.80°
AW 40.43° 58.42° 11.832 0.71* 11.67%® 0.30%°
ALP 40.85° 58.20° 17.22° 1.85°  10.66® 0.12°

In addition to the parameters included in BOE 999/17 (humidity, organic matter and
C/N Ratio), other parameters affecting the quality of final product have been studied.
Stabilization and humification of composted material occurs during the maturation phase
of the process. In order to be useful in agriculture, the product obtained must show low

toxicity and high humification level (Jurado et al., 2015).

The humification process could be reflected through the Cua/Cea ratio, which has
traditionally been proposed as an important indicator of compost stability (Iglesias-
Jiménez et al., 2008). Cna are derived mainly from organic materials with a higher maturity
level, in contrast to Cra, Which predominate in more immature materials (Martinez-
Salgado et al., 2019). According to Iglesias-Jiménez et al. (2008), Cua/Cea values greater
than 1 indicate that a proper humification process is occurring, while Cua/Cra values
greater than 1.6 indicate that product is already mature. Additionally, Humification Rate
(HR) is considered an important indicator of the formation of humic substances during
composting, since it can be established with precision if the humification has been carried
out successfully (Tittarelli et al., 2002). According to Roletto et al. (1985) the minimum

value of HR for a mature compost should be 7.

Based on the results shown in Table 1, the compost obtained from ALP showed the
highest Cya/Cra ratio (1.85), followed by the compost made from USW (1.30) and SS (1.40).
However, when the total humic content was calculated in relation to total carbon

(Humification Rate, RT), the highest values corresponded to materials made of VW and SS
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(14.90 and 12.57, respectively) although no real significant differences were observed
depending on the raw materials.

On the other hand, some authors consider that compost maturity is related to the
ratio between N-NHas* and N-NOs™ (Nitrification Index) (Bernal et al., 1998; Onwosi et al.,
2017). The classification of the compost according to this parameter is carried out based
on some guidance values: fully mature compost (less than 0.5), mature compost (between
0.5 and 3.0) and immature product (greater than 3.0). Based on this classification, none
of the compost analyzed could be considered immature, although a different degree of
maturity could be established (Table 1). Thus, while compost from ALP was considered
statistically more mature (0.12), the product obtained from SS was considered the least

mature (0.8) (based on Nitrification Index).

In addition to maturity level, in order to stablish quality compost some authors
consider of great relevancy several parameters of biological stability and phytotoxicity
(Adani et al., 2001; Barrena et al., 2006, 2009; Cesaro et al., 2019). In this sense, compost
could be classified on the basis of Germination Index (Gl). Gl values less than 50% are
considered a sign of phytotoxicity and immaturity. Phytotoxicity level is considered
moderate when Gl is around 50-80%, while a compost could be considered non
phytotoxic and mature when Gl is between 80-100%. Gl values higher than 100% are signs
of phytostimulant effect in compost. On the other hand, the accumulated oxygen
consumption during 4 days (AT4) could be taken into account as an adequate stability
parameter directly related to the microbial activity inside the composting piles.
Excessively high AT4 values could influence the toxic nature of the samples and adversely
affect the GI. This effect has also been described when the content in phenolic

compounds is too high (Said-Pullicino et al., 2007).

Based on the results shown in Figure 1a, 1b and 1c, the most phytotoxic compost was
those obtained from VW and USW (average Gl less than 50%). Compost from SS and ALP
were considered as mature showing Gl average values between 80-100%, while the best
phytostimulant effect was reported in the case of AW-based compost (Gl average higher
than 100%). In general terms, the best Gl values (SS, AW and ALP) matched with the
lowest average of phenolic compounds content and AT, values. However, in view of the
results obtained in this work, this last correlation is not clear and it could be influenced
by other different factors such as the content of organic acids, volatile compounds, heavy
metals, salts, as well as the differences in the chemical structure or the hydrophobic
character of the different phenolic compounds present in the samples (Barral and
Paradelo, 2011; Pinho et al., 2017).

3.2 Enzymatic characterization of the final products
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The great influence of the starting materials could affect the standardization of the
enzymatic activity at the end of composting process (Jurado et al., 2014; Estrella-Gonzélez
et al., 2019).

In this work, enzymatic characterization of the samples was very different depending
on the raw material and the enzymatic activity analyzed in each case. In general terms,
enzymatic activity observed in the sewage sludge samples (SS) was comparatively lower
than that observed in the rest of the compost (Fig. 2a, 2b and 2d). However, the same did
not happen in the case of urease activity (Fig. 2c), since, in this case, the highest activity
values were detected in the SS compost. As expected, GLUC, CEL, XYL and AMY activities
stood out in the samples composed of an important plant fraction. This was the case of
the VW, AW and ALP compost (Fig. 2a and 2b). LIP activity was more notable in the case
of samples from “alpeorujo” (ALP), which was directly related to the composition of the
starting mixtures (Fig. 2d). Otherwise, PMN-K activity was higher in the case of the USW
and AW samples (Fig. 2d), while PRO activity stood out in the samples made from USW
(Fig. 2c).

The differences observed in relation to the different enzymatic activities analyzed
could be due not only to the nature of the materials but also to the duration of the
processes. In this sense, one of the main problems related to composting on an industrial
scale is the heterogeneity of the treatments and the maturity criteria and stability of the
final compost. Previous works support that the differences at the enzymatic level of
industrial composting processes are mainly due to the material complexity, the duration
of the processes and the entry of fresh material in advanced phases of the organic matter
biotransformation (Tiquia, 2002; Estrella-Gonzdlez et al., 2019). Therefore, composting
strategies and raw materials could influence the speed of composting, the time needed
to complete stability and maturation degree and, consequently, the enzymatic activity in

the final products.

The results published in previous works with respect to final compost show
comparatively lower B-glucosidase, xylanase and lipase activities than those obtained in
this work. On the contrary, the final urease activity in this work turned out to be much
lower than that obtained by Jurado et al. (2014).
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Figure 1. Toxicity and stability parameters. (a) Phenolic compounds (g kg); (b) Accumulated respiration activity after 4 days, ATs (g 02 kg'* MO h!) and (c) Germination
Index (%) in compost samples from industrial scale composting facilities (Box plots). Vegetable Waste (VW), Urban Solid Waste (USW), Sewage Sludge (SS), Agro Waste
(AW) and “Alpeorujo” (ALP).
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Figure 2. Quantification of enzymatic activities (umol g h'') in composts samples from different industrial scale composting facilities. a) B-Glucosidase and Xylanase; b)

Cellulase and Amylase; c) Protease and Urease; d) PMN-K and Lipase. Vegetable Waste (VW), Urban Solid Waste (USW), Sewage Sludge (SS), Agro Waste (AW) and
“Alpeorujo” (ALP).
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3.3 Biodiversity Indexes

The values of Chaol and Shannon indexes for bacterial and fungal community are
represented in Figure 3. These values were corresponding to raw data without chimeras
and singletons. The biodiversity Chaol index is generally useful to know species richness,
while Shannon index is more related to abundance. During the last decade numerous
authors have used both indexes to know the biodiversity of compost samples (Liu et al.,
2018; De Corato et al., 2019; Zhao et al., 2019). Traditionally,

biodiversity has been based on cultivable microbiota (Lépez-Gonzélez et al., 2015),
though deeper analysis closer to the reality consider the total microbiota by polymerase
chain reaction denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) (Wang et al., 2015)

or more recently by metagenomic analyses.

Figures 3a and 3b show the biodiversity indexes of bacteria for Chaol and Shannon,
respectively. On the one hand, highest values were obtained in the AW samples,
showing a mean Chaol index around 4000 and a mean Shannon index near of 9 (Fig. 3a
and 3b). By the other hand, mean values of diversity in the rest of the samples analyzed
were not noticeably different, ranging between 2500-3000, in the case of Chaol index,
while Shannon index mean fluctuated between 7-8. Here, it is possible to emphasize a
greater dispersion of the data in the case of the USW, SS and AW samples, which could
be related to a greater heterogeneity in the composition of the composting piles, as well
as in the operating protocols (overall in the case of USW samples). Despite the
differences detected according to the different processes and materials analyzed, the
results revealed a very diverse bacterial community in all cases. Shannon values were
even higher than those obtained by Liu et al. (2018) after 22 days from the beginning of
the composting process. These authors determined that the biodiversity in the compost
samples may be affected by the initial particle size, as well as by the application of

commercial cellulose or specific microbial inoculum.

