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Viabilidad del uso del NIR y otras técnicas en la 1. Introduccion
evaluacién de residuos organicos
Luis Nazario Gdlvez Sola

1.1 RESIDUOS ORGANICOS Y COMPOST

La valorizacién de los materiales residuales de naturaleza orgdnica en agricultura
es una necesidad insoslayable en la realidad actual de escasez de recursos, contaminacion
creciente del medio natural e incremento del coste energético y econdmico de los
fertilizantes de sintesis. En ese entorno, es necesario conocer en profundidad la
naturaleza y tipologia de estos flujos residuales, que se pueden utilizar en fresco o
estabilizados. En este sentido nos centraremos en un residuo organico fresco como son
los lodos de depuradora y en los materiales estabilizados resultantes del proceso de

compostaje, denominados composts.

1.1.1. NATURALEZA Y TIPOLOGIA
1.1.1.1. Lodos de depuradora

Los lodos de depuradora se obtienen durante los procesos de depuracion de las
aguas residuales. Dichos procesos tienen como finalidad la eliminacion de sdlidos,
componentes organicos e inorganicos y de patdgenos de los efluentes urbanos e
industriales. Los procesos de depuracion mas utilizados son los procesos bioldgicos,
pudiendo intervenir procesos fisico-quimicos que mejoren la efectividad de las etapas de
depuracion. En todos los casos y tipos de tratamiento se generan unos fangos mas o menos
pastosos con un contenido en sdlidos variable, entre un 0,25 y un 12% en peso,
denominados lodos de depuradora. Se trata de un material semisélido, heterogéneo, cuya
composicion es muy variable y esta determinada por las caracteristicas del agua residual a
tratar, por los procesos de depuracidon empleados y por el tratamiento al que es sometido

el lodo.

Los lodos, debido a su origen, poseen un elevado contenido en agua, una alta

capacidad de fermentacién y una elevada carga patégena por lo que deben ser tratados a fin
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de poder manejarlos mas facilmente y de evitar problemas en su utilizacién o eliminacién
posterior. En el tratamiento de los lodos ha de tenerse en cuenta el posible destino de éstos,

ya que dicho tratamiento condiciona las caracteristicas del producto final obtenido.

Los procesos de depuraciéon de las aguas residuales dependen de las
caracteristicas de los vertidos, del volumen de vertido y de su variacidon diaria y
estacional. Procesos diferentes dan origen a distintos tipos de lodos. Por otro lado, el
tratamiento del lodo, asi como su eliminacion o reutilizacidon estard condicionado por la
normativa existente, considerando los aspectos sanitarios sobre el hombre, sobre los

cultivos y sobre el medio ambiente.

Debido al aumento del nimero y capacidad de las EDAR, cada afio en Espafia se
produce mayor cantidad de lodos. En el afio 2008 se produjeron 1.177 miles de toneladas en
materia seca de lodos (dato provisional), lo que supone un aumento de aproximadamente
un 38% en el periodo 2000-2008 (Perfil Ambiental de Espaifia, 2009). Asi, este residuo
constituye, tanto por su volumen como por su composicién, uno de los principales
problemas en la gestidn de residuos en Espana, tanto para las administraciones como para
las empresas. La siguiente figura muestra la evoluciéon en la producciéon de lodos en el

periodo 1997-2008.
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1.2004 1.161
1.065

1.177

g 1.012
10004 987 1.005 986
853 £52

800 785
89 716

400
400

2004

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2004 2007 2008 (P
Fuente: MARM [P] Provisional

Figura 1.1. Evolucién de la produccion de lodos en el periodo 1997-2008. (Perfil Ambiental de Espafia, 2009).
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El destino final de los lodos de las estaciones depuradoras de aguas residuales ha
sido y sigue siendo muy diverso, segun las regiones, situacion geografica, poblacidn y
facilidades de reutilizacidn y vertido. La aplicacidn agricola al suelo es la via principal para un
uso beneficioso del lodo mediante el reciclaje de nutrientes y materia organica al suelo. Las
opciones actuales para la gestion del lodo son la aplicacion agricola, el compostaje, la
digestiéon anaerobia, la deshidratacidn y secado térmico, la estabilizacion quimica, la
estabilizacién aerobia (con o sin compostaje), la incineracion o el depdsito en vertedero
(PNIR, 2008). En el afio 2008, el 68,8% de los lodos fueron destinados a uso agricola, una
parte de ellos compostados. El 14,4% fue destinado a depdsito en vertedero y el 3,7% a
incineracién, con o sin recuperacién de energia. En la siguiente figura se puede ver la grafica

de evolucidn de los tres destinos mayoritarios en el periodo 1997-2008:
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Figura 1.2. Destino de los lodos durante el periodo 1997-2008. (Perfil Ambiental de Espafia, 2009).

Segun lo comentado anteriormente, gracias al elevado contenido de materia
organica que poseen los lodos, alrededor del 50 % sobre peso seco, y a las considerables
cantidades de macronutrientes, especialmente nitrégeno y fésforo, es conveniente la
utilizacion de éstos como fertilizantes érgano-minerales. Esto supone un ahorro doble de

energia: por una parte, la que se emplea para eliminar los lodos, y por otra parte, la
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necesaria para obtener fertilizantes de sintesis, cuyo coste se ha incrementado en los

ultimos anos (Pérez Murcia, 1999).

Los lodos pueden utilizarse como acondicionadores de suelos, lo cual permitird a
largo plazo mejorar las propiedades fisicas de los suelos, contribuyendo a reducir su
erosion, asi como a la recuperacion de zonas marginales improductivas. Otra posibilidad
es su utilizacién como substrato para la produccién de plantas ornamentales y horticolas.
Para ello se requiere mejorar las caracteristicas fisicas del lodo, lo que se consigue

mediante la técnica del compostaje (Pérez Murcia, 1999).

Los lodos de depuradora tienen la peculiaridad respecto a otro tipo de residuos de
que su uso estd regulado por la Directiva 86/278/CEE (DOCE, 1986) relativa a la
proteccion del medio ambiente y, en particular de los suelos, en la utilizacidn de los lodos
con fines agricolas. Segun dicha Directiva, se permite la utilizacién en suelos agricolas de
los lodos de depuracién cuando la concentraciéon de metales pesados de los lodos y de los
suelos receptores no supere ciertos limites y ademads, se controle la acumulacién de
metales pesados en las parcelas receptoras. En esta Directiva se establecen, entre otros,

los siguientes requisitos:

=  Proceso de tratamiento de los lodos.

= Frecuencia de controles de calidad de los lodos y suelos.

= Contenido maximo de metales pesados en los lodos.

= Contenido maximo de metales pesados en suelos.

= Cantidades maximas de lodos aplicables al suelo por hectdrea y afio en funciéon del
contenido en metales pesados de los suelos y de los lodos a aplicar, basandose en
una media de diez afios.

= Plazos de aplicacion de lodos en distintos cultivos y aprovechamiento.

5 I GIAAMA
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La Directiva prohibe la aplicacidon de los lodos de depuradora sin tratar y también
prohibe de manera explicita la aplicacién de lodos tratados a determinados cultivos y
establece plazos para su aplicacién en los cultivos autorizados. También indica que la
aplicacion de lodos debe de hacerse teniendo en cuenta las necesidades de nutrientes de
las plantas. Esta Directiva se incorpord a la legislacién espafiola mediante el Real Decreto
1310/1990, de 29 de Octubre (BOE, 1990). También se establecen una serie de controles
por parte de las Comunidades Autdnomas para el seguimiento de la utilizacién de los
lodos de depuradora en la actividad agraria y se crea el Registro Nacional de Lodos
adscrito al Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion. Para el desarrollo vy
cumplimiento de lo establecido en el Real Decreto 1310/1990, el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacidon dicta la Orden de 26 de octubre de 1993 sobre
utilizacion de lodos de depuracidon en el sector agrario. De esta forma se normaliza la
informacién y se establecen los cauces para su recopilacién final, de modo que pueda
cumplirse con el mandato de la Comision de elaborar un informe de sintesis sobre el
empleo de los lodos en agricultura, precisando las cantidades utilizadas, los criterios
seguidos vy las dificultades encontradas. Por otra parte, en el citado Real Decreto también
se indican los parametros que, como minimo, deben ser analizados en los lodos, tales
como materia seca, materia organica, nitrogeno y fésforo, y en suelos y lodos, como el pH

y el contenido en metales pesados.

En Espafia, en los ultimos afios, se han establecido varios planes nacionales de
lodos de depuradoras de aguas residuales. Con el | Plan Nacional de Lodos de Depuradora
(2001-2006) (BOE, 2001), se realizd un gran esfuerzo en la prevencion y reduccion de la
contaminacién en origen, proporcionando informacidn a los ayuntamientos y CCAA sobre
el tipo de contaminantes originados en las actividades industriales, facilitando su
identificacion y puesta en marcha de posibles medidas. Se realizo la caracterizacién de los
suelos receptores, para la confeccion de un mapa de materia organica, fosforo y metales

pesados para delimitar dreas que requieran politicas especificas de proteccion del suelo y
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establecer estrategias de reciclaje de residuos organicos como los lodos de depuradora,
se realizé la caracterizacién de los lodos de depuradora, analizando pardmetros
agrondmicos, metales pesados, compuestos orgdnicos y microbiolégicos de 66
depuradoras representativas de diversas condiciones y tipos. Hay que destacar que la
mitad de los suelos espafioles son muy pobres en materia organica, contienen menos del
1% en carbono orgdnico total, y sus contenidos en metales son relativamente bajos, lo
gue permitiria el reciclaje de una parte importante de los lodos. También se ha realizado
un estudio analitico de los composts fabricados con lodos y con RSU de recogida mixta,
llegdndose a la conclusién de que los composts de lodos poseen mas nutrientes,
principalmente N y P y tienen una menor relacién C/N y menor contenido en metales

pesados que los composts de RSU.

En el 1l Plan Nacional de Lodos de Depuradora (2008-2015) (PNIR, 2008), se
establecen como objetivos ecoldgicos de obligado cumplimiento el asegurar la correcta
gestion ambiental de los lodos y promover la valorizacion agricola de los lodos cuando se

den ciertas condiciones ecoldgicas y tecnolégicas. Otros objetivos para el afio 2015 son:

= Aplicacion del 67% de los lodos en suelos agricolas.

= Valorizacion del 18% de los lodos en otros suelos u otros tipos de valorizacidn.
= Depdsito en vertedero no superior al 12% de los lodos.

= |ncineracién no superior al 3% de los lodos.

= Correcta gestion ambiental del 100% de las cenizas de incineracion.

En la siguiente tabla se muestran los valores medios de parametros fisicos y
guimicos de lodos de 82 depuradoras diferentes del sureste espafiol. Ademas, incluye los
valores de desviacion estandar y el rango de variacidn correspondientes a un total de 337
muestras analizadas durante el periodo 2001-2006 (Pérez-Murcia y Moreno-Caselles,

2008):
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Tabla 1.1. Composicién media de los lodos de depuradora del sureste espafiol (valores sobre materia seca)
(Pérez-Murcia y Moreno-Caselles, 2008).

Parametro Unidad Valor medio Desviacion estandar Rango de variacion
pH extracto 1:10 - 6,54 0,45 3,92-7,73
CE extracto 1:10 dsm™ 2,37 1,75 0,50-12,1
Materia organica total % 53,0 10,59 14,0-74,8
Nitrégeno % 4,74 1,42 1,16-8,40
Carbono organico total % 33,0 6,12 12,0-46,2
Relacion C/N - 5,80 2,33 1,90-20,40
Fosforo % 0,94 0,32 0,24-2,35
Potasio % 0,33 0,18 0,08-1,27
Calcio % 7,60 3,71 1,01-25,40
Magnesio % 0,79 0,65 0,01-5,17
Sodio % 0,26 0,39 0,02-4,66
Hierro mg kg_1 12914 24068 14-150549
Cobre mg kg™ 427 467 26-4912
Manganeso mg kg’ 129 90,7 29-836
Cinc mg kg™ 941 1429 152-24634
Cadmio mg kg'1 8,12 16,1 1,0-189
Niquel mg kg’ 50,5 121 2,0-1500
Plomo mg kg™ 137 109 4,0-1119
Cromo mg kg'1 544 3139 2,0-32662
Mercurio mg kg™ 0,92 0,95 0,1-7,0

1.1.1.2. Compost

Podemos definir el compost como el producto que resulta del proceso de
compostaje y maduracién, constituido por una materia organica estabilizada semejante al
humus, y con pocas similitudes a la materia organica original, puesto que se habra
degradado dando lugar a particulas mas finas y oscuras. Serd un producto inocuo y libre
de sustancias fitotdxicas, cuya aplicacion al suelo no provocara dafios a las plantas, y que
permitird su almacenamiento sin posteriores tratamientos ni alteraciones (Costa y col.,

1991).
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El Real Decreto 824/2005 (BOE, 2005), modificado por la Orden APA/863/2008
(BOE, 2008), en su Anexo |, incluye al compost dentro del Grupo 6: Enmiendas Organicas,
y se define como “producto higienizado y estabilizado, obtenido mediante
descomposicidon bioldgica aerdbica, (incluyendo fase termofilica) bajo condiciones
controladas, de materiales organicos biodegradables, contenidos en los epigrafes de la
Lista Europea de Residuos, recogidos en el anexo IV, bajo condiciones controladas”. En
ese mismo grupo quedan recogidas otras enmiendas (compost vegetal, compost de
estiércol y vermicompost) producidas a partir de otros materiales organicos que han sido

sometidos igualmente a un proceso de higienizacion y estabilizacidon controlados.

Segun estas definiciones, para considerar un material organico con el nombre de

“compost”, se han de cumplir una serie de requisitos, tales como:

= Debe ser un producto estabilizado, por lo que la estabilizacién es un requisito
previo a su empleo agricola y debe conseguirse mediante procesos bioldgicos.

» Debe ser un producto inocuo. La destruccion de organismos patdgenos se
consigue con el efecto continuado de la alta temperatura, el tiempo y la
competencia de la poblacion microbiana no patégena con la patdgena,
condiciones que se dan principalmente en la etapa termofila del proceso de
compostaje.

= Debe haberse sometido a una etapa inicial de descomposicion, con lo que se debe
excluir a todos los productos obtenidos por otros procesos diferentes al del
compostaje. La degradacidon ocurre durante la primera fase del compostaje,
porque para iniciar la estabilizacién ha de finalizar primero esta fase, donde la
presencia de compuestos organicos solubles y catabolitos organicos estara en un

nivel muy bajo.
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= Serd el resultado de un proceso de humificacién, ya que durante la fase de
estabilizaciéon del producto, o fase de maduracién, se produce una humificacién,

acompaiada de un lento proceso de mineralizacion.

Por otra parte, la aplicacion agricola de los composts empleados sin un adecuado
grado de madurez puede ocasionar efectos negativos graves, por ejemplo, disminucién
del contenido de oxigeno a nivel de las raices, bloqueo del nitrégeno del suelo, aumento
excesivo de la temperatura del suelo, acumulacién de sustancias fitotdxicas o
contaminacién del medio receptor con microorganismos patégenos (Costa y col., 1991).
Por todo ello, se hace necesario evaluar la madurez del compost, llevando a cabo diversas
determinaciones fisicas, quimicas, fisico-quimicas y microbioldgicas, siendo recomendado
realizar un seguimiento completo del desarrollo del proceso de compostaje, ya que de
esta forma se puede obtener una idea mas clara y segura de la madurez o estabilidad del
producto, de la eficacia del proceso de compostaje, y por tanto, de su aplicabilidad. La
madurez del compost alude a la idoneidad para el crecimiento de las plantas, relacionada
con el grado de descomposiciéon de los compuestos fitotoxicos y a la produccion de

sustancias de tipo himico (Wuy col., 2000).

El compostaje proporciona una poblacion microbiana residente compuesta por
una gran variedad de microorganismos mesofilicos, termotolerantes y termofilicos. Esta
diversidad microbiana es incluso un requisito para un proceso de compostaje satisfactorio
ya que la presencia de ciertos microorganismos puede reflejar la calidad del compost
maduro (Beffa y col., 1996; Takaku y col., 2006). A pesar de todo, la estabilidad y/o
madurez del compost es dificil de determinar con un solo parametro, principalmente

debido a la gran variedad de materias primas y procesos de compostaje.

Numerosos parametros han sido propuestos por diversos autores para evaluar el

proceso de compostaje y el grado de madurez y estabilidad del compost (Bernal y col.,

GIAAMA
0| g



Viabilidad del uso del NIR y otras técnicas en la 1. Introduccion
evaluacién de residuos organicos
Luis Nazario Gdlvez Sola

1998), como la capacidad de intercambio catidnico y su relacion con el carbono orgdanico
total (Harada e Inoko, 1980; Iglesias-Jiménez y Pérez- Garcia, 1992a), diferentes indices de
humificacion (lglesias-Jiménez y Pérez- Garcia, 1992b), la relacion C/N, el contenido en
carbono hidrosoluble y su relacién con el N orgénico, la relacién NH;-N/NO3-N (Bernal y
col., 1998; Hue y Liu, 1995; Zmora-Nahum y col., 2005), el contenido en NH4"-N, el indice
de germinacion (Zucconi y col., 1981), la determinacidn de indices de respiracion (Gomez

y col., 2006) y el contenido en ATP o reacciones enzimaticas (Tiquia, 2002).

En Europa, la produccidon y comercializacién de los composts se regula por la
Comisién Europea. El Reglamento (CE) 2003/2003 (DOUE, 2003) sobre abonos y el 2¢
borrador Europeo sobre Tratamiento Biolégico de Bio-residuos (European Commision,
2001) son los dos documentos legales europeos existentes para establecer los requisitos
minimos exigidos para denominar compost a un producto tratado para uso agricola. El 22
borrador Europeo sobre Tratamiento Bioldgico de Bio-residuos del 2001 es un documento
de trabajo que todavia no esta aprobado ni publicado en el Diario Oficial de la Unidn
Europea, pero que indica los posibles futuros criterios para el establecimiento de un
producto como compost. En este documento de trabajo se indica un listado de los bio-
residuos adecuados para que se traten biolégicamente, los periodos de tiempo durante
los cuales las pilas de residuos a compostar deben de estar a una temperatura
determinada, los volteos a realizar dependiendo del sistema de compostaje empleado, los
criterios establecidos para considerar un producto como compost y la frecuencia de
muestreos y los parametros a determinar dependiendo de la produccidon de compost de

la planta de compostaje.
En la legislacidon espafiola, concretamente en el anexo | de la Orden APA/863/2008

(BOE, 2008), se dan ciertos requisitos a cumplir por todas las enmiendas organicas

denominadas como “compost”, tales como:
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Contenido minimo en nutrientes (% en masa), informacién sobre la evaluacion de

los nutrientes y otros requisitos:

0]

(0]

Materia organica total: >35%

Humedad maxima: 40%

C/N < 20.

Las piedras y gravas eventualmente presentes de diametro superior a 5mm
no superaran el 5%. las impurezas (metales, vidrios y plasticos)
eventualmente presentes de didmetro superior a 2 mm no superaran el

3%. EI 90% de las particulas pasaran por la malla de 25 mm.

Otras informaciones sobre la denominacién del tipo o del etiquetado:

(0]

O O O O

0]

pH.

Conductividad eléctrica.
Relacion C/N.

Humedad minima y maxima.
Materias primas utilizadas.

Tratamiento o proceso de elaboracion.

Contenido en nutrientes que deben declararse y garantizarse, formas y solubilidad

de los nutrientes y otros criterios:

o

O O 0O O o o o o

Materia organica total.

Carbono organico.

Nitrogeno total (si supera el 1%).
Nitrégeno organico (si supera el 1%).
Nitrogeno amoniacal (si supera el 1%).
P,0s total (si supera el 1%).

K,O total (si supera el 1%).

Acidos humicos.

Granulometria.
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Tabla 1.2. Principales caracteristicas de diferentes tipos de composts (datos referidos a materia seca).

Pardmetro Compost residuos vegetales Compost residuos ganaderos Compost residuos agroindustriales Compost residuos urbanos
CRPC CRVM CRVM CEA CFSPC CEV CRIL CRV CRIO CRU CLD CRM
pH 8,4 7,9 8,1 5,6-8,5 6,7 7,6 8,5 7,4 8,5-9,0 7,0-8,1 6,8-7,8 7,5
CE (dS/m) 1,59 2,30 - 2,40-3,97 4,01 - - 2,82 2,96-4,81 1,80-4,50 2,04-7,40 3,07
MOT (%) 53,1 38,7 - - 64,1 71,1 82,0 79,3-91,2 22,9-32,0- 58,3-64,8 -
COT (%) 16,1 - 21,1 31,3-50,0 35,8 41,5 43,6 45,1 - 8,6-12,0 - 11,3
NT (%) 1,27 - 1,40 0,87-5,11 2,85 3,70 1,76 2,91 2,17-2,63 0,91-1,10 2,83-4,05 0,63
C/N 12,7 = 15,1 6,0-32,0 12,6 11,2 25,1 15,5 16,6-22,7 9,1-13,2 9,0-12,3 16,4
P (%) 0,20 = = 0,39-1,77 0,29 - - 0,54 0,14-019 0,33-1,21 2,33-2,89 0,16
K (%) 1,13 - - 0,68-3,40 0,82 - - 1,90 2,49-4,27 0,41-0,80 0,28-0,42 0,46
Fe (mg/kg) - - - - 4216 - - 1355 525-1468 9534 3600-21400 -
Cu (mg/kg) - 63 80 18-585 116 - - 36 21-36 149 26-338 198
Mn (mg/kg) - - - 4 584 g = 129 38-98 454 104-184 -
Zn (mg/kg) - 369 220 100-646 1047 - - 140 38-138 671 164-1087 252
Ni (mg/kg) - 20 55 - - - - 10 - 649 8-54 -
cr (mg/kg) - - 61 - - - - 9 - 177 10-95 -
Cd (mg/kg) - 1,3 - - - - - <1 - 4 0,8-1,5 -
Pb (mg/kg) - 198 - - - - - 16 - 200 16-110 -
Referencia (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (12) (12)

(1): Ros y col. (2005); (2): Farell y Jones (2009); (3): Doelsch y col. (2010); (4): Tiquia y Tam (2002); (5): Manios (2004); (6): Green y col. (2004); (7): Wang y col. (2004); (8):
Bustamante y col. (2008); (9): Cegarra y Paredes (2008); (10): Pascual y col. (1997); (11): Pérez-Murcia y Moreno—Caselles (2008); (12): Saha y col. (2010)

CRPC: compost de restos de poda y residuo de café; CRVM: compost de residuos vegetales municipales (constituido por residuos de parques y jardines); CEA: composts de
diferentes estiércoles de animales; CFSPC: compost de la fraccion sélida de purin de cerdo; CEV: compost de estiércol vacuno; CRIL: compost de residuos de la industria lactea ;
CRV: compost de residuos vitivinicolas; CRIO: composts de residuos de la industria oleicola; CRU: composts de residuos sélidos municipales y de lodos de depuracion de aguas
residuales urbanas; CLD: composts de lodos de depuracién de aguas residuales urbanas; CRM: compost de residuos sélidos municipales; -: no determinado.
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En la tabla 1.2 se muestran algunas caracteristicas de diferentes tipos de
composts. En la mayoria de los casos los valores de pH estuvieron dentro del intervalo
compatible con el crecimiento de las plantas (5,5-8,0) (Zucconi y de Bertoldi, 1987).
Todos los composts, excepto los elaborados a base de lodos de depuracién de aguas
residuales urbanas, presentaron valores de conductividad eléctrica no excesivamente
elevados, lo que permite suponer que la aplicacion al suelo de estos materiales no

deberia contribuir a su salinizacién.

Por otra parte, en todos los composts los contenidos de materia organica
estuvieron por encima del valor minimo exigido por la legislacion para considerar a un
material como compost (materia organica > 35%) (BOE, 2005), excepto en el caso de los
composts de residuos sélidos municipales con lodos de depuracién de aguas residuales
urbanas. También, en la mayoria de los composts la materia orgdnica presenté un grado
aceptable de estabilidad, teniendo en cuenta que el valor de la relacién C/N fue <20, tal y
como indica la legislacién (BOE, 2005). Respecto al valor fertilizante de éstos, los
composts que presentaron mayor contenido de nitrogeno fueron los que contenian lodo
de depuracion de aguas residuales o estiércol de animales, mientras que los composts
con mayor riqueza fosfdrica fueron los elaborados con lodo de depuracién de aguas. Los

composts de origen oleicola presentaron mayor concentracidn de potasio.

Finalmente, en relacion a la concentracién de metales pesados, los composts que
presentaron los contenidos mas bajos de estos elementos fueron los de origen
agroindustrial, mientras que los composts de origen urbano tuvieron los mayores
contenidos de elementos potencialmente tdxicos. Este contenido alto de metales
pesados en los composts de origen urbano hizo que se clasificaran dentro de la clase C,

limitdndose asi su empleo agricola (BOE, 2005).
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Los usos del compost pueden ser variados. Destacan su empleo como abono
organico en agricultura y/o jardineria (Nogales y col., 1995; Paredes y col., 2005), como
enmendante en la recuperacién de suelos degradados o en casos de biorremediacién
(Chen y col., 2000; Walker y col., 2003; Mendez y col., 2007) y como sustrato, solo o
mezclado con otros materiales (Vavrina, 1994; Abad y col., 2009). A la hora de utilizar un
compost con fines agricolas se debe considerar su capacidad para aportar nutrientes,
fundamentalmente nitrégeno, ya que los composts, al tratarse de materiales que han
sufrido un proceso de estabilizacién, presentan una mineralizacion mads lenta, de modo
gue a corto plazo presentan una baja disponibilidad de nitrégeno aportado al suelo. Por
esta razon, son considerados como fertilizantes de liberacidon lenta, siendo esta
caracteristica importante desde el punto de vista de la prevencion de la contaminacidn
por exceso de nutrientes. El empleo agricola ha sido recomendado por diversos autores,
debido a que tras la aplicacion del compost al suelo se mejoran sus propiedades fisicas,
como el balance hidrico (Nogales y col., 1995), propiedades quimicas, como la capacidad
de intercambio catidnico (Safia y Soliva, 1987; Gallardo-Lara y Nogales, 1987), y las
propiedades bioldgicas del suelo, como el aumento de las actividades enzimaticas

(Garcia-Gil y col., 2000; Crecchio y col., 2004).

Por todo esto, el uso agricola del compost contribuye a la reutilizacién de Ia

materia orgdnica procedentes de la recogida y tratamiento de residuos.

1.1.2. PROBLEMATICA ASOCIADA A LA GESTION Y VALORIZACION DE LOS
RESIDUOS ORGANICOS

La creciente produccion de residuos organicos hace que su correcta gestién sea de
vital importancia para que no se produzcan incidencias negativas para el medio ambiente

en general y para el sistema suelo-planta en particular. Es importante considerar que sin
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un adecuado control y optimizacién de su uso en funcién de criterios cientificos, estos
residuos pueden constituir un vector de contaminacién y degradacion de los sistemas
agricolas, asi como de otros compartimentos medioambientales. En general, la
contaminacién no puede considerarse como un proceso degradativo aislado de un
compartimento biogeoquimico en particular, pues todos ellos estan conectados entre si:
biosfera (biomasa terrestre, biomasa marina y hombre), litosfera (corteza, suelo y
sedimentos), hidrosfera (agua dulce, agua de mar) y la atmdsfera. Esta interrelacién
puede minimizar el efecto de la contaminacion, ser origen de ella, e incluso, ser un medio
eficaz de propagacion. El suelo como compartimento donde se incorpora el residuo, es un
sistema abierto y dindmico que tiende a permanecer en condiciones de equilibrio.
Ademas puede considerarse como un sistema amortiguador y/o depurador al ser capaz
de minimizar alteraciones de algunas de sus propiedades, asi como degradar o inmovilizar

contaminantes.