The indexes of Chaol and Shannon for fungal communities are shown in Figures 3c
and 3d, respectively. In general terms, fungal diversity was noticeable lower than
bacterial diversity. Regarding to Chaol index, values were approximately ten times
lower than those corresponding to bacterial communities. Mean Chaol Index was lower
in VW samples (around 150), while these values ranged between 400-500 in the rest of
samples. On the other hand, the highest average Chao1l values were observed for the SS
and AW samples, although the data range was very wide in both cases. Mean of Shannon
Index in fungi were higher in SS, AW and ALP, ranging from 4 to 5 and matched the range
established by other authors (De Corato et al., 2019; Zhao et al., 2019), while USW and

VW samples showed a very low level of diversity.
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Bearing in mind the heterogeneity of the different processes, results concerning the
metagenomics profile were practically unique and exclusive for each process. Despite
that disadvantage, several previous works support the results here obtained respect to
bacterial and fungal metagenomic from similar composted raw materials (Langarica-
Fuentes et al, 2014; Silva et al., 2016).

Figure 3. Characterization of biodiversity indexes in compost samples from industrial scale composting
facilities (Box plots). Chaol and Shannon Bacterial indexes (a, b); Chaol and Shannon Fungal indexes
(c, d). Vegetable Waste (VW), Urban Solid Waste (USW), Sewage Sludge (SS), Agro Waste (AW) and
“Alpeorujo” (ALP).
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Figures 4 and 5 show the bacterial and fungal families after filtering the
metagenomic results at a 0.5% abundance. Globally, the most representative bacterial
Phyla were Firmicutes (44.8%), Bacteroidetes (28.7%), Proteobacteria (15.2%) and
Actinobacteria (11.3%) (data not shown), being Rhodospirillaceae, Bacillaceae,
Flavobacteriaceae and Nocardiopsaceae the most widely distributed bacterial families
(Fig. 4). These were present in all type of samples but at different proportions. On the
contrary, the Chitinophagaceae family was exclusively present in samples from AW1
process (94.5%), Marinilabiaceae family was only detected in samples from ALP1
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process (49.06%) and Lactobacillaceae family almost exclusive in samples from USW3

process (31.21%).

Figure 4. Relative abundance of bacterial family in compost samples from industrial scale composting
facilities. Vegetable Waste (VW), Urban Solid Waste (USW), Sewage Sludge (SS), Agro Waste (AW) and
“Alpeorujo” (ALP). The figure represents the percentage of presence of each bacterial family in the 15

sampled composting plants.
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Figure 5. Relative abundance of fungal family in compost samples from industrial scale composting facilities. Vegetable Waste (VW), Urban Solid Waste (USW), Sewage

Sludge (SS), Agro Waste (AW) and “Alpeorujo” (ALP). The figure represents the percentage of presence of each fungal family in the 15 sampled composting plants.
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Members of Flavobacteraceae family (Bacteroidetes phylum) participate in the
degradation of macromolecules such as cellulose and chitin. According to Fracchia al.
(2006) this group of bacteria is dominant in mature compost and vermicompost.
Likewise, members of Actinobacteria play an important role in the later stages of the
composting process (Tian et al., 2013), so it was atypical to found it at low level in several
compost samples (Nocardiopsaceae and Corynebacteriacea families). Proteobacteria
phylum was represented by Rhodospirillaceae, Idiomarinaceae, Halomonadaceae and
Pseudomonadaceae families. Most of them are typical of composting processes, and
they could be detected at different maturation stages (Silva et al., 2016).

Regarding the abundance of fungi (Fig. 5), Ascomycota was the most representative
phylum (97.2%). The majority family was Microascaceae, being detected in all the
samples analyzed. Trichocomaceae was the second family most abundant but it was not
globally detected. The other fungal families do not represent more than 24.8% each.
These results agree with those found by Langarica-Fuentes et al. (2014, 2015). On the
other hand, the phylum Basidiomycota only represented 2.1% of the total, being

Trichosporonaceae the only representative family.
3.4 Statistical analyses

Taking into account the great diversity of parameters analyzed in this work
(monitoring, maturation, stability, toxicity and enzymatic parameters), it could be of
interest to determine the influence of all of them when obtaining different composting
products. On one side, Figure 6a shows a discriminant analysis that helps to verify how
different the compost samples from each process were, on the basis of the raw material
used. The discriminant analysis revealed two discriminant functions responsible for
more than 80% of the variability observed between the data. In this case, data
corresponding to the compost elaborated from Agri-food Waste (AW) and “Alpeorujo”
(ALP) stand out as being the most distant groups in relation to the rest, while compost
made from USW, SS and VW were more nearby to each other. On the other hand, the
compost made from sewage sludge occupies an intermediate place in the analysis of

main components shown in the Figure 6a.

Two Principal Component Analyses were performed bearing in mind the groups of
physico-chemical and enzymatic parameters as independent way (Fig. 6b and 6c). The
cumulative contribution rate of two principal components (PC1 and PC2) in the case of
physico-chemical parameters reached 51.3% (Fig. 6b), while both PCs contributed
around 48.4% to the variability of enzymatic data (Fig. 6¢).

In Figure 6b, PC1 had a weight of 29.8%, being the most influential variables C/N
Ratio, OM and HR. PHEN compounds, GI, M and AT4 were too significant parameter that
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contributed to the variability of samples. It should be noted that those parameters that
have a greater weight during the bioxidative phase were grouped, such as C/N Ratio,
OM, M and ATs4; while PHEN compounds, HR, Gl and NI appear as representatives of

more advanced stages of maturation.

Regarding PC2 (21.5%), M and Gl had a significant negative weight while phenolic
compounds and ATs had a significant positive weight. Highlighted the opposite weight
detected between ATs and GI, which would imply that, in theory, at a lower respiration

rate, higher germination rates are expected in the final compost.

On the other hand, a second analysis of main components was carried out taking
into account parameters of an enzymatic nature (Fig. 3c). PC1 (27.2%) was useful to
determine the different and opposite behavior of urease activity with respect to the rest
of the enzymatic parameters. Likewise, GLUC, AMY and PMN-K activities showed
closeness (activities more related to the degradation of the most readily bioavailable
fractions), as did the CEL and XYL activities (activities more related to the degradation of
the more complex fractions). In any case, all of them can be considered as biological

indicators of earlier or more advanced phases of the process, respectively.

A Pearson's correlation between physical-chemical-enzymatic parameters and the
biodiversity indexes for fungi and bacteria (Shannon and Chaol) was carried out (p <
0.05). This analysis corresponds to a correlation study in which differences between raw
materials were not taken into account. Therefore, the information that arises from it has
a global nature, not exclusive to the materials. In this way, correlations have been
established that can be useful regardless of the type of starting material. Regarding the
monitoring parameters, a significant negative correlation was detected between
bacterial biodiversity indexes and C/N Ratio (Chaol B = -0.4349 and Shannon B = -
0.5504), while Moisture was positively correlated with fungal biodiversity (Chaol F =
0.3408 and Shannon F = 0.5220). Organic matter only correlated as significant way
Shannon F (0.3316). In relation to the parameters traditionally considered as indicators
of maturity, it should be noted the strongly negative correlation observed between
Nitrification Index and bacterial biodiversity (Chaol B = -0.5002 and Shannon B = -
0.5035).
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Figure 6. Statistical analyses. a) Discriminant analysis based on composting of different processes,
taking into account the monitoring, enzymatic, stability and maturation parameter. Differences were
stablished between different raw materials. VW: Vegetable Waste; USW: Urban Soild Waste; SS:
Sewage Sluges; AW: Agrifood Waste; ALP: Alpeorujo. b) Principal Components Analyses taking into
account the monitoring, stability, maturation and c) enzymatic parameters.
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Regarding the block of parameters related to stability and, the results showed a
significantly positive correlation between microbial biodiversity and germination index,
in all cases. Surprisingly, the respirometric index AT4 was negatively correlated with
Chaol F (-0.3441), but not with the rest of bioindicators. Highlighted the negative
correlation between phenolic compounds and fungal bioindicators (Chao 1 F= -0.5618
and Shannon F=-0.6293).