Todas las tendencias legislativas en el ambito de la gestion de residuos se basan en
la gestion integral de éstos, lo que implica abordar el ciclo en su totalidad, desde la
minimizacion en origen hasta el uso final de los productos obtenidos. Las estrategias de
tratamiento han de dar respuesta a la siguiente pregunta: ¢Qué hacer para obtener un
producto con una calidad que cumpla unas especificaciones a partir de una materia prima
de una calidad determinada, con el minimo impacto ambiental, utilizando tecnologias
disponibles en el mercado y con un coste econdmico viable para el usuario? Lo anterior
corresponde a la definicion de mejor tecnologia disponible (MTD) segun la directiva IPPC
(Directiva 2008/1/CE) (DOUE, 2008a) relativa a la prevencién y control integrados de la

contaminacién.
A pesar de que las directivas y reglamentos europeos posibilitan una evolucion

pareja en Europa, en la implantacién de tecnologias de transformacion de residuos

organicos, las diferentes condiciones de contorno imperantes en cada pais explican
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diferencias sustanciales en el grado de implantacion. Estas condiciones comprenden los
costes y precios de la energia, la intensidad y densidad de produccion de residuos (que
afecta a los costes de transporte), la demanda de fertilizantes o enmiendas, la posibilidad
de tratamiento colectivo o co-tratamiento y la aceptacién por parte de la poblacion (EEA,

2002).

En la actualidad, se da mucha importancia a la minimizacion de materia organica
biodegradable que entra a vertedero, siendo éste el primer punto a cumplir dentro de la
gestion de residuos. La Directiva 1999/31/CE (DOCE, 1999) relativa al vertido de residuos
es muy explicita en este sentido y programa la reduccién gradual y obligatoria de residuos
biodegradables que entra en vertederos, con valores de reduccién del 75% a los 5 aios,
50% a los 8 afios y 35% a los 15 afios a partir de la transposicion de la Directiva a las
legislaciones estatales (en Espafia, mediante el Real Decreto 1481/2001 (BOE, 2002)) y
respecto a los residuos biodegradables generados en el afio 1995. Para hacer posibles
estos objetivos son posibles 3 grupos de estrategias genéricas: 1) transformacién para
mejorar la calidad y reciclaje en sistemas agrarios (digestion anaerobia y compostaje); 2)
transformacion para reducir materia organica y aislamiento en vertedero (tratamiento
mecanico-bioldgico); 3) incineracion y aislamiento de cenizas. Los costes econdmicos
dependen de un equilibrio entre el disefio tecnoldgico y los aspectos de la gestion y
recogida. Los procesos con la finalidad de reducir la materia orgdnica biodegradable en
cualquier tipologia de residuo organico, de forma genérica son (European Commission,

2000; 2001):

=  Compostaje.

= Digestion anaerobia (mesofilica o termofilica).

= Combinacién de digestidon anaerobia y compostaje del digestado.
= Digestion aerobia.

= Desnitrificacion.
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El reciclaje estd priorizado por encima de la valorizacidén energética y las practicas
de eliminacion o aislamiento, segun la Directiva 2008/98/CE (DOUE, 2008b), relativa a
residuos, y cuya transposicion a la normativa espafiola debera de realizarse antes del 12
de Diciembre del 2010. En este sentido, se debe priorizar la obtencién de productos con
la calidad necesaria para poder sustituir materias primas y reciclarse en las cadenas

productivas o en proyectos de mejora ambiental.

1.1.3. ASPECTOS AGRONOMICOS Y AMBIENTALES DEL USO AGRICOLA DE
ENMIENDAS ORGANICAS

El suelo es un recurso no renovable, debido al largo tiempo que se necesita para
generarse a partir de la roca madre. Actualmente, el suelo estd sometido a procesos de
degradacion, desertizacion o desertificacion. La degradacién del suelo esta relacionada
con un descenso del contenido en materia organica de éste. Algunas consecuencias de

esta disminucion en la materia organica son:

= Pérdida de la estructura del suelo.

= Menor retencion de agua y nutrientes.
= Pobreza bioldgica.

= Pérdida de fertilidad

= |ncremento de los riesgos de erosion.

En los ultimos afos, se ha incrementado la produccién de residuos orgdnicos
debido, entre otros, a factores como la aglomeracién de la poblaciéon, la concentracién
y/o intensificacion de la agricultura y la ganaderia, el desarrollo de la industria,

especialmente la agroalimentaria, etc.
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Por lo tanto, hay un mayor aumento en la produccion de residuos organicos (en
Espafia > 45 millones de toneladas/afio) (INE, 2009; Perfil Ambiental de Espafia, 2009), y
una disminucidn de la fase organica del suelo. Por ello, se deben buscar nuevas fuentes
para el mantenimiento sostenible de la materia orgdnica del suelo, y para tal fin podemos

convertir los residuos en recursos organicos.

Se han realizado muchos estudios en todo el mundo sobre la adicién de materia
organica en el suelo, y los buenos resultados obtenidos en cuanto al aumento de la
resistencia a la erosion, el aumento de la fertilidad, mejora de la infiltracién, de la
retencién hidrica, reduccidon de la compactaciéon, contaminacion, etc. y de cémo se
pueden paliar problemas derivados del uso de plaguicidas, la lixiviacidon de nutrientes y la
emision de gases a la atmdsfera. En cuanto a los estudios realizados sobre agricultura
orgdnica, bioldgica o ecoldgica, los resultados obtenidos conducen a una mejora en la
calidad del suelo y en su actividad bioldgica, si los comparamos con los métodos de
agricultura convencional. Estos estudios demuestran que la aplicacién de materia
organica en agricultura ecolégica, conduce a buenas condiciones de pH, y mejora los
valores del carbono y nitrégeno organico, de la mineralizacién del nitrégeno, de la
capacidad de intercambio catidnico, biomasa microbiana y su actividad, etc. (Kirchmanny
Thorvaldsson, 2000). Por tanto, la materia organica contribuye a preservar las

propiedades fisicas, bioldgicas y quimicas del suelo.

Los principales beneficios de la aplicacion de materia orgdnica al suelo son los

siguientes (Labrador Moreno, 1996):

= Propiedades fisicas: un contenido adecuado en materia organica mantiene la
estructura del suelo en buenas condiciones y la estabilidad de dicha estructura.
Contribuye a la formacién de complejos arcillo-himicos y drgano-minerales

(microagregados) y a la union de particulas formando macroagregados,
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resultando una porosidad adecuada que permita una mejora de la infiltracién, de

la capacidad de retencién hidrica, evitando en lo posible la compactacién, etc.

* Propiedades quimicas: la adicion de materia organica al suelo produce un
aumento del contenido de carbono y nitrégeno organicos y del fésforo asimilable
por las plantas. La materia orgdnica favorece la capacidad tampdn a los cambios
de pH. El pH del suelo alcanza valores medios, adecuados para la movilizacién de
nutrientes. Otro aspecto derivado de la adicion de materia organica es la
formacion de complejos con la arcilla, resultando en un aumento en la capacidad

de intercambio catidnico.

* Propiedades bioldgicas: la actividad bioldgica y enzimatica estd relacionada con la
predisposicion degradativa de los suelos y el reciclado de nutrientes, es decir, una
actividad biolégica baja o escasa predispone al suelo a una menor resistencia a la
degradacion. La materia orgdnica sirve de sustrato para el crecimiento y desarrollo
de los microorganismos, por lo que en presencia de esta materia organica, la
biomasa microbiana aumentara, aumentando también su actividad. La
transformacién de la materia organica por parte de los microorganismos tiene
repercusidon en el resto de propiedades del suelo y lo induce a la colonizacion
vegetal, lo que a su vez revierte en dichas propiedades, pudiendo llegar a una
situacién de aumento en la humedad y la retencidn de agua, formaciéon de
agregados estables, aumento de las tasas de infiltracidn, disminucién de densidad
aparente, etc. Pero el aumento de materia orgdnica no solo sirve de sustrato para
los microorganismos. La edafofauna también se ve beneficiada por este aporte de
materia organica, pudiendo incrementarse su poblacion, revertiendo de nuevo en

las propiedades indicadas, gracias a su actividad.
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Cada propiedad del suelo afecta o tiene relacién con una o varias funciones de
éste, tal y como se puede ver en la Tabla 1.3, donde se muestran los efectos mds
destacados de la materia organica humificada sobre las propiedades fisicas, quimicas y

bioldgicas del suelo (Labrador Moreno, 1996):

Tabla 1.3. Efectos mas destacados de la materia orgdnica en el suelo (Labrador Moreno, 1996).

PROPIEDADES DEL SUELO | EFECTOS DE LA MATERIA ORGANICA HUMIFICADA

Fisicas Aumenta la capacidad calorifica

Suelos mas calientes en primavera

Reduce las oscilaciones térmicas

Agrega las particulas elementales

Aligera suelos arcillosos y cohesiona los arenosos
Aumenta la estabilidad estructural

Aumenta la permeabilidad hidrica y gaseosa
Facilita el drenaje y las labores

Reduce la erosion

Aumenta la capacidad de retencién hidrica
Reduce la evaporacion

Mejora el balance hidrico

Quimicas Aumento del poder tampdn

Regula el pH

Aumenta la capacidad de cambio catidnico
Mantiene los cationes en forma asimilable
Forma quelatos y fosfohumatos

Mantiene las reservas de nitrogeno

Bioldgicas Favorece la respiracion radicular

Favorece la germinacion de semillas

Favorece el estado sanitario de organismos subterraneos
Regula la actividad microbiana

Fuente de energia para microorganismos heterdtrofos

El CO, desprendido favorece la solubilizacién mineral
Contrarresta el efecto de algunas toxinas

Modifica la actividad enzimatica

Activa la rizogénesis

Fuente de energia para microorganismos heterdtrofos

GIAAMA
"r



Viabilidad del uso del NIR y otras técnicas en la 1. Introduccion
evaluacién de residuos organicos
Luis Nazario Gdlvez Sola

El contenido en carbono organico es uno de los indicadores de calidad del suelo
mas importantes. Cuando se realizan estudios de monitorizacién o seguimiento de la
calidad del suelo, el analisis del contenido en carbono organico es esencial y uno de los
mas importantes, tanto es asi, que en los estudios de agricultura y medio ambiente de la
European Enviroment Agency (Agencia Europea del Medio Ambiente), el principal
indicador que se tiene en cuenta para evaluar la calidad del suelo es el contenido en
carbono organico, como se puede comprobar en su informe sobre indicadores IRENA
(Indicator Reporting on the Integration of Environmental Concerns into Agriculture Policy)

(EEA, 2005).

1.2. VALORIZACION DE RESIDUOS: EL PROCESO DE COMPOSTAJE

El compostaje es un proceso bio-oxidativo controlado, en el que intervienen
numerosos y variados microorganismos, que requiere una humedad adecuada y sustratos
organicos heterogéneos en estado sélido. Implica el paso por una etapa termofilica y una
produccion temporal de fitotoxinas, dando al final como productos de los procesos de
degradacion, dioxido de carbono, agua y minerales, asi como una materia orgdnica
estabilizada, libre de fitotoxinas y dispuesta para su empleo en agricultura sin que

provoque fenémenos adversos (Costa y col., 1991).

La conversidon de la materia orgdnica inicial, biodegradable, al estado de materia
organica humificada (humus), realizada durante el compostaje, es un proceso
microbioldgico influido por la naturaleza de los organismos presentes, como bacterias,
hongos y actinomicetos, fundamentalmente. Durante el proceso de compostaje tiene
lugar una sucesién de predominio de diferentes microorganismos; en funcion de la
influencia de determinados factores, como la naturaleza quimica del sustrato que esta

siendo degradado con mayor intensidad, el contenido de humedad, la disponibilidad de
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oxigeno, la temperatura, la relacién C/N y el pH, ciertos microorganismos se multiplican
mas rdpidamente que otros, predominando en el medio de degradacién de la materia

organica.

Durante el proceso de compostaje se observan dos fases fundamentales:

a) La fase biooxidativa del compostaje, durante la cual, la actividad de los
microorganismos que intervienen en el proceso es maxima como consecuencia
de tener a su alcance gran cantidad de compuestos facilmente biodegradables,
procedentes de los materiales de partida. Durante esta fase la mineralizacion de

la materia orgdnica es el proceso mas importante.

b) La fase de maduracion o humificacién, momento en que la actividad de los
microorganismos esta ralentizada, ya que disponen de poco material
biodegradable, descompuesto durante la fase anterior; en esta segunda etapa
predominan los procesos de humificaciéon con reacciones de policondensacién,
dando lugar a la formacién de un producto similar al humus, que se conoce con

el nombre de compost (Garcia y col, 1990).

La siguiente figura muestra las etapas del proceso de compostaje aerobio,

como el utilizado para la elaboracién de los composts utilizados en este estudio:
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1. Introduccion
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Figura 1.3. Etapas del proceso de compostaje aerobio (Costa y col., 1991).

La evolucién de la temperatura durante el proceso de compostaje marca las

diferentes etapas que nos determinan el grado evolutivo del material compostado. Las

etapas que componen este proceso en condiciones aerobias y el tipo de microorganismos

gue actuan son las siguientes (Chen e Inbar, 1993):

= Etapa mesdfila. Al comienzo del proceso, la masa estd a temperatura ambiente. A

medida que la poblacion

indigena se multiplica,

la temperatura aumenta

rapidamente. Es una etapa de marcado caricter mesodfilo, en la cual, entre los

productos que se forman, destacan los acidos organicos de cadena corta. La

acidificacion lleva consigo el descenso del valor de pH. La temperatura se eleva hasta

alcanzar los 40°C.
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Etapa termdfila. Alcanzados los 40°C, la actividad mesofilica cesa y se entra en una
segunda etapa, la etapa terméfila, en la que se distinguen dos fases: Una fase inicial,
en la cual la temperatura se eleva progresivamente. La acidez del medio evoluciona,
apreciandose un aumento del pH, consecuencia directa de la presencia del i6n
amonio como producto de la degradacion. Hay una destruccion de huevos y larvas
de insectos, lombrices y semillas. Comienza también la destruccion de bacterias
patdgenas. En la segunda fase, mas lenta, hay un incremento mayor de la
temperatura, pudiéndose alcanzar la cota superior alrededor de los 75°C.
Destruccion de bacterias patogenas (paratifus), salmonelas y bacilos intestinales.
Desaparicion de hongos y bacterias termofilicas. El aumento de la temperatura
puede provocar pérdidas de nitrégeno en forma amoniacal. EIl pH desciende

ligeramente.

Etapa de enfriamiento. La masa se comienza a enfriar debido a que los materiales
facilmente degradables se han consumido, la reaccion se ralentiza y el calor
generado es menor que el que se pierde. En esta fase la temperatura desciende y se
recuperan las condiciones térmicas precedentes. La liberacidn de calor es suave y la
temperatura desciende hasta alcanzar la del ambiente. El pH no sufre modificacion

apreciable.