On the other hand, the enzyme parameters most related to bacterial biodiversity
were amylase (Chaol B= 0.3593 and Shannon B=0.3661) and PMN-K (Chaol B=0.4174
and Shannon B= 0.3917). In both cases, strong positive correlations were stablished.
Respecting fungal biodiversity, GLUC and AMY activities showed a positive correlation
with fungal biodiversity (Shannon F), while did negative in the case of XYL (-0.4614).
Urease activity was positively correlated exclusively with Chaol F (0.4369).

In order to obtain a formula capable of predicting the degree of microbial
biodiversity of a compost, two regression analyses were established using the
parameters most closely correlated with the bacterial and fungal Shannon indexes.

Thus, the predictive approximations obtained were:
Shannon B = 10.5836 + 0.0071*GI — 1.9014*NITRIF — 0.1756*C/N
Shannon F =3.6611 — 0.0898*XYL — 0.0837*PHEN + 0.0155*Gl

Although the equations obtained did not show a high level of prediction (64% and
62%, respectively), it was possible to establish a way of comparing the degree of
biodiversity between different compost samples using a little number of physical-

chemical-enzymatic parameters.

Although the work presented does not study the temporal evolution of the physical-
chemical-biological parameters throughout the different composting processes
analyzed (only the product is analyzed at the end time), a certain increase in fungal and
bacterial biodiversity is intuited to as the process progresses. This intuition is based on
the apparently found relationship between the biodiversity indexes derived from the
analyzed compost samples and some parameters related to phytotoxicity and biological
stability.

4. Conclusions

The problem derived from the lack of homogeneity and repeatability of composting
processes on an industrial scale is evident. Although numerous attempts have been
made to predict the quality of compost based on different traditional parameters, the

latest metagenomic advances reveal the complexity of this prediction, since microbial
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biodiversity can be almost exclusive to each process. We could conclude with this work
that the quality of a compost can not only be measured in physicochemical terms, but it
is also necessary to consider other biological parameters, as well as the "biodiverse"

nature of each compost pile.

5. Appendix A. Supplementary Material

E-supplementary data for this work can be found in e-version of this paper online.
The following are the Supplementary data to this article:

Supplementary data 1

Supplementary data 2
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Supplementary Table 1. General characteristics of the analyzed industrial composting processes: raw material, maximum temperature during the bioxidative phase and

duration of the whole process.

Main input waste Code Mixture for composting Temperature?® (°C) Time®
VW1 Mostly cucumber and zucchini crop residues: stalks, leaves 70 120
Vegetable Waste VW2 Mostly cucumber, zucchini crop residues: stalks, leaves 60 120
VW3 Mostly pepper crop residues: stalks, leaves 65 90
SS1 Sewage sludge + straw (1:1 v/v) 52 105
Sewage Sludge SS2 Sewage sludge + pruning wastes (1:1 v/v) 55 90
SS3 Dried sewage sludge (1:2 v/v) 50 90
uswi Municipal solid waste 48 105
Urban Solid Waste usw2 Municipal solid waste 50 135
usws3 Municipal solid waste 52 90
AW1 Citric sludge + palmtree prunings (1:3 v/v) 47 240
Agrifood Waste AW?2 Cull tomatoes + tomato plant (stalks and leaves) 50 180
AW3 Citric sludge + pig slurry + pruning wastes (mainly palmtree) (3:1:1.5 v/v) 55 120
ALP1 ALP + chicken manure + straw (20.2:3.6:1 w/w) 50 240
“Alpeorujo” ALP2 ALP + olive leaves + manure (12.5:3.5:1 w/w) 52 210
ALP3 ALP + manure + olive leaves (1:0.45:unknown w/w) 61 150

a Temperature reached in thermophilic phase

b Total time of composting process (days)
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Supplementary Table 2. Pearson table showing positive and negative correlations

Biodiversity Indicators

Parameters Chaol F* Shannon F* Chaol B* Shannon B*

Moisture 0.3408 0.5220 0.0137 -0.0963

Monitoring Organic Matter -0.0321 0.3316 -0.0653 -0.1066
C/N Ratio 0.0215 0.0265 -0.4349 -0.5504

Cha/ Cra 0.2183 0.1121 -0.3528 -0.1985

Maturation Humification Rate -0.0182 -0.2461 0.2123 0.2469
Nitrification Index 0.0438 -0.16 -0.5002 -0.5035

ATq -0.3441 -0.2869 -0.0789 -0.0834

Stability Germination Index 0.3409 0.481 0.5219 0.5157
Phenolic Compounds -0.5618 -0.6293 -0.1701 -0.0853
Beta-Glucosidase 0.1751 0.4454 0.0969 0.0837

Amylase 0.2761 0.4615 0.3593 0.3661

Cellulase -0.0586 -0.1578 0.0169 0.0451

Xylanase -0.2271 -0.4614 -0.0001 0.0747

Enzymatic activity

PMN-K -0.0965 0.068 0.4174 0.3917

Protease 0.0824 -0.1041 0.0351 -0.044

Urease 0.4369 0.134 -0.0415 0.0372

Lipase -0,0199 0,1021 -0,2728 -0,1406

* values in bold were significant at P < 0.05
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5. Discusion

Actualmente, el compostaje es una de las alternativas mejor valoradas para el
tratamiento de residuos organicos, debido a que se trata de un proceso respetuoso con
el medio ambiente, que sirve para revalorizar una amplia gama de residuos
antropogénicos y su producto, el compost, se utiliza como una importante enmienda
humica en suelos de cultivo (Guardia et al., 2010; Vargas-Garcia et al., 2010). Durante
este proceso, la materia organica es biotransformada como resultado de complejas
interacciones fisico-quimicas y microbioldgicas que dependeran en gran medida del tipo
de residuos y del proceso o sistema que se lleve a cabo. Por tanto, es légico pensar que
un proceso de compostaje a escala industrial diste mucho de lo que se define
tradicionalmente como compostaje doméstico o a escala piloto. De hecho, la evolucién
de ciertos pardmetros tipicamente considerados de seguimiento puede ser un tanto

irregular, en el caso de procesos de compostaje realizados a escala industrial.

Gracias al trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral se ha podido profundizar aun
mas en el comportamiento de diversos pardmetros fisico-quimicos y bioldgicos,
estrechamente relacionados con los ciclos del Carbono (Articulo 1) y del Nitrégeno
(Articulo 2), aunque desde una perspectiva industrial. Ademas, uno de los principales
retos fue buscar la conexién entre los indicadores tradicionales de estabilidad y madurez
del compost con otros menos utilizados relacionados con la biodiversidad de los

materiales (Articulo 3).

En el primer trabajo publicado, se buscé dilucidar la influencia de las materias primas
en la dinamica de biodegradacién de las fracciones lignoceluldsicas y determinar asi la
exclusividad de cada proceso de compostaje. Para ello, ademds de los pardmetros
basicos de control, se analizo la evolucidon de la hemicelulosa, la celulosa y la lignina, asi
como de diferentes pardmetros de humificacion a partir de los 15 procesos de
compostaje a escala industrial estudiados. Ademas, se evalud el efecto de diferentes

actividades enzimaticas relacionadas con las fracciones de carbono.

Por otra parte, el nitrdgeno es uno de los nutrientes mas importantes que controlan
la produccion primaria neta en los ecosistemas (Jones et al., 2004). En este sentido, seria
légico pensar que las poblaciones relativas de microorganismos autdtrofos vy
heterdtrofos dentro de una pila de compostaje dependen en gran medida de la relacién
C/N disponible para la comunidad microbiana (Sepehriy Sarrafzadeh, 2018). Ademds, la
transformacién de las fracciones de nitrégeno durante el compostaje es muy compleja,
de forma que el manejo inadecuado del proceso podria estar acompanado de pérdidas
significativas de nitrégeno (Bao et al., 2008, Zhu et al., 2019). Por todo ello, el segundo

articulo se centrd en el estudio de un grupo de parametros fisicoquimicos y enzimaticos
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estrechamente relacionados con la transformacién de las fracciones nitrogenadas
durante el compostaje a escala industrial, y en averiguar cémo la heterogeneidad y la
diversidad de las materias primas pueden afectar a la evolucidn estandar de los mismos,

y a la calidad de los productos obtenidos.

Respecto al tercer trabajo publicado, éste se centrd en el analisis del producto final
de cada uno de los procesos de compostaje, tanto desde un punto de vista fisico-quimico
y enzimatico, como en funcidn de la biodiversidad de las muestras, lo cual se llevé a cabo
mediante el analisis metagendmico de las mismas. Gracias a ello, fue posible obtener
interesantes indicadores de biodiversidad microbianos relacionados con estabilidad y

madurez de los compost.

En cualquier proceso de compostaje, es esencial monitorear ciertos parametros
basicos para controlar, tanto las condiciones iniciales de las materias primas como la
evolucién del proceso. El primer factor a tener en cuenta es la temperatura (Articulo 1,
Tabla S1), ya que influye directamente sobre la tasa de degradaciéon de la materia
organica y determina la estabilidad del producto. Stentiford (1996) sugirié que
temperaturas superiores a 55°C maximizan el saneamiento de los materiales; por otra
parte, temperaturas entre 45 y 55°C mejoran las tasas de biodegradacion, y aquellas
entre 35 y 40°C incrementan la diversidad microbiana a lo largo del compostaje. De
acuerdo con la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA, 2003), durante la fase termofilica
de un proceso de compostaje, se deben alcanzar temperaturas superiores a 55°C
durante, al menos, 3 dias consecutivos. En este trabajo, la temperatura promedio
alcanzada en la etapa termofila para cada instalacion cumplié en términos generales con
el minimo establecido por la EPA. Mientras que la temperatura media mas alta se
alcanzé en las pilas de Residuo Vegetal (65°C), en el resto de las plantas de compostaje,

el promedio de temperatura en la fase termdfila oscil6 entre 50 y 55°C.

El B.O.E. 999/2017 recoge en el Anexo | Grupo 6, algunos de los requisitos que debe
cumplir un compost para ser aplicado como enmienda orgdnica en suelos, haciendo
especial referencia a los valores adecuados de humedad, materia organica y relacion
C/N. En los procesos evaluados en este trabajo, como era de esperar, los valores medios
de humedad (Articulo 1, Tabla 1) fueron mas elevados durante la fase bioxidativa. La
humedad inicial de las pilas fue éptima en el caso de las instalaciones dedicadas a
Residuos Agroalimentarios y Alpeorujo, mientras que este pardmetro fue mucho mayor
en aquellas empresas dedicadas a Residuos Sélidos Urbanos, Residuos Vegetales y Lodos
de Depuradora. Durante el proceso, el contenido de humedad contribuye a una mejor
degradacion de la materia organica y al mantenimiento de la temperatura durante un
periodo de tiempo mas largo, ya que favorece la actividad microbiana (Silva et al., 2013).

Sin embargo, al final del compostaje, la reduccion en el contenido de humedad es un
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signo positivo de descomposicion y madurez del compost (Ameen et al., 2016). En todos
los procesos analizados, la humedad de las pilas disminuyd con el tiempo hasta alcanzar
valores de alrededor del 30-40% en los productos finales. Solo en el caso de productos
elaborados a partir de Residuos Sélidos Urbanos, los valores de humedad estuvieron en
torno al 11%, lo que se consideré un valor excesivamente bajo. En cuanto al porcentaje
de materia orgdnica (Articulo 1, Tabla 1), ésta disminuyé considerablemente durante
todos los procesos evaluados. El contenido inicial oscil6 entre el 62 y 74%, detectdandose
la mayor pérdida de materia orgdnica al final de los procesos elaborados a partir de
Residuos Sdlidos Urbanos, Residuos Vegetales y Lodos de Depuradora. El tercer
parametro en cuestion es la relacion C/N (Articulo 1). Al comienzo del compostaje, una
relacion C/N alrededor de 25-30 se considera dptima; sin embargo, estos valores
iniciales solo se observaron en el caso de procesos realizados a partir de Residuos Sélidos
Urbanos. Este hecho confirma que, en muchos casos, el acondicionamiento de los
materiales de partida en el compostaje a escala industrial no es del todo adecuado, lo
gue podria afectar negativamente el equilibrio entre C y N dentro de las pilas. De
acuerdo con Guo et al. (2012), la relacién C/N influye directamente en la madurez del
producto obtenido, afectando a otros parametros. Por ejemplo, cuando en un proceso
de compostaje la relacion C/N inicial no es adecuada, éste evoluciona de forma
inesperada e influye en el contenido de Carbono Orgénico Soluble (COS) y Carbono de
biomasa (Cpio). Ambos parametros, se espera que disminuyan a lo largo del proceso
(Jurado et al., 2014, 2015). Sin embargo, probablemente relacionado con una relacién
C/N incorrecta al principio, Cpio podria no mostrar valores mas bajos al final del proceso,
tal y como se observé en el caso de los procesos realizados a base de Residuos Vegetales

y Lodos de Depuradora (Articulo 1, Tabla 1).

La densidad aparente (Articulo 1, Tabla 1) es un factor importante a tener en cuenta
para el buen acondicionamiento de las mezclas iniciales en los procesos de compostaje.
También influye en las propiedades mecdnicas de los materiales a compostar, como son
la resistencia, la porosidad y la facilidad de compactacion (Agnew y Leonard, 2003). En
este trabajo, los valores de densidad aparente aumentaron, en términos generales, a lo

largo del proceso de compostaje.

Otros parametros que se tuvieron en cuenta durante el seguimiento de todos los
procesos de compostaje fueron el pH y la conductividad eléctrica (Articulo 1 y 2). El
analisis de pH de las muestras de compost de las diferentes pilas mostré una tendencia
gradual desde condiciones neutras a alcalinas, coincidiendo con lo descrito por otros
autores (Vargas-Garcia et al., 2010; Alburquerque et al., 2011; Liu et al., 2011). Seguln
Wang y Zeng (2017), durante el compostaje de los residuos agroalimentarios, el pH

podria aumentar al final del proceso debido a la formacion de NHs, pudiendo alcanzar
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valores de pH superiores a 8. Estos resultados concuerdan con los observados en este
trabajo para procesos elaborados a base de restos agroalimentarios.

La conductividad eléctrica (Articulo 2, Figura 1) refleja la salinidad de los sustratos y
varios autores lo describen como un buen indicador de madurez del compost (Liu et al.,
2011). Los valores mas altos observados en este trabajo correspondieron al compost
basado en Residuos Vegetales. Estos valores podrian deberse al origen de los residuos,
ya que este tipo de material vegetal proviene de sistemas horticolas intensivos, donde
generalmente se aplica una fertilizacion mineral excesiva (Song y Lee, 2010). Si bien, los
valores de conductividad eléctrica disminuyeron a lo largo de los procesos de
compostaje de restos vegetales, este parametro aumento ligeramente en el resto de los
procesos de compostaje. Otros autores (Liu et al., 2011; Yadav y Garg, 2011), obtuvieron
resultados similares e indicaron que el aumento podria deberse a la liberacién de

diferentes iones minerales y a la mineralizacion de la materia orgdnica.