Etapa de maduracion. Tiene lugar a temperatura ambiente. En esta etapa se
producen complejas reacciones secundarias de condensacién y de polimerizacidn, las
cuales dan lugar al humus como producto final. La etapa de maduracion precisa de
un periodo de tiempo mds extenso que las etapas anteriores. Se detecta la presencia
de sustancias dotadas de actividad antibidtica y la desaparicion de gérmenes

patdgenos. La pérdida de masa y la emisidn de calor son escasas.
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La naturaleza del sustrato sobre el que actlan los microorganismos es otro factor
relevante. Los principales residuos que se destinan a la produccién de compost son de
origen agricola, ganadero, urbano (basuras y lodos), industrial y forestal. Las
caracteristicas fisicas y quimicas de cada uno de ellos dependen de su procedencia. Las
principales caracteristicas fisicas, fisico-quimicas y quimicas del sustrato que influyen en

el compostaje son:

a) El tamaino de las particulas, pues cuanto mayor sea la superficie expuesta al

ataque microbiano, mas rdpida y completa sera la reaccion (mayor actividad
quimica por unidad de masa). Por tanto, el desmenuzamiento del material
facilitara el ataque por parte de los microorganismos e influird sobre la velocidad
del proceso, pudiendo hasta duplicarla si se muele el material. Las dimensiones
de particula ideales deberian ser las microscdpicas; sin embargo, las limitaciones
como el consumo energético y costes, ademas de la necesidad de que exista una
determinada porosidad en la masa para que se produzca el intercambio
gaseoso, marcan tamafos minimos que distan mucho del molecular. La
experiencia demuestra que el tamafio ha de situarse entre 1 y 5 cm de didmetro

(Biddlestone y Gray, 1991).

b) La porosidad del sustrato: en el caso de sustratos poco porosos, como lodos,

purines, etc., es conveniente mezclarlos con otros materiales que confieran
estructura apropiada para la aireacién y la capacidad de retencién hidrica, y que
ademads seran preferentemente inertes desde el punto de vista quimico, con el

fin de que no presenten reacciones simultaneas (Costa y col., 1991).

c) Larelacion superficie/volumen de las particulas tiene una influencia directa en la

forma y velocidad de la degradacion. La relacion aire/agua en los intersticios de

las particulas es igualmente importante; agua y oxigeno son indispensables para
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d)

e)

f)

la actividad microbiolégica y cuando la proporcidon es menor del nivel critico, el
metabolismo microbiano y la respiracién disminuyen y se paralizan (Costa y col.,

1991).

Relacién C/N: debido a que los microorganismos utilizan generalmente treinta
partes de carbono por cada una de nitrégeno, en teoria, esta relacion debe
considerarse como Optima en los materiales que se vayan a compostar. Los
valores mas recomendables de esta relacién para un rdpido y eficiente
compostaje estan comprendidos entre 25 y 35 (Sana y Soliva, 1987; Costa y col.,
1991). Si esta relacion tiene valores menores se producen pérdidas de nitrégeno
en forma de amonio y si por el contrario, la relacidn inicial es elevada, el proceso

se prolonga siendo necesaria la adicién de nitrégeno para rebajarla.

Contenido de nutrientes: la utilidad de los residuos que se emplean en el

compostaje esta en funcion de la disponibilidad de elementos nutritivos que
posean. Los microorganismos del proceso de compostaje precisan elementos
esenciales para su nutricion, desarrollo y reproduccién. Entre éstos estan
algunos micronutrientes (boro, manganeso, cinc, cobre, hierro, molibdeno vy
cobalto) aunque en poca cantidad, pues pueden llegar a ser toxicos a
concentraciones altas. Estos elementos desempefan un importante papel en la
sintesis de enzimas, en el metabolismo de los microorganismos y en los

mecanismos de transporte intra y extracelular (Biddlestone y Gray, 1991).

pH: en general, se pueden compostar materiales dentro de un amplio rango de
valores de pH (3-11). No obstante, los comprendidos entre 5,5y 8 son los que se
consideran optimos, ya que en general los hongos toleran un amplio margen de
pH (5-8) mientras que, las bacterias tienen un margen mas estrecho (pH 6-7,5)

(Costay col., 1991).
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Condiciones ambientales: en este apartado se consideran aquellos pardmetros cuya

correcta evolucidon es necesaria para que se desarrolle adecuadamente el proceso de

compostaje.

a)

b)

c)

Temperatura: este parametro varia durante el proceso de compostaje marcando
las diferentes etapas que nos determinan el grado evolutivo del material
compostado. Desde un punto de vista termodindmico, la biodegradacion se
desarrolla a través de un proceso global exoenergético, constituido por
diferentes etapas (mesofila, termdfila, de enfriamiento y de maduracién). Se
consideran Optimas las temperaturas del intervalo 35-55 2C, ya que a
temperaturas mas altas, los microorganismos mas interesantes para el proceso
mueren o se desactivan por encontrarse esporulados. Por otra parte, la
generacién de temperaturas demasiado altas implica una mayor mineralizacién
gue conduce a la obtencidn de productos finales menos ricos en materia

organica (Safia y Soliva, 1987).

pH: La acidez inicial es la propia de los residuos a compostar y posteriormente
desciende, para a continuacion alcanzarse y superarse la neutralidad. En la etapa
inicial del compostaje los microorganismos actian sobre la materia organica mas
Iabil, produciéndose una liberacion de acidos organicos que provoca un
descenso en el pH inicial. Posteriormente, debido a un aumento en la
concentracion del idn amonio el pH aumenta. Conviene tener en cuenta que
aumentos grandes de pH acompafados de elevaciones fuertes de temperatura
pueden suponer pérdidas de nitrogeno en forma de amoniaco (Costa y col.,

1991).

Aireacion: es imprescindible asegurar la presencia de oxigeno para el desarrollo
del proceso de compostaje, pero siempre dentro de unos limites, ya que un

exceso de aireacién podria provocar el enfriamiento de la masa con la
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d)

consiguiente disminucién de la actividad microbiana. El nivel de oxigeno éptimo
esta dentro del intervalo 10-18% (Biddlestone y Gray, 1991). El oxigeno no sélo
es necesario para la respiracién de los microorganismos y el metabolismo
aerobio, sino también para oxidar algunas moléculas orgdnicas presentes en la

Mmasa a compostar.

Humedad: los microorganismos necesitan cierta cantidad de agua para su
metabolismo; ésta constituye también un medio de transporte de los nutrientes
solubles y de los productos de reaccion. El nivel éptimo de humedad esta
situado entre un 40 y un 60%. La actividad microbiana se reduce
considerablemente cuando el contenido de humedad cae por debajo del 30%.
Por debajo del 12% cesa, practicamente, toda la actividad bioldgica, siendo el

proceso extremadamente lento (Saia y Soliva, 1987).

De forma resumida, las ventajas e inconvenientes del compostaje son (Flotats y

Solé, 2008):
Tabla 1.4. Ventajas e inconvenientes del compostaje.
VENTAJAS ¢ INCONVENIENTES *
@ Posibilidad de tecnologia simple, ® Requiere separacion en origen.

barata y robusta.

® Recuperacién del 50% de la masa @ Se necesita desarrollar y mantener un
(peso) y nutrientes. mercado para el compost.

® Produccion de sustancias humicas, ® Emisién periddica de olores, especialmente
microorganismo beneficiosos y en el caso de residuos sélidos urbanos.

nitrégeno de liberacidn lenta.

@ Elimina semillas y patdgenos.
® Posibilidad de buenas oportunidades amoniaco, y de 40-60% de carbono en forma

para el control del proceso. de didxido de carbono.

Pérdidas de 20-40% de nitrégeno en forma de
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1.3. TECNICAS INSTRUMENTALES AVANZADAS Y SU UTILIDAD EN
EL AMBITO DE LOS RESIDUOS ORGANICOS Y LOS
COMPOSTS

1.3.1. LA ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO MEDIANTE TRANSFORMADA
DE FOURIER (FT-IR)

La absorcidén en la regidn infrarroja se debe a movimientos de vibracidn y rotacidn
de grupos moleculares y enlaces quimicos. Badsicamente, existen dos tipos de vibraciones

fundamentales:

= Tension: se da cuando los atomos permanecen en el mismo eje de enlace pero la

distancia entre los atomos aumenta o disminuye.

= Flexion: se da cuando las posiciones de los 4tomos cambian en relacién al eje de

enlace original.

Cuando la luz infrarroja incide sobre la muestra, si ésta tiene la misma frecuencia
gue alguna de las vibraciones, la energia es absorbida y la amplitud de esa vibracion se ve
incrementada. Debido a la absorcidn de energia a la frecuencia de resonancia, el detector
del espectrometro infrarrojo registra un pico de absorcion para esa longitud de onda.
Para obtener un espectro de infrarrojos, la muestra se irradia con luz infrarroja de
longitudes de onda sucesivas desde 0,8 a 2000 um (12500-5 cm™) y la cantidad de luz
transmitida por la muestra es medida en un registro, el cual procesa el porcentaje de luz
transmitida a cada longitud de onda, obteniéndose en un periodo de tiempo
relativamente corto (5-20 min) una curva de transmitancia frente a la longitud de onda o

la frecuencia (Stevenson, 1994).
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El coste es relativamente bajo y la preparacién de la muestra es muy sencilla.
Gracias también a su facil accesibilidad, esta técnica presenta varias ventajas en
comparacion con otros métodos analiticos o espectroscdpicos mas sofisticados. Tampoco
se requiere de un tratamiento quimico previo, con lo que evitamos cualquier reaccién
secundaria. Otra ventaja es que todos los parametros o componentes presentes se
pueden medir de manera simultdnea, simplificando asi el andlisis. Por otra parte, este
método revela la estructura de los datos espectrales y refleja semejanzas y diferencias
entre distintas muestras y por otro lado revela la correlacidén entre parametros quimicos y

regiones espectrales especificas (Smidt y Parravicini, 2009).

Dentro de los tipos de espectrofotometros de infrarrojo estan los
espectrofotémetros con transformada de Fourier (FT-IR), los cuales se basan en el
interferometro de Michelson (modula cada frecuencia del infrarrojo) y para el
tratamiento de datos se utiliza la transformada de Fourier, de manera que se transforma

la sefial de dominio del tiempo al dominio de la frecuencia.

234 days

0 days

L 1 1 i I 1 [l 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

wavelength

Figura 1.4. Diferencia entre los espectros FT-IR de un mismo compost en su etapa inicial y madura

(Martinez-Sabater y col., 2009).
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Esta técnica es muy sensible a los diferentes grupos funcionales quimicos
presentes en las moléculas. La espectroscopia FT-IR se ha convertido en una importante
aplicacién para caracterizar de forma cualitativa y no destructiva las principales clases de
grupos quimicos que forman parte de la materia orgdnica (Chefetz, y coll, 1998, Inbar y
col., 1990, Smidt y col.,, 2002). Si consideramos que el espectro infrarrojo refleja la
composicidon quimica de los componentes de una muestra, es necesario realizar estudios
preliminares de la muestra para seleccionar los criterios que indican los procesos de
descomposicidon de la materia organica (Grube y col., 2006). Los espectros de infrarrojo
de sustancias humicas o de compost contienen una variedad de bandas que son

caracteristicas de estructuras especificas de las moléculas que la componen (Figura 1.4),

tal y como se muestra en la Tabla 1.5:

Tabla 1.5. Principales bandas de absorcion en el infrarrojo de sustancias himicas (Stevenson, 1994).

Frecuencia (cm™)

Asignacion

3400-3300

2940-2900

1725-1720

1660-1630

1620-1600

1590-1517

1460-1450

1400-1390

1384

1280-1200

1170-950

Vibracién O-H, Vibracion N-H
Vibracién C-H alifatico
Vibracién C=0 de COOH y cetonas

Vibracién C=0 de grupos amida (banda de amidas primarias),
quinonas y/o C=0 de cetonas

C=C Aromitico, C=0 de cetonas conjugadas

Vibracion simétrica COO’, deformacion N-H + vibracion C=N
(banda de amida secundaria)

C-H Alifatico

Deformacion OH y vibracion C-O de OH fendlico, deformacion
C-H de grupos CH, y CHs, vibraciéon antisimétrica COO

Banda de nitrato

Vibracién C-O y deformacién OH de COOH, vibracién C-O de
éteres arilicos

Vibracidn C-O de polisacaridos o sustancias tipo polisacarido,
Si-O de impurezas de silicatos
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La espectroscopia infrarroja se considera valiosa en investigaciones con materia

orgdnica por las siguientes razones:

= Proporciona informacion clave referente a la naturaleza, reactividad, y

disposicion estructural de grupos funcionales que contienen oxigeno.

= Se pueden determinar constituyentes como proteinas y carbohidratos

pueden ser establecidos.

» La presencia o ausencia de impurezas de tipo inorganico (iones metalicos,

arcillas) en fracciones himicas aisladas puede ser establecida.

= Latécnica es apropiada para establecer un analisis cuantitativo.

Por ello, esta técnica espectroscépica nos puede dar informacién muy importante
sobre el proceso de transformacion y maduracién de la materia organica durante el
proceso de compostaje. Si se examinan cuidadosamente las transformaciones durante
este proceso mediante el analisis de espectros FT-IR, se pueden establecer algunos
pardmetros analiticos para estimar el grado de madurez del compost u otros materiales
orgdnicos, tal y como demuestran numerosos estudios como los de Castaldi y col. (2005),

Smidt y Meissl (2007), Smidt y Parravicini (2009) o Campitelli y Ceppi (2008), entre otros.

1.3.2. LA ESPECTROSCOPiIA EN EL INFRARROJO CERCANO (NIRS)

La espectroscopia en el infrarrojo cercano o NIRS (del inglés Near Infrared
Reflectance Spectroscopy) es una herramienta ampliamente usada, desde hace unos 30
afios, para la rdpida determinacién de componentes orgdnicos en forrajes, granos de
cereales, productos lecheros u otros materiales organicos. Esta técnica es bien conocida

por su capacidad para analizar sustancias organicas de una forma muy rdpida (1 6 2
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minutos aproximadamente), no siendo necesario el uso de reactivos quimicos, sin
destrucciéon de la muestra analizada, no genera contaminantes, ya que no se usan
reactivos quimicos o téxicos y es barata. Tan sélo requiere la inversién inicial en el
espectrofotémetro. Esta aplicacidn no requiere tratamiento previo de la muestra, salvo el
secado, triturado y mezclado en el caso de que la matriz a analizar sea sélida. Las
muestras también se pueden escanear en fresco, como se puede apreciar en el trabajo de
Huang G. y col. (2008). Todo esto hace que esta técnica presente varias ventajas en

comparacion con otros métodos espectroscopicos o analiticos mas sofisticados.