La fraccién lignocelulésica es, l6gicamente, uno de los componentes mas importantes
en mezclas de materiales elaboradas a partir de residuos vegetales. No obstante, la
informacién procedente de la literatura referida a la degradacién de las fracciones
lignoceluldsicas durante un proceso de compostaje es muy diversa y contradictoria
(Haddadin et al., 2009; Wang et al., 2011). Dada la gran diversidad de materiales que
pueden ser compostados y su composicién en relacion al contenido lignoceluldsico, no
es de extrafar que la informacion de la que se dispone sea tan heterogénea (Francou et
al., 2008). Generalmente, la biotransformacion de la lignina ocurre a una baja tasa de
degradacion. El contenido de este polimero determina no sélo su propia
descomposicion, sino también la de otros componentes de la lignocelulosa, como son
celulosa y hemicelulosa. La lignina actia como un factor de proteccidon de estas
fracciones, dificultando el acceso de las enzimas microbianas implicadas en los procesos
de biodegradacion (Barrington et al., 2002; Malherbe y Cloete, 2002). Para una mayor
comprensién de la participacién de las fracciones lignoceluldsicas en el proceso
compostaje, ha sido necesario el empleo de diferentes parametros, como es el caso del
indice Lignina/Holocelulosa (L/H), cuyo valor tiende a aumentar a lo largo del proceso
de compostaje. En este trabajo, el indice L/H duplicd su valor al final del proceso
(Articulo 1, Figura 2), corroborando lo ya descrito por otros autores (Francou et al.,
2008). En cualquier caso, la degradacién adecuada de la fraccion de lignocelulosa es
crucial para lograr un producto maduro, libre de toxicidad para ser aplicado en suelos
agricolas. En este trabajo, los resultados correspondientes a la degradacién de las
fracciones lignoceluldsicas mostraron diferentes perfiles dependiendo de cada tipo de
materia prima. Este hecho confirma que las vias de transformacion del carbono

polimérico en compuestos de carbono solubles, simples y disponibles para los
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microorganismos presentes en las pilas son altamente dependientes de los materiales

utilizados aunque las tendencias sean muy similares.

Los perfiles de biodegradacién de las fracciones lignocelulésicas dependen
absolutamente de la actividad de los microorganismos presentes en los procesos de
compostaje (Wei et al., 2019). En este trabajo, se han seleccionado un grupo de enzimas
altamente involucradas en la degradacién de fracciones muy complejas. Tal es el caso
de las celulasas, la xilanasas y las ligninasas, que pueden servir como bioindicadores de
evolucién éptima de los procesos de compostaje. De esta manera, la Figura 2 (Articulo
1) muestra la evolucién de las actividades de B-glucosidasa, amilasa, celulasa y xilanasa
en los diferentes procesos de compostaje analizados, en funciéon de cada materia prima
y de las diferentes etapas del compostaje. La B-glucosidasa es una de las enzimas claves
gue gobiernan el ciclo del carbono. Su actividad es indicativa de la presencia de materia
orgdnica labil, facilmente utilizable por los microorganismos (Castaldi et al., 2008),
cataliza la hidrdlisis de celobiosa y otros disacaridos (Fernandez-Gémez et al., 2013),
hecho que explica lo observado en este trabajo, donde los valores de actividad mas altos
se registraron al inicio del compostaje, coincidiendo con la mayor disponibilidad de
nutrientes (Articulo 1, Figura 2 a,e,i,m,q). Un perfil parecido mostro la actividad amilasa
en todos los procesos de compostaje (Articulo 1, Figura 2 b,f,j,n,r). El resto de las
enzimas implicadas en el metabolismo de carbohidratos, xilanasa, y celulasa, mostraron
perfiles muy diferentes en funcién de la materia prima empleada en cada proceso vy,
como se menciond anteriormente, también se vieron influenciadas fuertemente por la
disponibilidad de las diferentes fracciones lignocelulésicas. Segun lo descrito por Wei et
al. (2019), la actividad xilanolitica en Lodos de Depuradora y Alpeorujo mostré una
actividad maxima en la etapa termofilica. Sin embargo, Amira et al. (2012), observaron
gue la actividad «xilalanolitica y celulolitica durante el compostaje de restos
agroalimentarios, aumentd al final del proceso. No hay que olvidar que, en muchos
casos, los diferentes perfiles enzimaticos correspondientes a procesos de compostaje
diferentes pueden estar muy relacionados con la entrada accidental o intencionada de

material fresco durante los procesos.

Las actividades proteasa y ureasa participan en el proceso de mineralizacién del
nitrogeno durante el proceso de compostaje. En ambos casos, se genera amoniaco a
partir de proteinas de bajo peso molecular o urea, respectivamente (Liu et al., 2011). En
general, ambas actividades tienden a aumentar a lo largo del proceso de compostaje,
pero su evolucién puede variar segin los materiales de partida (Articulo 2, Figura 4 a-e).
El valor mas alto de actividad proteolitica se detect6 en los procesos realizados a partir
de Residuos Sélidos Urbanos, Residuos Agroalimentarios y Alpeorujo, mientras que el

mas bajo se alcanzd en las muestras de Lodos de Depuradora y Residuos Vegetales. La
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actividad proteasa aumentd con el tiempo, excepto en los procesos de Lodos de
Depuradora y Alpeorujo, donde se produjo una disminucidn notable al final del proceso
de compostaje. Los datos obtenidos en la Figura 4 (Articulo 2) mostraron tendencias
similares a las obtenidas por Jurado et al. (2014), mientras que la evolucién observada
en las muestras de Alpeorujo fue similar a la obtenida en algunos de los procesos
estudiados por Cunha-Queda et al. (2007), donde la disminucidn de la actividad proteasa
se asocio con el origen de la materia prima utilizada. En general, la actividad ureasa
alcanzod el valor maximo en la fase de maduracién, excepto en los procesos realizados a
partir de Residuos Sdélidos Urbanos. Los resultados de varias investigaciones han sido
contradictorios con respecto al comportamiento de la actividad ureasa durante el
proceso de compostaje. Jurado et al. (2014) mostraron cdmo la actividad ureasa
disminuia durante el proceso, mientras que otros autores observaron que dicha
actividad aumentaba en procesos basados en Residuos Vegetales y Lodos de
Depuradora, respaldando los resultados obtenidos en este trabajo (Vargas-Garcia et al.,
2010; Sudkolai y Nourbakhsh, 2017).

Ademas de las actividades proteasa y ureasa, otras enzimas estan indirectamente
relacionadas con el ciclo del nitrégeno. Las fosfatasas catalizan la escision hidrolitica de
los ésteres del acido fosférico. Dependiendo de su pH éptimo, se clasifican como
fosfatasas alcalinas o acidas (Linhardt y Walter, 1965). La fosfomonoesterasa alcalina se
considera, junto con la fosfomonoesterasa acida, una de las fosfatasas predominantes
en la mayoria de los suelos y residuos (Albrecht et al., 2010). Las fosfatasas son enzimas
ricas en N, lo que significa que hay un acoplamiento entre los ciclos P y N (Marklein y
Houlton, 2012). La actividad fosfomonoesterasa alcalina (FME-K) es particularmente
relevante en el estudio y evaluacién de un proceso de compostaje, ya que sélo es
sintetizada por microorganismos (Burns, 1982). Los niveles de actividad de esta enzima
no sufren practicamente variaciones en pilas de compostaje mal gestionadas, mientras
gue si pueden observarse cambios significativos en procesos que evolucionan de forma
adecuada (Godden et al., 1986). La actividad fosfomonoesterasa alcalina mostré un
comportamiento irregular basado en las diferentes materias primas utilizadas por cada
empresa (Articulo 2, Figura 5 a-e). Los resultados indicaron que los valores mas altos de
fosfomonoesterasa alcalina se detectaron durante la fase bioxidativa para los procesos
derivados de Residuos Vegetales, Lodos de Depuradora y Alpeorujo, mientras que este
efecto se detectd durante la fase de maduracion en el caso de los Residuos
Agroalimentarios. Contrariamente a lo anterior, la actividad de fosfomonoesterasa
alcalina no varié significativamente cuando se procesaron Residuos Sélidos Urbanos.
Este comportamiento irregular de la actividad fosfomonoesterasa alcalina fue apoyado
por Jurado et al. (2014), quienes revelaron picos de esta actividad en la fase termdfila'y

después, al final del proceso. Por otro lado, segin Cunha-Queda et al. (2007), esta
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actividad aumenté al final del proceso debido a la naturaleza de las materias primas,
mientras que Albrecht et al. (2010) detectaron que dicha actividad fosfomonoesterasa
disminuyd a medida que avanzaba el proceso. Es, por tanto, evidente, que el
comportamiento irregular observado por parte de la actividad fosfomonoesterasa
alcalina es dependiente de los materiales de partida utilizados en cada proceso.