El principio de funcionamiento de la técnica NIRS se basa en que la energia
absorbida en la regién del infrarrojo cercano por una muestra produce que los enlaces
covalentes entre C-H, O-H y N-H, principales componentes de las sustancias organicas,
vibren en distintas formas (Burns y Ciurzak, 1992). Esta fraccién del infrarrojo comprende
las longitudes de onda entre 780 y 2500 nm (12500-4000 cm™, expresados como nimero

de onda) (Figura 1.5).
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Figura 1.5. El espectro electromagnético (Software Opus 6.0 Bruker Optik).
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Existe una relacién entre la composicién quimica, tanto a nivel cuantitativo como
cualitativo, y el espectro registrado en la zona del infrarrojo cercano. Puede establecerse
por tanto, que muestras que tengan composiciones orgdnicas diferentes tendran
espectros en el infrarrojo diferentes. Pero la interpretacién de los espectros es algo
tremendamente complejo, a pesar de que las caracteristicas espectrales de cada
compuesto son Unicas, ya que éstas a veces aparecen solapadas por su amplitud (Figura

1.6).
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Figura 1.6. Espectros NIRS de propanol, metanol y etanol, asi como la mezcla todos ellos. (Software Opus

6.0 Bruker Optik).
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En la siguiente tabla se presentan las sefiales de absorbancia en el infrarrojo

cercano para los principales grupos quimicos en la materia organica (Conzen, 2006):

Tabla 1.6. Sefiales de absorbancia en el infrarrojo cercano correspondientes a los principales grupos
guimicos en la materia orgdnica (Conzen, 2006).

GRUPO RANGO FRECUENCIA (cm™)

Hidrocarburos alifaticos 9100-7800
-> 7700-6900
6300-5500
5000-4100

Hidrocarburos aromaticos aprox. 9000
-> 7300-6900
aprox. 6000
4700-4000

Acidos carboxilicos aprox. 6900
=> aprox. 5250
4900-4600

Aminas > 7000-6500
5200-4500

Agua > 7500-6400
5400-4900

Antes de que el espectro de absorbancia de una muestra pueda ser usado para la
determinacién de un compuesto o elemento concreto debe desarrollarse una calibracién
para este compuesto o elemento, segun sea el caso. En un espectro NIRS, los diferentes
constituyentes de la muestra poseen unos picos superpuestos (Figura 1.7), por lo tanto
las medidas realizadas con NIRS deben de ser calibradas con muestras de composicion

guimica conocida para asi poder extraer la informacién deseada con NIRS (Gislum y col.,
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2004). Con este objetivo, deben escanearse con NIRS numerosas muestras con diferentes
valores de referencia para el compuesto o compuestos orgdnicos de nuestro interés
obtenidos por métodos tradicionales de andlisis. Cuanto mayor es el nimero de muestras
analizadas por métodos estandarizados, las calibraciones que se consiguen son mads
representativas. La seleccion de muestras que se usaran para la calibracién no serd
absolutamente aleatoria, porque debe de tratarse de un grupo de muestras que estén
dentro de un rango de valores similares al de muestras que seran usadas para la
validacién, y ambas deben tener una distribucidn normal. Es importante que el rango de
calibracién y validaciéon abarque los valores de los parametros de las muestras que
posteriormente seran estimadas por NIRS, y asi no tener zonas donde la incertidumbre

sea alta y los errores puedan ser significativos.

T T T T T T T T T T T T T T T
11500 11000 10500 10000 9500 8000 8500 8000 7500 7000 6500 6000 5500 5000 4500 4000

Figura 1.7. Espectros de muestras de composts (unidades de absorbancia en ordenada y nimeros de onda
en abcisa).

Esta técnica ha sido aplicada en numerosos campos de estudio, tales como

agricultura, tecnologia de alimentos, ciencia médica o sectores como el petroquimico o el
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farmacéutico. Hoy en dia, la espectroscopia en el infrarrojo cercano esta siendo muy
utilizada en el terreno de los anadlisis ambientales, por ejemplo, en la medida de la
materia orgdnica en suelo (Cozzolino y Mordn, 2006; Ludwig y col., 2002), medida del
carbono en suelos (Reeves y col., 2006), estudio de acidos himicos y fulvicos en lodos de
depuradora (Hernandez y col., 1993; Polak y col., 2005), caracterizacion de residuos
orgdnicos (Grube y col., 2006; Malley y col., 2002), contenidos minerales en plantas

(Halgerson y col., 2004), etc.
En la tabla 1.7 se muestran algunas referencias de trabajos en los que el NIRS se

ha usado para predecir diferentes pardametros o elementos en diferentes matrices

orgdnicas.
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1. Introduccion

Tabla 1.7. Resultados de calibraciones con NIRS obtenidos por diferentes autores.

Coef. Error
Referencia Matriz Parametro . estandar
correlacion . L.
estimacion
Vergnouxy col. Compost industrial pH 0,90 0,30
(2009) (lodos) Carbono orgénico (%) 0,99 6,23
C/N 0,98 0,12
Acidos humicos (%) 0,94 0,28
Huangy col. Potasio (g kg ™) 0,76 5,91
(2008) Compost de diversos  Calcio (g kg™) 0,88 11,99
estiércoles animales  Magnesio (g kg™) 0,92 0,99
Hierro (g kg ™) 0,92 1,18
Zinc (mg kg™ 0,45 93,20
.. ey -1
;Jil:’;i;?nyi Compost 2 base de thrclngeno totajl (mg g) ) 0,92 4,74
(2007) gallinaza Nitrégeno en 4c. Urico (mgg™) 0,96 4,32
Malley y col. Compost de estiércol  Carbono organico (mgg™) 0,91 22,6
(2005) vacuno Nitrégeno total (mg g'l) 0,74 1,2
C/N 0,87 1,59
Potasio (mg g™) 0,83 2,9
Azufre (mgg™) 0,73 0,44
Fésforo (mg g™) 0,61 0,70
pH 0,89 0,29
Albrecht y col. compatt o Carbono total (%) 0,95 0,69
(2008) i Nitrégeno total (%) 0,96 0,058
lodos y residuos
veggtilbs C/N ; 0,96 0,38
Edad del compost (dias) 0,96 12,6
Compost a base de Cromo (ppm) 0,82 3,13
Koy col. (2004) estiércol Arsénico (ppm) 0,71 3,74
Cadmio (ppm) 0,76 0,26
Cobre (ppm) 0,88 26,47
Zinc (ppm) 0,84 52,84
Plomo (ppm) 0,60 2,85
Galvez-Solay Compost a base de Hierro (mg ke ) 0,90 >34
= -1
col. (2009b) residuos vitivinicolas Cobre (mg kg") 1 0,77 2,24
y agroindustriales I\{Ianganeso_}mg kg™) 0,87 14,7
Zinc (mg kg™) 0,83 20,9
Sueharay col. Compost a base de
(1999) ! residFL)Jos de tofu Humedad (%) 0,98 1,30
Moral y col. Lodos de Cadmio (mg kg 0,75 10,5
(2007) depuradora Cromo (mg kg™) 0,95 999
Cobre (mgkg™) 0,64 372
Zinc (mg kg™) 0,51 1275
Plomo (mg kg™) 0,90 90,63
Niquel (mg kg™) 0,63 96
Mercurio (mg kg™) 0,54 0,77

GIAAMA
39 I ®



Viabilidad del uso del NIR y otras técnicas en la 1. Introduccion
evaluacién de residuos organicos
Luis Nazario Gdlvez Sola

Como se ha comentado anteriormente, la técnica consiste en el establecimiento
de ecuaciones de calibracion empleadas para predecir diversos parametros usando datos
qguimicos procedentes de métodos convencionales y datos espectrales de las muestras
escaneadas con NIRS. Por lo general, se necesitan andlisis de regresién para extraer la
informacién espectral mas relacionada para el analito considerado. Este resultado, en
forma de ecuacion de calibracion, puede ser usado en nuevos espectros para estimar los
valores del analito en cuestién en muestras de composiciéon desconocida sin la necesidad
de usar las tipicas determinaciones en el laboratorio (Siebielec y col., 2004). Los analisis
de regresion a utilizar pueden ser: la regresion lineal multiple (multiple linear regression,
MLR), regresidon por componentes principales (principal components regression, PCR) y
por minimos cuadrados parciales (partial least square regression, PLSR), siendo esta
ultima la mas comunmente usada. Ademads, la sefial obtenida del NIRS puede ser
previamente tratada para mejorar el proceso de calibracion mediante normalizacidon
vectorial, correccion de dispersion multiplicativa, primera o segunda derivada o

substraccion de linea recta, entre otros pretratamientos posibles.

Una vez finalizado el proceso de calibracién para cada pardmetro, se obtienen el
coeficiente de correlacion multiple y el error estandar de estimacién (RMSEE, Root mean
square error of estimation). El primero es una medida de la concordancia ente los valores
reales o de referencia y los valores estimados con NIRS, es decir, es la medida de la
correlaciéon entre los valores de absorbancia en las longitudes de onda elegidas con los
valores reales o de referencia. El valor mdximo es 1, lo que indicaria una correlaciéon
perfecta. Por lo normal, un valor de 0,75 puede indicar una correlacién aceptable. El error
estandar de estimacién es un parametro estadistico que indica la precision tedrica con la
gue se puede contar cuando la calibracidon se usa para predecir o estimar valores del
pardmetro calibrado en un espectro desconocido. Su calculo parte de los espectros de

calibracién, comparando los valores estimados con los reales, haciendo un promedio de
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las diferencias entre esos valores estimados y los medidos por métodos cldsicos. Su

calculo se obtiene a partir de la siguiente formula:

o
RMSEE = Nf ﬁ SSE

donde M es el nimero de muestras del conjunto de calibracién, R es el nimero de
componentes principales (factores) y el SEE es la suma al cuadrado de las diferencias
entre los valores reales y estimados. Un valor bajo de RMSEE indica una calibracién
Optima. Este pardmetro es importante porque da una idea del error que puede cometerse
cuando se usa cierto modelo de calibracidon en una posterior prediccion. Es preferible
comparar este tipo de error con el error que se puede producir con los métodos

tradicionales de analisis y decidir si el error es aceptable para su uso rutinario.

Para llevar a cabo una simulacion de una estimacién con cada modelo de
calibracion, se lleva a cabo un proceso de validacidén cruzada. En dicha validacién cruzada,
se eliminan los espectros de una de las muestras empleadas para la calibracién y se
vuelve a calibrar sin esa muestra. Después, el parametro de interés que se intenta
calibrar, es estimado para esa muestra que se ha eliminado del conjunto de calibracién.
Este proceso se realiza sobre cada una de las muestras empleadas para la calibracion.
Posteriormente a este proceso se obtiene un error de validacion cruzada (RMSECV, Root
mean square error of cross validation) que nos permite evaluar la calibraciéon obtenida,
siendo este error el que mas ha de tenerse en cuenta en la evaluacién de la calibracion.
Para su calculo, se tiene en cuenta el nimero de muestras del conjunto y las diferencias
entre los valores estimados y los obtenidos por métodos cldsicos de analisis, segun la

siguiente formula:
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RMSECV =

siendo M el nimero de muestras del conjunto de calibracion.

EL RPD es otro pardmetro estadistico a considerar a la hora de evaluar las
estimaciones obtenidas. Se calcula como la desviacidn tipica dividida por el error estandar
en la estimacién. Un RPD mayor o igual a 2,25 nos indica una calibracién valida. Malley y
col. (2004) aportaron una guia para evaluar las calibraciones con muestras de tipo
ambiental, basandose en el R? y en el RPD, tal y como se describe a continuacién:
calibraciones excelentes R*>0,95 y RPD>4; calibraciones buenas R’=0,9-0,95 y RPD=3-4;
calibraciones moderadamente buenas R’=0,8-0,9 y RPD=2,25-3; calibraciones
moderadamente dtiles R*=0,7-0,8 y RPD= 1,75-2,25. Algunas calibraciones con R%<0,75
pueden ser Uutiles con objetivos de monitorizacidon. Gracias a esta guia podemos
comprobar que hay unos limites para estos parametros estadisticos que cuantifican el

grado éptimo de la calibracién.

Ademads, se lleva a cabo un proceso de deteccion de espectros que no son
conformes con las caracteristicas del resto de espectros del conjunto de calibracién, que
son conocidos como espectros outlier. Para estos espectros, los resultados obtenidos en
la calibracion no son fiables. Con el animo de obtener la mejor calibracion posible, una
vez terminada la calibracion y sabiendo que espectros cumplen con la condicién de ser
outlier, se puede volver a programar una nueva calibracidn sin estos espectros, pudiendo

mejorar la calibracién un poco mas.
Resumiendo, esta técnica espectroscdpica nos puede dar informacién valiosa
sobre el proceso de transformacién y maduracién de la materia orgdnica durante el

proceso de compostaje, ya que teniendo una calibracién adecuada previamente,
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podemos realizar un andlisis predictivo del compost en muy poco tiempo, pudiendo
monitorizar el proceso de compostaje mediante estimaciones incluso a diario. A su vez,
esta técnica aporta informacién util de forma rapida en otras matrices organicas, como
los lodos de depuradora, cuantificando pardmetros de interés sin necesidad de recurrir a

las técnicas clasicas de laboratorio.

1.3.3. LA ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las mas
poderosas técnicas de analisis para proporcionar informaciéon directa de las
caracteristicas estructurales y conformacionales en estudios con materia orgdnica
(Wilson, 1987). Debido a su relevancia en el estudio de muestras voluminosas tales como
suelos y sedimentos, esta técnica es aplicada a quimica del suelo y geoquimica
principalmente, a pesar de los problemas debido a la presencia de impurezas de caracter
paramagnético y la baja concentracion de materia organica. Pero si trabajamos con
muestras de compost tenemos la ventaja de que el contenido en materia organica es mas
elevado y la presencia de impurezas paramagnéticas suele ser menor. En RMN los nucleos
mas estudiados son el carbono y el hidrégeno, aunque también hay estudios con otros
nucleos tales como el fésforo (Wilson, 1987). La RMN fue también aplicada con éxito para
describir la composicién de sustancias humicas y comprender mejor su génesis,

transformacién y descomposicion (Conte y col., 2004; Cook, 2004; Preston, 1996).

Los nucleos tienen carga, éste es el fundamento de la espectroscopia de RMN.
Cuando una carga gira, crea un campo magnético, como ocurre con los ntcleos de **Cy
H, generando un dipolo magnético a lo largo del eje nuclear. Bajo la influencia de un
campo magnético externo (By), el nucleo realiza un movimiento de precesién alrededor

del eje de ese campo. La precesion es el giro de momento magnético nuclear alrededor
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de la direccién en la que se aplica el campo magnético principal. El nimero de spin, |,
especifica el nimero de orientaciones que un nucleo puede adoptar en un campo
magnético externo, de acuerdo con la férmula 2| + 1. Para 3¢ 31p y 'H, el valor de I es
1/2, con lo que tenemos dos orientaciones posibles del spin nuclear: una paralela al

campo magnético externo (I= +1/2) y otra antiparalela (1= -1/2).

La espectroscopia de RMN se basa en que hay una pequeiia diferencia de
poblaciones de los nucleos entre ambas orientaciones en el equilibrio. Cuando se
perturba el sistema, hay un cambio en las poblaciones. La perturbacién se consigue
aplicando una radiacién electromagnética durante un tiempo corto (en la amplitud de las
radiofrecuencias), de tal forma que el campo magnético asociado (B,) interacciona con los
nucleos de las moléculas de la muestra cuando la frecuencia de la radiacidn
electromagnética es igual a la frecuencia de precesion; entonces se dice que el nucleo
resuena, e induce un voltaje cuando retorna al equilibrio (sefial de resonancia), que
puede ser detectado por una bobina, amplificado, y la sefial se muestra como una FID
(free induction decay). La relacion entre la frecuencia de la radiacidn electromagnética, v,
y la fuerza del campo magnético, By, viene dada por la siguiente ecuacién, donde la razon

giromagnética (y), es una constante particular de cada nucleo:

7By

y=""
27 @)

Un espectro de RMN de una disolucién proporciona sefiales muy estrechas y bien
resueltas que contienen informacién molecular. Sin embargo, un experimento con un
solido produce sefiales muy anchas, que pueden llegar a ser de varios kHz o incluso MHz,
producidas por las denominadas interacciones anisétropas que son: acoplamiento dipolar
heteronuclear y homonuclear, anisotropia de desplazamiento quimico e interacciones
cuadrupolares (Painter y Duer, 2002). El acoplamiento dipolar heteronuclear puede ser

eliminado por irradiacién de protones (el nicleo mas abundante) mientras los carbonos
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son observados. Esta técnica, conocida como desacoplamiento de protdn, no puede
eliminar ni el acoplamiento dipolar homonuclear ni la anisotropia de desplazamiento
quimico (Conte y col., 2004). Estos, en cambio, pueden ser eliminados girando la muestra
sélida suficientemente rapido alrededor de un eje que forma un angulo de 54944’ con la
direccién principal del campo magnético externo (By), denominado angulo magico. Esta
técnica es referida también como MAS (del inglés “magic angle spinning”). La
combinacion del MAS con un método de transferencia de polarizacion conocido como
polarizacién cruzada (CP del inglés “cross polarization”) permite la obtencion de espectros
de °C de alta resolucién en abundancia natural en muestras sélidas. Mediante CP se
perturba el ndcleo mas abundante (*H) para que la magnetizacion se transfiera a un
nucleo poco abundante como es el B¢, aproximadamente el 1% del carbono presente
(Conte y col., 2004). La técnica de CP permite un aumento en la polarizacién en nucleos
poco abundantes y con una constante giromagnética (y) pequefia, tal como es el caso del
3¢, aprovechando una mayor polarizacién asociada a nicleos mas abundantes y con
mayores valores de y, tales como el 'H (en el argot de la resonancia, se denomina

“protones” a los ndcleos de *H).

Por ultimo, una vez que tenemos los datos de la FID, es necesario aplicar la
transformada de Fourier a los datos, asi como otros ajustes de fase de la linea base para

aumentar la relacion sefal/ruido.

A modo de ejemplo, en la figura 1.8 se muestran 2 espectros de CP-MAS BC-NMR
durante un proceso de compostaje de residuos de origen vegetal junto con estiércol de
vaca correspondientes a una fase inicial (0 dias) y final (192 dias). El espectro se divide en
diferentes regiones, en base al desplazamiento quimico (ppm): (A) carbono alifatico, 0—47
ppm; (B) grupos metoxilos, 47-60 ppm; (C) O-alquilo, 60-95 ppm; (D) di-O-alquilo, 95-110
ppm; (E) carbono aromatico (sin oxigeno unido), 110-140 ppm; (F) carbono fendlico
(carbono aromatico con oxigeno unido), 140-165 ppm; (G) grupos carboxilos, 165-190

ppm; (H) grupos carbonilo, 190-215 ppm. Podemos observar la evoluciodn, aparicion o
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2. OBJETIVOS

Esta Tesis Doctoral por conjunto de publicaciones pretende estimar la viabilidad
de nuevas técnicas espectroscépicas en el campo del analisis de residuos y composts
destinados a la agricultura y comparar estas técnicas con los métodos clasicos de analisis
de laboratorio. Las técnicas espectroscopicas empleadas en esta investigacion son la
espectroscopia de absorcion en el infrarrojo con transformada de Fourier y la
espectroscopia de resonancia magnética, con las cuales se prentede evaluar la calidad y
aplicabilidad de residuos orgdanicos frescos y compostados, ayudando de esta manera a la

compleja gestion de estos residuos aprovechables en agricultura-

Para ello, se han propuesto cuatro estudios mostrados en los cuatro articulos que
se utilizaran para la defensa de esta Tesis Doctoral. Los objetivos de cada uno de ellos han

sido:

= Evaluar la efectividad de la espectroscopia de absorcion en el infrarrojo cercano

(NIRS) para estimar el contenido en nitrégeno en lodos de depuradora.

= Obtener mediante NIRS correlaciones suficientemente buenas para estimar
pardmetros asociados al proceso de compostaje como el pH, la conductividad
eléctrica, materia organica total, carbono total y la relacion C/N, y el contenido en
macronutrientes (nitrégeno total, fésforo y potasio) y elementos potencialmente
téxicos tales como, hierro, cobre, manganeso y zinc, en muestras de compost con

residuos procedentes de la actividad vinicola y alcoholera
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= Estudiar la viabilidad de la espectroscopia NIRS y la resonancia magnética nuclear
en el estudio de la dindmica del fosforo durante el proceso de compostaje,

diferenciando las distintas formas de fésforo presentes y su estimacion.

= Evaluar los cambios de la materia orgdnica durante el compostaje de residuos
frescos procedentes de la actividad vinicola y alcoholera mediante Ila
espectroscopia de resonancia magnética nuclear y la espectroscopia de absorcion
en el infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR), estudidandose la degradacién
del carbono y la aparicién de otros compuestos derivados, ademas de determinar
cuando es estable la materia organica en una pila durante el proceso de
compostaje, empleando diferentes herramientas quimiométricas aplicadas a los
datos espectrales, con el fin de localizar la regidn o regiones espectrales que

muestran una correlacion con el tiempo de compostaje.
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Effectiveness of Near Infrared Reflectance
Spectroscopy in the Quick Evaluation of Nitrogen
Content in Sewage Sludge

Luis Galvez-Sola, Raul Moral, Joaquin Moreno-Caselles, Maria Dolores
Perez-Murcia, Aurelia Perez-Espinosa, Maria Angeles Bustamante, and
Concepcion Paredes

Department of Agrochemistry and Environment, Miguel Hernandez University,
Orihuela, Spain

Abstract: One of the main uses of sewage sludge is the incorporation into
agricultural soils, the application dose being based on the specific composition of
the waste according to the established normative. However, a full analytical
characterization of sewage sludge is time-consuming and expensive. Thus, many
times, sewage sludge is applied to soils without this information. Therefore, the
use of near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) to estimate nitrogen (N)
contents in sewage sludge could be interesting because this technique is quick and
a sample treatment is not required. In this study, more than 300 sewage shidge
samples were used to calibrate and validate the estimation of total N in these
residues using NIRS. The NIRS analysis was performed using a monochromator
spectrometer (InfraAlyser 500, Bran+Luebbe GmbH, Norderstedt, Germany) in
the range from 1100 to 2500nm with a step of 2nm. Elemental nitrogen (TN)
(TruSpec, LECO, St. Joseph, Mich.) and Kjeldahl nitrogen (TKN) were used for
this estimation. The results showed that NIRS can be used to estimate the content
of total N in sewage-sludge samples, with the best estimation obtained with
multiple linear regression calibration using the absorbance signal removing the
outliers’ spectra from the calibration set (R = 0.97, SEE = 0.34, and RMSEP =
0.72).
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Nitrogen Content in Sewage Sludge 727

Keywords: NIRS, sewage sludge, nitrogen content, multiple lineal regression,
principal component analysis

INTRODUCTION

Sewage-sludge production in Europe is about 9.4 million tons per year.
According to the European Environmental Agency, 54% of this amount is
used with agricultural purposes. The best strategy to decide the application
rate should be based on the specific composition of the bioselids in each
area to verify the maximum sewage-sludge application [less than 210 kg
nitrogen (N)/ha in nonsensitive areas]. However, in many cases, sewage
sludge is applied to soils without this information because of the expenses
and time taken for full characterization. In addition, great variability in the
total content of nitrogen (N) of sewage sludge has been reported to be
associated with the influent nature, season, sewerage treatment fluctua-
tions, and so on for individual treatment plants. A promising alternative
could be the estimation of N content in sewage sludge based on the use of
near infrared reflectance spectroscopy (NIRS), a nondestructive analytical
technique that is pollution-free, cost-effective, and capable of analyzing
organic substances rapidly (<2 min).

NIRS is frequently applied in environmental analyses including soil
organic matter {Cozzolino and Mordon 2006; Tudwig et al. 2002), soil
carbon (Reeves et al. 2006), humic and fulvic acids {(Hernandez, Moreno,
and Costa 1993; Polak et al. 2005), organic wastes (Grube et al. 2006;
Malley et al. 2002; Malley et al. 2005), nutritional quality of forage samples
{Alomar, Fuchslocher, and de Pablo 2003), mineral concentration in plants
{Halgerson et al. 2004), and small compounds present in animal cells, such
as ammonium, glucose, or lactate (Riley and Crider 2000). The NIRS
analysis requires no sample treatment except for drying, grinding, and
mixing for solid samples. The principle of NIRS is to determinate the
absorbance of a sample in the near infrared wavelength region, which is
caused by the vibration of the chemical bonds in the sample. Prior to the use
of the reflectance spectra of a sample to determine a specific compound, a
calibration has to be developed for this compound. To obtain robust NIRS
calibrations, a large and variable set of samples with a complete
characterization determined by standardized methodologies is required.

Nitrogen in sewage sludge mainly appears in organic forms. In
several studies, estimations of organic carbon and nitrogen were obtained
with coefficients of correlations higher than 0.9 and compared to the
results obtained using the classic analytical methods, such as Shepherd
et al. (2003), that reported good estimations for this element for a rapid
characterization of organic resources. Also, Malley et al. (2005) studied
the total nitrogen contents in manure during composting, and Fujiwara
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and Murakami (2007) used NIRS to develop calibration equations for
total nitrogen and uric acid nitrogen in poultry manure compost. On the
other hand, Ludwig et al. (2002) obtained good predictions for Kjeldahl
nitrogen in forest soil using NIRS. Chang et al. (2001) studied different
soil properties, including total nitrogen, using NIRS, and Gislum,
Micklander, and Nielson (2004) quantified the nitrogen concentration in
perennial ryegrass and red fescue using NIRS with sufficient precision
and accuracy for practical use in routine analysis, replacing other
classical methods. So, the purpose of this study is to establish the
effectiveness of NIRS in the quick evaluation of nitrogen content in
sewage sludge and to optimize the calibration model and spectra
transformation for this objective.

MATERIALS AND METHODS

Three hundred thirty-three sewage-sludge samples were collected from 80
different wastewater treatment plants in southern Spain, during the period
2001-2006; the accumulated equivalent population of the samples is more
than 400,000 inhabitants. The treated volume of wastewater per year was
about 200 hm?, with a sludge production of 80,000 tons, approximately. The
sludge samples were in all cases first treated by aerobic treatments (72.5% by
prolonged aeration, 20% by active sludge, 2.5% from percolator filters, 2.5%
from biocylinders, and 2.5% from biodisks). All samples were dried, ground,
dried again at 105 °C, and stored prior to their analysis. Total nitrogen {TIN)
was analyzed by dry combustion using elemental analyzer {TruSpec CN,
Leco, St. Joseph, Mich.), and total Kjeldahl nitrogen (TKIN) was analyzed
by Kjeldahl method (Bremmer and Breitenbeck 1983).

The NIRS analysis was performed using a monochromator spectro-
meter (InfraAlyser 500, Bran+Luebbe GmbH, Norderstedt, Germany) in
the range from 1100 to 2500nm with a step of 2nm. Each sample was
scanned, in a rotating sample cup, three times using Sesame software
{version 3.01, Bran+Luebbe, Norderstedt, Germany), recording absor-
bance, as log 1/R, where R is reflectance, for a total 701 absorbance values
for each sample. The three spectra of each sample of each wavelength were
averaged, using this average for calibration and validation (Figure 1).

Multiple linear regression {MLR), partial least square regression
{PLSR), and principal components regression {PCR) were used to
establish the best model for calibration. In addition, three transforma-
tions [absorbance {Abs), normalization (Norm), and first derivative (1%-
der)] of the NIR spectra were used in each calibration model. Multiple
correlation coefficient (R) and standard error of estimate (SEE) were
obtained in each calibration scenario, as well as standard error of
prediction over all cross-validation calibrations (SEPCV) for PLSR and
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Figure 1. NIR spectra of some sewage sludgs samples.

PCR calibrations. During the calibration process, outlier detection was
developed. The outlier detection tries to find spectra that do not conform
to the characteristics to the rest of the spectra In the calibration set. For
these spectra, the analysis results may not be reliable. With the aim of
finding the best calibration, a new calibration was performed without this
spectra considered as eutliers. Ne more than 30 spectra were removed for
a second calibration without cutliers. For the evaluation of the different
calibration models and WNIR spectra transformation, a validation
protocol was used by means of a set of 50 new sewage-slndge samples
selected randomly. The root mean square error of prediction (RMSEP)
was calenlated from the difference between the actual and the predicted
values over all selected spectra.