Las lipasas microbianas catalizan tanto la hidrdlisis como la sintesis de acilgliceroles
de cadena larga. En general, la produccion de lipasa estd influenciada por el tipo y la
concentracion de fuentes de carbono y nitréogeno y otros parametros fisicoquimicos
(Andualema y Gessesse, 2012). En este trabajo, la actividad lipasa tendié a disminuir al
final del proceso de compostaje. Jurado et al. (2014) y Cunha-Queda et al. (2007)
detectaron este mismo comportamiento, en términos generales, excepto en los
procesos preparados a base de Alpeorujo, donde se detectd un aumento importante de
esta actividad durante la fase de maduracidn. Este efecto podria deberse a un aporte

accidental de materia orgdnica al final de los procesos.

Las diferencias observadas en relacién a las actividades enzimaticas analizadas
podrian deberse, no solo a la naturaleza de los materiales y a la heterogeneidad de los
tratamientos, sino también a los criterios de madurez y estabilidad del compost final,
aplicados por cada empresa. Trabajos anteriores respaldan que las diferencias a nivel
enzimatico de los procesos de compostaje a escala industrial se deben principalmente a
la complejidad de los materiales y la entrada de material fresco en fases avanzadas del
proceso de biotransformacién (Tiquia, 2002; Estrella-Gonzalez et al.,, 2019). Las
condiciones operacionales podrian también influir en la evolucién de la actividad
enzimatica en el interior de las pilas y, en consecuencia, en el tiempo necesario para

alcanzar un grado de estabilidad y madurez adecuados.

Tradicionalmente, la calidad de un compost se ha determinado mediante un grupo
de parametros fisico-quimicos, como son el contenido en Materia Orgénica, el ratio C/N,
la humedad, la relacion humicos/fulvicos, o la relacidbn amonio/nitrato, actividad
enzimatica, indicadores respirométricos o incluso indices de fitotoxicidad (Castaldi et al.,
2008). Sin embargo, debido a la gran diversidad de materias primas y a los diferentes
protocolos de compostaje que se aplican, es necesario establecer indices de calidad mas
precisos y especificos (Martinez et al., 2016). Durante la fase de maduracién de un
proceso de compostaje, se lleva a cabo la estabilizacién y la humificacién de los
materiales, obteniéndose, en teoria, un producto exento de toxicidad. En caso contrario,
la inestabilidad e inmadurez de un compost podria causar serios problemas de
fitotoxicidad, asi como el agotamiento de los suelos de cultivo. Por lo tanto, determinar
el grado de madurez de un compost a través de indicadores apropiados podria ser de

gran interés para controlar la calidad del producto (Jurado et al., 2015).
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Durante el proceso de compostaje, la liberacién de compuestos que se incorporan a
las rutas de humificacién se produce a través de numerosas reacciones de
reorganizacion y condensacion molecular (Alburquerque et al., 2009). Este hecho
conduce a la formacién de compuestos mas humificados. En este sentido, se sabe que
la lignina juega un papel esencial en los procesos de humificacion de los residuos
lignoceluldsicos, ya que la degradacion parcial de esta molécula compleja puede dar
lugar a la estructura basica de las sustancias humicas, asi como a la liberacién de
sustancias aromaticas y subproductos fendlicos (Alburquerque et al., 2009; Jurado et al.,
2015). Todos estos fendmenos contribuyen a aumentar el contenido de sustancias
humificadas durante la fase de maduracion del proceso de compostaje. Sin embargo, el
tipo de sustancias humificadas (acido humico o fulvico) y la velocidad de generacién de

las mismas puede variar mucho segun los materiales de partida.

En este trabajo, aunque la observacién del grado de humificacidon es mas relevante
en la fase de maduracion, tales pardmetros se analizaron tanto al principio como al final
de los procesos de compostaje, con objeto de comparar los resultados entre la fase
inicial y final. Asi, los principales pardmetros analizados para determinar la evolucion de
la dindmica de humificacién de los procesos fueron carbono elemental y organico (CE y
COT), asi como los datos relacionados con el porcentaje de carbono no humificado (Cnn),
la relacién humicos/fulvicos (Can/Car), y la tasa de humificacion (HR), (Articulo 1, Tabla
2). Una vez mas, se observaron tendencias muy diferentes en funcién de las materias
primas. Como se esperaba, los valores de carbono organico y elemental disminuyeron
en todos los procesos de compostaje. Muchos autores han propuesto la pérdida de
carbono como un parametro que puede servir como un indicador indirecto del grado de
madurez del compost (Jurado et al.,, 2015). En términos generales, los valores de
carbono no humificado tendieron a disminuir durante todos los procesos de compostaje
analizados, con la excepcidn del proceso elaborado a partir de Residuos Vegetales. Por
otro lado, como era de esperar, la relacién Can/Car aumentd en la fase final,
principalmente en el caso de los procesos elaborados a partir de Residuos Sélidos
Urbanos, Residuos Agroalimentarios y Alpeorujo. La relacion Can/Car se ha propuesto
tradicionalmente como un indicador importante de la estabilidad del compost, ya que
debe ser mayor en los compost maduros (Iglesias-Jiménez et al., 2008; Azim et al., 2017).
En comparacion con los acidos fulvicos, los acidos humicos derivan principalmente de
una fraccion mas compleja de la materia orgdnica. La fraccién hidmica incluye
compuestos que aumentan la capacidad de intercambio catiénico en los suelos (Mindari
et al., 2014). Estan relacionados con la fertilidad del suelo, el rendimiento del cultivo y
mejora del contenido de C, N, P, Ky S (Zhang et al., 2017). Mientras tanto, la fracciéon
fulvica se caracteriza por tener un peso molecular mas bajo, un alto nivel de oxidacion y

una menor cantidad de C, N y P, pero también mejora la capacidad de intercambio

179



Maria José Estrella Gonzdlez 5 Discusion

cationico en el suelo. Por lo tanto, la relacion Can/Car refleja el grado de polimerizacion
en materiales de naturaleza humica. De acuerdo con Iglesias-Jiménez et al. (2008), los
valores de Can/Car superiores a 1 son indicadores de humificacién, mientras que los
valores de Can/Car superiores a 1,6 indican que el producto ya se encuentra maduro. En
este trabajo, el mayor grado de humificacién se obtuvo en el caso de los procesos

elaborados a partir de Alpeorujo.

Durante el compostaje, el contenido en carbono organico total disminuye, mientras
que el contenido relativo de compuestos himicos aumenta. Varios autores defienden
que la tasa de humificacién (HR) es un indicador efectivo de la formacién de sustancias
himicas durante el proceso de compostaje, pudiendo establecer con precision el
momento de la estabilizacion completa (Tittarelli et al., 2002). De acuerdo con Roletto
et al. (1985), el valor minimo de HR para un compost maduro deberia ser 7. En este
trabajo, la tasa de humificacién se incrementd en el caso de los procesos elaborados a
partir de Residuos Vegetales, Lodos de Depuradora y Residuos Agroalimentarios,
mientras que en el caso de los procesos elaborados a partir de Alpeorujo, se detecté una
disminucion en la tasa de humificacién. Este fendmeno podria deberse al hecho de que
los valores de HR dependen del contenido en carbono organico total de las muestras y,
probablemente, pudo ocurrir la entrada de material fresco hacia el final del proceso,
deteniendo el proceso de mineralizacién. Los resultados observados para todos los
procesos de compostaje analizados coinciden en que, durante la degradacién de
diferentes materiales, la cantidad de compuestos no humificados (Cnu) se redujo
significativamente con el tiempo, excepto en el caso de los procesos elaborados a partir

de Restos Vegetales.