RESULTS AND DISCUSSION
Nitrogen Characterization

Tablel shows the range of the nitrogen contents in the sewage sludges,
depending on the wastewater treatment system used. TKIN varied in a
wide range in the samples. However, the lowest values were higher than
the usual values obtained in manmres coming from the studied area (1.6

22N dry weight), as reported by Moreno-Caselles et al (2002).
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Table 1. Nitrogen range in the studied sewage sludge samples, with the mean
value and standard error

Biological TN range Mean value TKN range  Mean value
treatment (%) (%) (%) (%)
Prolongated 1.16-8.41 445 + 145 1.31-7.65 475 + 1.35
aeration
Active sludge 2.20-7.88 495 + 1.20 2.07-7.86 495 + 1.17
Biocylinders 2.56-5.08 350 4+ 1.37 2.62-493 271 + 0.08
Biodisks 2.50-5.69 334 4+ 095 2.35-431 3.56 + 1.09
Total sewage sludge 1.16-8.41 482 4+ 1.40 1.31-7.86 4.85 + 1.32
samples

TKN seemed to be quite similar to the total nitrogen determined by dry
combustion. The type of wastewater system affected the nitrogen content
in sewage sludge probably associated not only with the treatment but also
with the influent wastewater, biocylinders, and biodisks, mainly used in
low-scale treatment plants usually with lower N contents.

NIRS Calibration Results

The results obtained in each calibration and spectra transformation are
shown in Table2. Very good results were obtained for both TN and
TKN. The best option for TN, in calibrations within outliers, is the MLR
using absorbance signal transformation (Figure2). This calibration has
the highest R and the lowest SEE for the TN calibrations with the
outliers spectra (R = 0.96, SEE = 0.42%). Without outliers is also the
best calibration for TN. The most important result of the elimination of
outliers in the calibrations is the reduction of the error of estimation (SEE
= 0.34%). However, all calibrations showed good predictions. A similar
result for TKN was obtained. The best option is the MLR-Abs
calibration (R = 0.95, SEE = 0.51%), if using the normal calibration.
After eliminating the outliers’ spectra, the calibration improves, dropping
the SEE to 0.43%, producing the best calibration. Other models of
calibration were also good. Fujiwara and Murakami (2007) used a second
derivative signal transformation and MLR calibration for the estimation
of N in poultry manure compost.

After comparing the three methods of calibration (MLR, PLSR, and
PCR), we found that the calibrations using the MLLR method showed the
best results, because they display the highest R and the lowest SEE. Also,
in general, the signal transformation showed the best results using the
absorbance or normalization. In each calibration, the number of outlier
spectra was around 25-30 spectra. Around 15 spectra were classified as
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Figure 2. Some calibrations obtained for TN and TKN in sewags sludge

(Calibration model: Multiple linear regression (MLR), and principal components
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outliers in all calibrations developed belonging to these spectra sludpe
samples from all types of biological treatment. Other 10 spectra were
classified as outliers depending on the calibration type and the signal
transformation.

NIRS Validation Resnlts

Once the different calibrations were obtained, a validation test was
performed with 50 sewage-sludge samples not used i the calibrations.
These new samples serve to carry out a first prediction with different
samples to the calibration samples. The RMSEP was used to estimate the
error of this prediction. The RMSEP is shawn in Table 2. For TN, the
best calibrations obtained using the MLR-Abs with and withenut outlers

THN-MLR-Abs
d TH-MLR-Abs-Cut
*
y = 0,9219x
RE = 0,8496
'
Predicted Predicted
TEN-PLSR-Abs THMN-PLER-Abs -0ut
4
&
&
‘ y = 0,9909x ; A
R®= 09115 . 4 y = 0,9748x
I y Ré = 0,8734
8 4 [ F 5
Predicted Predicted

Figure 3. Validation results obtainad for TN and TKN (n—30) (Calibration
model: Multiple linear regression (MLR), and partial least sguare regresson
(PLSR); Signal transformation: absorbance (Abs); without outlisrs: -Out).
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calibrations also showed the lowest RMSEP. However, this behavior was
not observed for the TKIN calibrations, because the best calibrations did
not show the lowest RMSEP. The lowest RMSEP was obtained with the
PLSR-Abs calibrations both with and without outliers {Figure3). In
general, the RMSEP obtained from the calibrations with outliers were
better than the calibrations without outliers. This situation indicates that
in a prediction the results obtained using calibrations with outliers are
better than the prediction without them, despite of the more precision
{best R) and minor errors of estimation of the calibrations without
outliers.

CONCLUSIONS

The results showed that NIRS can be used to estimate the content of TN
in sewage-sludge samples with a high accuracy, supporting a quick
predictive analysis in our study, with low errors of prediction. The best
option for this estimation was obtained using a multiple linear regression
{MLR) calibration, without signal transformation removing the outliers’
spectra from the calibration set.
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Composting is an environmentally friendly alternative for the recycling of organic wastes and its use is
increasing in recent years. An exhaustive monitering of the composting process and of the final compost
characteristics is necessary to certify that the values of compost characteristics are within the limits established
by the legislation in order to obtain a safe and marketable product. The analysis of these parameters on each
composting batch in the commercial composting plant is ime-consuming and expensive. So, their estimation
in the composting facilities based on the use of near infrared reflectance spectroscopy (NIRS} could be an
interesting approach in order w monitor compost quality. In this study, more than 300 samples from 20
different composting procedures were used to calibrate and validate the NIRS estimation of compost properties
{pH, electrical conductivity {EC), total organic matter (TOM], total organic carbon {TOC), total nitrogen {TN)
and C/N ratio, macronutrient contents (N, P, K} and potentially pollutant element concentrations (Fe, Cu, Mn
and Zn} ). The composts used were elaborated vsing different organic wastes [romagroindustrial activities {(GS:
grape stalk; EGM: exhausted grape marc; GM: grape marc; V: vinasse; C/W: citrus juice waste: Alpeorujo:
olive-oil waste: AS: almond skin: EP: exhausted peat; TSW: tomato soup waste; SMS: spent mushroom
substrate) co-composted with manures (CM: cattle manure; PM: poultry manure} or urban wastes (S5:
sewage sludge ) The estimation results showed that the NIRS technique needs to be fitted to each element and
property, using specific spectrum transformations, in order to achieve an acceptable accuracy in the prediction.
However, excellent prediction results were obtained for TOM and TOC, successful calibrations for pH, EC, Fe and
Mn, and moderately successful estimations for TN, C/N ratio, F, K, Cu and Zn.

© 2009 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

increase of the composting facilities, as a feasible option for waste
management, coupled or not with biogas production facilities. Nowa-

In the last decades, a rapid development of the industry has been
observed and, especially, in the agroindustrial sector. This fact is mainly
noticeable in several agro-food industries in the EU-25, such as in the
sectors of the pork-poultry—cattle production or the horticultural crop
transformation, the wine industry {EU-25 produces about 70% of the
world wine production; OIV, 2009}, the olive-oil industry (EU-25
represents about 74% of the world olive-oil production; 10C, 2007 } and
the citrus industry (EU-25 is one of the main exporters with 48% of the
world total exports; FAO, 2009). Therefore, this increase in the
agroindustrial production generates considerable amounts of wastes,
about 222 » 10° t/vear (Eurostat, 2005),

The increasing waste production from agroindustrial adtivities and
the lack of an optimised management of these residues have led to an

* Corresponding author.
E-mail address: ¢ paredes@umb.es (O Paredes).

B048-9697/% - see front matter © 2009 Elsevier BV, All rights reserved,
doi: 10, 10165 scitotenv. 2009,11.043

days, the European environmental legislation includes composting as a
recovery operation for organic waste (Council of the European
Communities, 2008). Composting is defined as a process of aerobic
thermophilic microbial degradation of wastes by populations of the
indigenous microorganism which leads to a stabilised, mature, deo-
dorised, hygienic product, free of pathogens and plants seeds, rich in
humic substances, easy to store and marketable as organic amendment
or fertiliser (Haug, 1993},

Composts can be used to improve soil structure, increase soil
organic matter, provide some plant nutrients and enhance plant
growth (Paredes et al., 2005}, However, the use of immature compost
can produce adverse effects in the environment, as a consequence of
the production of phytotoxic compounds (Tang et al, 2006},
dispersion of potentially pathogenic microorganisms (Hassen et al,
2001; Bustamante et al, 2008}, nitrogen immobilisation (Kotaro et al.,
2005}, especially in the case of immature compost with high value of
C/N ratio, and deficiency of oxygen concentrations {Chikae et al,
2007}, In addition, the composting of organic wastes with notable
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contents of potentially toxic elements can limit the agricultural use of
the composts obtained {Perez-Murcia et al., 2006). So, the Furopean
and the Spanish Government Departments have elaborated different
laws and regulations to limit the pollutant dispersion [rom the
compost application into the soil (European Commission, 2001; BOE,
2008}, These legislations establish the limit of organic matter and
heavy metal contents, pathogenic microorganism levels and C/N ratio
values for composts. Moreover, in the Spanish legislation related to
fertilisers, the nutrient content of compost must be declared, in order
to fit the correct application dose to each crop and thus, avoiding
contamination of watersheds by nutrient-surplus (BOE, 2008).

The determination of all parameters established by the legislation
for marketable composts is time-consuming and expensive. Conse-
quently, a more convenient and reliable method is necessary for the
management and the traceability of the composting process, as well as
to evaluate the different requirements demanded by the legislation
for compost.

Near infrared reflectance spectroscopy ( NIRS) is an emerging tool for
environmental analyses. NIRS is a non-destructive technique, with an
easy sample preparation and management (no reagents are required),
rapid {1 min per spectrum} and inexpensive. Near infrared radiation
(700-2500 nm) is absorbed by various bonds, such as C=H, C-C, C=C,
C-N, and O-H, characteristics of organic matter (Ludwig and Khanna,
2001). In NIR spectra the different constituents have broad overdapping
bands and therefore, NIRS measurements have to be calibrated against
samples with known chemical composition in order to extract the
desired information (Gislum et al., 2004 ). Mineral composition in an
organic matrix can be measured by NIRS owing to the associa
between the mineral concentrations and spectral features, this being
due to the association between minerals and organic functional groups
or the organic matrix (Huang et al., 2008).

Several studies of compost or organic wastes using NIRS have shown
that NIRS could be an effective management method. For example, NIRS
technology has been used to determinate physico-chemical parameters
and nutrient metal contents in animal manure compost (Malley et al,
2005; Huang et al., 2008), carbon and nitrogen contents in sewage
sludge and green waste compost (Albrecht et al, 2008}, nitrogen
content in poultry manure compost (Fujiwara and Murakami, 2007),
physico-chemical parameters, organic matter, total organic carbon and
concentrations of different nitrogen forms and cell wall fractions of
sewage sludge compost (Vergnoux et al.,, 2009}, heavy metal contents in
sewage sludge (Moral et al, 2007} and compost (Galvez-Sola et al,
2009}, nitrogen content in sewage sludge (Gilvez-Sola et al., 2009b),
humic add [rom sewage sludge { Polak et al, 2005}, mushroom compuost
(Sharma et al., 2000}, nutrient composition of layer manure { Xing et al.,
2008} and fattening pig manure (Yang et al, 2006}. However, very little
is known about the use of the NIRS [or the management and the
traceahility of the composting process of agroindustrial composts,

Therelore, the main purpose of this study was to explore the feasi-
bility of analyzing parameters limited by the legislation for compost
(pH, EC, TOM, TOC, C/N ratio and macronutrient and potentially toxic
element contents) on a wide survey of agroindustrial composts using
near infrared spectroscopy (NIRS ).

2. Materials and methods
2.1. Compaost samples

Three hundred and five different samples were used in this study
from 20 different composting piles elaborated using several residues,
but including in all the cases wastes from the winery and distillery
industry (Table 1}). Twelve piles were made using the turning
compostng system (LS, low scale) (500 L commercial composters,
with natural aeration}, and the rest was composted in a semi-industrial
scale (HS, high scale) (5000 kg) by the Rutgers static pile composting
system with temperature control and forced aeration. In all the

scenarios, the biv-oxidative phase of composting was considered
finished when the temperature of the pile was stable and near to that
of the surrounding atmosphere and then, the piles were allowed to
mature [or two months. The moisture ol the piles was controlled weelkly
by adding the necessary amount of water to obtain a moisture content
not less than 40%. Samples were obtained by mixing subsamples coming
from seven different zones of the piles and they were collected every
weelk. The number of samples used in each composting pile is shown in
Table 1.

2.2, Analytical methods

All samples were ground, dried at 105 “C and stored prior to their
analysis. The electrical conductivity {EC} and pH of the compost samples
were determined in a 1:10 (w/v} water extract; total organic matter
content (TOM} was determined by loss on ignition at 430 °C for 24 h
(MNavarro et al,, 1993, Total organic carbon { TOC) and total nitrogen (TN}
were determined by dry combustion at 950 “C using a Leco TruSpec C-N
Elemental Analyzer {Leco Corp, St Joseph, MI, USA) according to
Navarro et al. (1991} and Paredes et al. {1996). After HNO;/HQO,
digestion, P was assessed colorimetrically as molybdovanadate phos-
phoric acid (Kitson and Mellon, 1944}, K was determined by flame
photomeltry (Jenway PFP7 Flame Photometer, Jenway Lud., Felsted,
Dunmow, Essex, UK) and Fe, Cu, Mn and Zn by atomic absorption { Varian
220F5 Atomic Absorption Spectrometer, Varian Inc, Melbourne, Aus-
tralia). All analytical determinations were done in quadruplicate.

2.3. NIRS analysis

NIRS analyses were performed using a FI-NIR spectrometer (MPA,
Bruker Optik GmbH, Germany) in the range of wave number from
12,000 to 3800 con™ ' (830-2600 nm) with a step of & cm™'. Each
sample was scanned three times using Opus software (version 6,
©Bruker Optilk), recording absorbance, as log 1/R, where R is reflectance,
for a total of 64 scans per sample. The three spectra of each sample were
averaged. Fig. 1 shows the NIRS spectra of the compost samples.