Durante el compostaje, las fracciones solubles de nitrégeno comprenden una mezcla
de amonio, NOy, NOs, aminodcidos y péptidos. Los microorganismos proteoliticos y
amonificantes prevalecen durante las etapas iniciales del compostaje, dando lugar a la
liberacion de amonio y proteinas solubles, mientras que la nitrificacion predomina
durante la fase de maduracién (Guardia et al., 2010). Los resultados obtenidos para las
proteinas totales, N-NH4* y N-NOsse muestran en la Figura 2 (Articulo 2), en funcion de
cada tipo de materia prima. Las proteinas totales, en términos generales, disminuyeron
durante el proceso. La disminucion mdas pronunciada se observé en Residuos
Agroalimentarios. Estos resultados siguen una tendencia similar a la descrita por Lopez-
Gonzalez et al. (2013). De acuerdo con Sanchez-Monedero et al. (2001) el nivel de N-
NH4* puede utilizarse, junto con otros pardmetros, como un indicador de la estabilidad
del compost. Asi, se deben detectar bajas concentraciones de N-NHs4* en muestras de
compost consideradas maduras. Sin embargo, la concentracién de N-NHs* aumento de

forma general al final de los procesos de compostaje analizados. Este aumento fue
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progresivo y constante para los procesos elaborados a base de Lodos de Depuradora,
Residuos Agroalimentarios y Alpeorujo, mostrando un comportamiento mas irregular
en el caso de los procesos derivados de Residuos Vegetales y Residuos Sélidos Urbanos.
Estos valores fueron similares a los obtenidos por Lopez-Gonzalez et al. (2013). Por otra
parte, de acuerdo con Tognetti et al. (2007), los valores de N-NOs; también se
incrementaron a lo largo del proceso de compostaje. Vale la pena destacar un aumento
significativo en la fraccion de N-NOs™ en el tiempo en el caso de los procesos derivados

de Residuos Sdélidos Urbanos, Residuos Agroalimentarios y Alpeorujo.

A lo largo del proceso de compostaje, pueden producirse pérdidas de nitrégeno
debido a la volatilizacidn del amoniaco y a fenédmenos de lixiviacidon (Zhang y Sun, 2016).
La Figura 3 (Articulo 2) muestra el porcentaje de pérdida de nitrégeno en los diferentes
procesos de compostaje. De acuerdo con Sanchez-Monedero et al. (2001) el porcentaje
de pérdida de nitrégeno depende de la composicion inicial de las materias primas
utilizadas. En este trabajo, las mayores pérdidas de nitrégeno ocurrieron en la fase de
maduracion en los procesos derivados de Residuos Vegetales y Lodos de Depuradora.
Estos resultados estdn avalados por Sanchez-Garcia et al. (2015), quienes analizaron
diferentes mezclas que mostraron elevadas pérdidas de nitrégeno. En el caso de los
procesos derivados de Residuos Sdlidos Urbanos, Residuos Agroalimentarios vy
Alpeorujo, las mayores pérdidas se observaron en las fases termdfila, enfriamiento y
maduracion, respectivamente. Durante las etapas mds avanzadas de maduracién, las
pérdidas de nitrégeno fueron menos notables en los procesos derivados de Residuos
Sélidos Urbanos y Residuos Agroalimentarios. En este caso, la disminucién en las
pérdidas de nitrégeno pudo deberse a la transformacidon de N-NH4* en N-NOs’, evitando
asi pérdidas debido a la volatilizacion de amonio (Zhang y Sun, 2016), o incluso a la

entrada de nuevos materiales frescos.

En realidad, la relacién N-NH4*/N-NOjs" (indice de nitrificacion) podria ser mas util a la
hora de conocer el grado de madurez de un determinado compost (Onwosi et al., 2017).
El indice de nitrificacion en un proceso de compostaje debe disminuir conforme avanza
el mismo, de forma que se puede catalogar el compost como completamente maduro
(indice de nitrificacién de 0,5), maduro (por encima de 0.5 a 3.0) o inmaduro (por encima
de 3.0). De acuerdo con esta clasificacion, los productos finales derivados del
compostaje de Residuos Vegetales, Residuos Sdlidos Urbanos y Alpeorujo podrian
considerarse como compuestos totalmente maduros, mientras que los derivados de
Lodos de Depuradora y Residuos Agroalimentarios, podrian considerarse como
parcialmente maduros. Sin embargo, de acuerdo con las reglas mas estrictas de Bernal

et al. (1998), una relacion N-NHs*/N-NOs< 0.16 significa que el compost esta
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completamente maduro, valor que Unicamente cumplirian los productos obtenidos a

partir de los procesos derivados de Alpeorujo.

Ademas del nivel de madurez, para establecer la calidad de un compost, algunos
autores consideran de gran relevancia algunos pardmetros de estabilidad bioldgica y
fitotoxicidad (Adani et al., 2001; Barrena-Gémez et al., 2006; Barrena et al., 2009: Cesaro
et al., 2019). En este sentido, valores de indice de Germinacién (IG) inferiores al 50% se
consideran un signo de fitotoxicidad e inmadurez. El nivel de fitotoxicidad se considera
moderado cuando el IG se encuentra alrededor del 50-80%, mientras que un compost
podria considerarse no fitotéxico y maduro cuando el IG estd entre 80 y 100%. Los
valores |G superiores al 100% son indicadores de un efecto fitostimulante del compost.
Por otro lado, el consumo de oxigeno acumulado durante 4 dias (AT4) podria tenerse en
cuenta como un parametro de estabilidad adecuado, directamente relacionado con la
actividad microbiana dentro de las pilas de compostaje. Asi, valores de ATa
excesivamente altos podrian influir en la naturaleza téxica de las muestras y afectar
negativamente al valor de IG. Este efecto también se ha descrito cuando el contenido
en compuestos fendlicos es demasiado elevado (Said-Pullicino et al., 2007). En la Figura
1 (Articulo 3), el compost que presentd un mayor efecto fitotdxico fue el obtenido a
partir de Residuos Vegetales y Residuos Sélidos Urbanos (IG promedio menor al 50%).
El compost de Lodos de Depuradora y Alpeorujo se considerd6 maduro, mostrando
valores promedio de IG entre 80 y 100%, mientras que el compost derivado de Residuos
Agroalimentarios resultd ser fitoestimulante (promedio de IG superior al 100%). En
términos generales, los mejores valores coincidieron con el promedio mas bajo de
contenido de compuestos fendlicos y valores de AT4. Sin embargo, a la vista de los
resultados obtenidos en este trabajo, no se puede confirmar dicha correlacién ya que
podria estar influenciada por otros factores diferentes, como el contenido de acidos
organicos, la presencia de compuestos volatiles o metales pesados, sales, asi como las
diferencias en la estructura quimica o el caracter hidrofébico de los diferentes
compuestos fendlicos presentes en las muestras (Barral y Paradelo, 2011; Pinho et al.,
2017).

Hasta hace relativamente pocos afos, los estudios de biodiversidad de las pilas de
compostaje se basaban en el analisis de la microbiota cultivable (Lépez-Gonzdlez et al.,
2015); sin embargo, especialmente en la ultima década, ha sido imprescindible abordar
un analisis mas profundo y cercano a la realidad mediante técnicas mas avanzadas como
son la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (PCR-DGGE) (Wang et al.,
2015), o los andlisis de metagendmica funcional, los cuales han ayudado al
establecimiento de determinados indicadores de biodiversidad fungica y bacteriana. El

indice de biodiversidad Chaol es generalmente util para conocer la riqueza de especies,
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mientras que el indice de Shannon esta mas relacionado con la abundancia. Durante la
ultima década, numerosos autores han utilizado ambos indices para conocer la
biodiversidad de los procesos de compostaje y de los productos obtenidos (Liu et al.,
2018; De Corato et al., 2019; Zhao et al., 2019).

Los valores de los indices Chaol y Shannon para la comunidad bacteriana se
representan en la Figura 3 a,b (Articulo 3). Los valores mas elevados se obtuvieron en
las muestras de Residuos Agroalimentarios, con un indice Chaol medio de alrededor de
4000 y un indice Shannon medio cercano a 9. Por otro lado, los valores medios de
diversidad en el resto de las muestras analizadas no fueron notablemente diferentes,
oscilando entre 2500 y 3000, en el caso del indice Chaol, mientras que la media del
indice de Shannon fluctué entre 7 y 8. Hay que destacar una mayor dispersion de los
datos en el caso de las muestras de Residuos Sélidos Urbanos, Lodos de Depuradora y
Residuos Agroalimentarios, lo que podria estar relacionado con una mayor
heterogeneidad en la composicién de las pilas de compostaje, asi como en los
protocolos operativos. A pesar de las diferencias detectadas segun los diferentes
procesos y materiales analizados, los resultados revelaron una comunidad bacteriana
muy diversa en todos los casos. Los valores de Shannon fueron incluso mas altos que los
obtenidos por Liu et al. (2018) después de 22 dias desde el inicio del proceso de
compostaje. Estos autores determinaron que la biodiversidad en las muestras de
compost puede verse afectada por el tamafio de particula inicial, asi como por la
aplicaciéon de celulosa comercial o de indculos microbianos especificos. Por otra parte,
la diversidad fungica (Figuras 3 c,d, Articulo 3) fue notablemente inferior a la diversidad
bacteriana. Con respecto al indice Chaol, los valores fueron aproximadamente diez
veces mas bajos que los correspondientes a las comunidades bacterianas. El indice
Chaol medio fue menor en las muestras de Residuos Vegetales (alrededor de 150),
mientras que estos valores oscilaron entre 400 y 500 en el resto de las muestras. La
media del indice de Shannon en hongos fue mayor en Lodos de Depuradora, Residuos
Agroalimentarios y Alpeorujo, oscilando entre 4 y 5, coincidiendo con el rango
establecido por otros autores (De Corato et al., 2019; Zhao et al., 2019). Las muestras
procedentes de procesos a base de Residuos Sélidos Urbanos y Residuos Vegetales

mostraron un nivel muy bajo de diversidad fungica.

Teniendo en cuenta la heterogeneidad de los diferentes procesos, los resultados
relativos al perfil metagendmico de las muestras (Articulo 3, Figuras 4 y 5), fueron
practicamente Unicos y exclusivos para cada proceso. Trabajos previos respaldan los
resultados obtenidos aqui con respecto a la metagendmica bacteriana y fungica de
materiales compostados (Langarica-Fuentes et al., 2014; Silva et al., 2016). En términos

generales, los Phyla bacterianos mas representativos fueron Firmicutes (44,8%),
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Bacteroidetes (28,7%), Proteobacteria (15,2%) y Actinobacteria (11,3%) (datos no
mostrados), siendo las familias Rhodospirillaceae, Bacillaceae, Flavobacteriaceae y
Nocardiopsaceae las familias mas ampliamente distribuidas. Estas estuvieron presentes
en todos los tipos de muestras, pero en diferentes proporciones. Por el contrario, la
familia Chitinophagaceae estuvo presente exclusivamente en muestras derivadas de
procesos a base de Residuos Agroalimentarios, aunque no en todos los procesos; la
familia Marinilabiaceae, sélo fue detectada en muestras derivadas de una de las
empresas dedicadas al compostaje de Alpeorujo, y la familia Lactobacillaceae, casi
exclusiva de muestras procedentes de Residuos Soélidos Urbanos. Los miembros de la
familia Flavobacteraceae participan en la degradacién de macromoléculas como la
celulosa y la quitina. De acuerdo con Fracchia et al. (2006) este grupo de bacterias es
dominante en compost maduros y en vermicompost. Del mismo modo, el grupo de las
actinobacterias (donde cabe destacar las familias Nocardiopsaceae 'y
Corynebacteriacea), juega un papel muy importante en las etapas posteriores del
proceso de compostaje (Tian et al., 2013) por lo que resultd atipico encontrarlo en un
nivel tan bajo en algunasmuestras de compost. Por su parte el Phylum Proteobacteria
estuvo representado por las familias Rhodospirillaceae, Idiomarinaceae,
Halomonadaceae y Pseudomonadaceae. La mayoria de ellas son tipicos de los procesos
de compostaje, y podrian detectarse en diferentes etapas del proceso (Silva et al., 2016).
En cuanto a la abundancia de hongos, Ascomycota fue el Phylum mas representativo
(97,2%). La familia mayoritaria fue Microascaceae, detectandose en todas las muestras
analizadas. Trichocomaceae fue la segunda familia mas abundante pero no se detectd
en todas las muestras. Por otro lado, el filo Basidiomycota solo representé 2,1% del total,
siendo Trichosporonaceae la Unica familia representante. Estos resultados concuerdan

con los encontrados por Langarica-Fuentes et al. (2014, 2015).

A la vista de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, es evidente que existe
un grave problema derivado de la falta de homogeneidad y repetitividad de los procesos
de compostaje a escala industrial. Aungue se han realizado numerosos intentos para
predecir la calidad del compost en funcién de diferentes pardmetros tradicionales, los
ultimos avances metagendmicos revelan la complejidad de esta prediccién, ya que la
biodiversidad microbiana puede ser casi exclusiva de cada proceso. Se podria concluir
con este trabajo, que la calidad de un compost no solo puede ser medida en términos
fisicoquimicos, sino que también es necesario tener en cuenta otros parametros
bioldgicos, entre ellos actividad enzimatica, fitotoxicidad y consumo de oxigeno, asi

como la naturaleza "biodiversa" de cada proceso de compostaje.
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6. Conclusiones

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral permitieron extraer las siguientes

conclusiones:

i) A lavista de los resultados obtenidos, es evidente que ciertos parametros tradicionales
de seguimiento y control del proceso de compostaje no evolucionan de forma estandar
cuando se trata de procesos de compostaje a escala industrial, lo que podria estar
relacionado con la heterogeneidad de las materias primas de partida y el
acondicionamiento inapropiado de las mezclas iniciales. En consecuencia, ambos
aspectos podrian influir en la evolucién de las actividades enzimaticas relacionadas con
la dinamica de las fracciones de carbono y nitrégeno, ya que el comportamiento de
éstas, en algunos casos, fue aleatorio y practicamente especifico para cada tipo de

material.

ii) Hay que destacar el papel de ciertas actividades enzimaticas, como la B-glucosidasa y
la amilasa, asi como la relacion lignina/holocelulosa, como excelentes indicadores
universales para controlar el proceso de compostaje. Los perfiles observados en
términos generales mostraron un comportamiento caracteristico y casi independiente

de los materiales de partida.

iii) A pesar de la disparidad de los procesos, las actividades proteasa y ureasa se
mostraron estrechamente relacionadas con la actividad fosfomonoesterasa alcalina, asi
como con las pérdidas de nitrédgeno, parametro éste ultimo que, a su vez, correlaciond

con el perfil térmico de las pilas.

iv) Aunque se han hecho numerosos intentos para predecir la calidad de los compost en
funcién de diferentes parametros tradicionales, los ultimos avances en metagendmica
revelan la complejidad de esta prediccidn, ya que la diversidad microbiana puede ser
casi exclusiva de cada proceso. Aun asi, se intuyd una mayor biodiversidad bacteriana y
fungica en muestras de compost mas estables desde un punto de vista bioldgico (menor

consumo de oxigeno) y menos fitotdxicas (mayor indice de germinacion).

v) A pesar de que los 15 procesos de compostaje evaluados muestran perfiles fisico-
guimico-bioldgicos, en algunos casos, muy diferentes, fue posible obtener productos
finales que cumplian con los criterios de calidad legalmente establecidos en lo que se
refiere a contenido minimo en materia orgdnica, humedad y relacion C/N. Este hecho

confirma la eficiencia y versatilidad de los microorganismos y enzimas, y su papel como
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agentes transformadores de materia organica, incluso cuando la heterogeneidad de los

materiales y las condiciones operacionales a escala industrial son tan diversas.
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