The validation step was carried out using the full cross-validation
method, following the leave-one-out procedure. This method was used
to ensure the predictive ability and to avoid over-fitting of the data
(Martens and MNas, 1989). With cross-validation, the same samples are
used both for the calibration and the validation step and the outlier
samples were not omitted. A sample is removed from the calibration data
set and the model is calibrated on the remaining data points. The value
for the removed sample is predicted and the prediction residual is
computed. The process is repeated with another sample of the calibration
set, and so on until every object has been removed once; then all
prediction residuals are combined to compute the validation residual
variance and root mean square error of cross validation (RMSECV).

Analytical data of the samples are shown in Table 2. Partial least
square regression (PLSR) was used for calibration. To ensure a good
correlation between the spectral data and the concentration values,
different spectra pre-treatments were tested:

- Vector Normalization (VN}: normalizes a spectrum by an initial
calculation of the average intensity value and subsequent
subtraction of this value from the spectrum. Then, the addition
of the squared intensities is calculated and the spectrum is divided
by the square root of this addition.

— Multiplicative Scatter Correction {MSC): performs a linear trans-
formation of each spectrum for it to best match the mean spectrum
of the whole sel.

- First Derivative (FD): calculates the first derivative of the spec-
trum. This method emphasises steep edges of a peak. It is used
to emphasise pronounced, but small features over a broad
background. Spectral noise is also enhanced.
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Table 1

Characteristics of the composting heaps and number of samples used of each pile.

Piles
Fl P F3 P4 F3 PG P F& Fa FI0 Fl1 P12 P13 Fl4 P15 P16 P17 P18 P18 P20

Scale® HS HS HS HS Ls L5 5 Ls s L5 15 15 15 s HS HS HS HS L5
Samples (n) 15 15 18 20 10 10 10 12 22 14 g 17 11 11 12 5 16 15 21 18
Waste? Waste proportions® (&)
(v H# 51 = = - = - = = = = = = = = = = = = =
EGM 22 25 8 79 76 - 71 60 60 60 60 60 60 58 60 60 60 60 60 50
GM 13 13 - - - 72 - - - - - - - - - - - i ) =
o = = 20 - 24 B - = = = = = B 40 = =
PM u - 2 e & < o H = - = - = = E = - - = =
M - - = 3 . - £ = ; 5 - - 40 25
55 13 L] - - - - - - - - - - - - = - - - - -
v 8 3 2 - < - = E 3 = =
Alpeorujo - - - - - - - - 40 - - - - - - - - - - -
iy - - - - - - - - - 40 = = = = = = = = = =
W = = = B = = = = = = = 40 = = & = 40 = = 25
SMS y ; 3 : % = = - = : 40 ag = = = : < :

* HS: high scale, LS: low scale,

B GS: grape stalk; EGM: exhausted grape marc; GM: grape marc; CM: cattle manure; PM: poultry marure; SM: sheep manure; S5: sewage sludge; V: virasse; CJW: citrus juice

waste; Alpeorujo: olive-oil waste; AS: almond skin;
“ Data expressed as percentage on a dry weight basis.

- Second Derivative {SED): similar to the first derivative, but witha
more drastic result.

- Straight Line Subtraction (S1S}: fits a straight line to the spectrum
and subtracts it. This accounts for a tilt in the recorded spectrum.

To evaluate the estimation, several statistical parameters were
performed:

- R?: coefficient of determination for calibration.

- RMSEE: root mean square error of estimation.

- RPD: calculated as the standard deviation divided by the standard
error of prediction.

— F: number of factors.

- r: coefficient of determination for validation.

- RMSECV: root mean square error of cross validation.

- Bias: is the difference between the mean real value and the mean
estimated value for the validation set samples.

0.200 0.300 0.400 0.500 0.600 0.700 0.800 0.200 1.000 1.100

P: exhausted peat; TSW: tomato soup waste; SMS: spent mushroom substrate.

Malley et al. (2005} suggested a guideline for describing the
performance of calibrations for environmental samples, as follows:
excellent calibrations B =0.95, RPD=4; successful, B* = 0.9-0.95, RFD
3-4; moderately successful, % = 0.8-0.9, RPD 2.25-3; and moderately
useful, R*=0.7-0.8, RPD 1.75-2.25. Some calibrations with #*<0.7
may be useful for screening purposes. This guideline was used to
evaluate the calibrations in this research.

3. Results and discussion

3.1. NIRS calibrations for parameters associated to the composting
process (pH, EC, TOM, TOC, C/N ratio)

In the pH calibration, very good results were obtained (R* =0.80,
RMSEE = 0.209) (Table 3}, as well as a good validation, since RMSECV
was low and useful. However, a better calibration was obtained for FC,

11500 11000 10500 10000 9500 9000 8500 8000 7500 7000 6500 6000 5500 5000 4500 4000

Fig. 1. NIR spectra of compost samples (wave number (cm ™"} in abscissa and absorbance in ordinate),

6
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Table 2
Kange and mean values of the studied paramerers in the compost samples, expressed
on dry matter basis.

sludge compost for pH (R* = 0.9, organic carbon (R* = 0.99) and C/N
ratio (R* =0.98) using the PLS regression method.

3.2, NIRS calibrations for macronutrients and potentially toxic elements
(N, P, K, Fe, Cu, Mn and #n)

The results obtained in each calibration, validation and spectrum

Parameter” Range Mean so°

pH 4.36-8.17 7.08 064
EC(dSm™") 1.35-6.78 117 115
TOM (2) 58.70-5549 8286 8.8
TOC (%) 35.50-59.90 4659 533
TN (%) 1.28-412 267 043
CN 10.48-37.41 17.89 354
Pigks™") 0.13-10.76 475 1.75
Kigke™") 845-48.28 2165 752
Fe (mgkg™") 210-5486 1405 960,78
Cu (mgkg™Y) 45-77.8 231 10.98
Mn{mgke ') 27-174 B6.3 40,06
2n(mgkg™") 11.6-249 9149 5027

* EC: electrical conductivity; TOM: total arganic matter; TOC: total organic carbon;
TN: total nitrogen.
¥ o standand deviation.

with a 7 =0.92 and errors for calibration and validation that were
acceptable. TOM and TOC obtained the best calibrations, with
£*=0.95 for both parameters and low error of estimation. Validations
for these parameters were also really good, since their RMSECVY values
were low. C/N had quite good R®, although RMSEE and RMSECV
obtained were low. Calibration plots between predicted values and
measured values for parameters associated to the composting process
{pH, EC, TOM, TOC, C/N ratio) are shown in Figs. 2 and 3, where the
excellent accuracy can be observed.

Pre-treatment of spectral data is very important in order to
eliminate fully or partly the systematic error that can be caused by
various factors. Table 3 shows the pre-treatment methods. First
derivative was the most used. For the calibrations, lower RMSEE and
higher R* are considered better and more accurate (Windham et al.,
1987}, Moreover, lower RMSECV, higher r* and RPD values indicate
the validation precision of the calibration model. In addition, the
spectral range considered in the calibrations for parameters associ-
ated to the composting process is similar for all parameters, mainly
from 7502 cm ' to 4247 cm™ ', but the spectral range can change
depending on the pre-treatment used in each parameter.

Several authors have obtained good calibrations in compost
samples. Albrecht et al. (2008) obtained =0.95 and r=10.96 for
carbon and C/N ratio, respectively, in sewage sludge and green wastes
based compost and Malley et al. (2005} developed calibrations using
PCA and PLS regressions for pH (r*=0.89; RPD=298), organic
carbon (' =0.91; RPD=3.30) and C/N ratio (r' =0.87; RPFD=2.91)
in cattle manure compost using a field-portable NIR spectrometer.
Vergnoux et al. (2009} obtained excellent calibrations in sewage

Table 3

transformation (pre-treatments} are shown in Table 4. TN had quite
good R, although the RMSEE and RMSECY obtained were 0.173 and
0192, low for calibration and wvalidation. The same situation was
observed for P and K, with R*=089 and R* =083, respectively.
Calibrations and validations for potentially toxic elements showed
very good results, as in the case of Fe and Zn, which showed values of
R*=09. On the other hand, the R for Cu and Zn were 0.86 and 0.8,
respectively. The RMSEE and RMSECY were successful, considering that
the obtaining of good correlations for metals with NIRS is usually
difficult. The vector normalization was the main pre-treatment chosen
for these parameters, and the spectral range was similar to the
parameters associated to the composting process, from 7502 cm ™' to
4247 cm ' Figs. 4 and 5 show the calibration plots for these parameters.

In other studies, Malley et al. (2005) developed calibrations using
PCA and PLS regressions for TN (r*=074; RPD=2.14) in cattle
manure compost using a field-portable NIR spectrometer. Vergnoux
et al. (2009) obtained calibration for TN in sewage sludge compost
(R* =094} using the PLS regression method. Albrecht et al. (2008)
obtained =096, flor nitrogen and Fujiwara and Murakami (2007}
obtained R=0.925 for TN in poultry manure compost using NIRS.
Results for Fe were better than the estimation reported in manure
composts by Huang et al. (2008} (r* =0.55). This author also studied
the influence of fresh or dried conditions of organic wastes scanned by
NIRS. Dried analysis of compost could be a time-consuming prepa-
ration procedure, but the reliability of estimation could be higher.
Usually in [resh samples of organic matrixes, two peaks that were
observed at the wave numbers of about 6900 cm™~ ! (first overtone
with O-H stretching) and 5150 cm™ ' {combination band of 0-H
stretching and O-H deformation in the spectra, are mainly due to the
bands absorbed by water. Huang et al. {2008) observed a higher
efficiency in Fe and Zn estimation when the bands absorbed by water
in fresh manure samples are eliminated. Malley and Williams (1997}
obtained in fresh water sediments & values between NIR-predicted
and chemically-analyzed metal concentrations of 0.81 for Cu. Moral
et al. (2007} obtained on sewage sludge, using the multiple linear
regression calibration without pre-treatment, a &% value of 0.64,
significantly lower than presented in this study, probably due to the
significantly higher percentage of Cu in inorganic form. Siebielec et al.
(2004} obtained R* values of about 0,67 for Zn using the PLSR model
in soil samples. Chodak et al. (2002 in experiments on polluted soils
reported that NIRS tended to underestimate Zn and Ph, suggesting

NIRS calivration and validation results for parameters associated to the composting process.

Farameter® Calibration® Validation™ Factors Spectrum region Pre-treatment”
=1
S RMSEE P r RMSECY RPD Bias o)
pH 0.50 0.21 .16 085 025 254 —0.003 16 Ta02-4598
EC (dSm™ ‘} 082 034 3.52 LS 040 286 0001 18 TaU2-4247
TOM (%) 035 203 448 093 235 378 0.001 13 Ta02-4247
TOC (%) 095 1.28 43 092 15 355 0.002 18 T02-4247
CN 0.86 1.36 264 (EE: 31 153 231 0oz 11 75025446
AG02-4474

* EC; electrical conductivity; TOM: total organic matter; TOC: total organic carbon.
] R:l:

prediction,

coefficient of determination for calitration: RMSEE: ool mean square error of estimation; EPD: calculated as the standard deviation divided by the standard error of

© : coefficient of determination for validation; RMSECY: root mean square error of cross validation: Bias: is the difference between the mean real value and the mean estimated

value for the validation set samples.

9 pre-treatments: VN: Vector Normalization; MSC: Multiplicative Scatter Correction; FD: First Derivative; SED: Second Derivative; S1S: Straight Line Subtraction,
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pH Calibration EC Calibration
8,00 - 8,00
850 4 y=X 50 y=x
8,00 4
- 600
7,50 4 g
g 7.00 4 g 5,00
H 1
E 6,50 E 4,00
3601 g 300
-}
5,50 4 =
2,00
5,00
4,50 4 1,00
4,00 T ] 0,00 T T . T T T ]
4,00 5,00 600 7.00 8.00 9,00 0,00 1,00 200 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
Predicted Predicted (dS/m)
Fg. 2. NIRS calibration plots beoween predicted values and measured values for pH and electrical corductivity (EC).
that parts ol these metals were not adsorbed by organic compounds. obtaining good correlations was more complicated than in other

In similar experiments with sewage sludge, estimation values for Zn  experiments that used as sample an only type of compost. The high
were lower than 0.50, in any calibration and spectra pre-treatment factor observed in each calibration (number of prindpal components)
approach (Moral et al., 2007}. showed this situation, but the sample size of an only type of compost

Although the results in our study were quite good and able to  was not enough for carrying out a properly and more accurate cali-
estimate those parameters in winery and distillery composts, the bration. However, the calibrations obtained were able to predict several
calibrations could be improved. As a consequence of the wide varability properties in winery-distillery composts whose principal ingredient is
in the ingredients used in the elaboration of the composting heaps,  exhausted grape marc.

TOM Calibration TOC Calibration
100,00 ¢ 65,00 4
95,00 4 g0 |
90,00 4
. 8500 _ 55,00 4
& &
'%' £0.00'1 o 5000 4
£ 75001 E
& 70,00 4 i 45,00 4
o 65,00 = 40,00 A
60,00
55,00 By
50,00 - - - - + 30,00 - - - - - - -
50,00 60,00 70.00 80,00 90.00 100,00 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500
Predicted (%) Predicted (%)
C/N Calibration
40,00 4
y=x *
35,00
30,00
E 25,00 4
g
2 2000
15,00
10,00 4
5,00 T T T T - -
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Predicted

Fig. 3. NIRS calibration plots between predicted values and measured values for total organic matter (TOM), total orgaric carbon (TOC) and /N ratin,
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Table 4

MIRS calibration and validation results for macronutrients and potentally toxic elements.

Parameter” Calibration® Validation® Factors Spectrum region Pre-treatment”
2 RMSEE RPD e RMSECV RPD Bias ()

TN (%) 0.85 0.17 256 .80 018 222 n.oo1 1 T502-4247 FD+VN

Pigks™ 1) 089 060 .00 0.85 0.62 256 —0.001 16 7502-6098 VN
4602-4424

Kigkg ") [1R.£] 315 242 071 398 1.E6 ooty 16 75024508 SED

Fe (mgkg™ ") 091 551 325 087 636 273 1110 17 T502-5446 VN

Cu(mgke ') 0.86 422 267 081 479 229 008 17 7502-E098 MSC
54504247

Mn (mg kg~ ') 050 1289 319 0.86 14.8 271 0.051 17 7502-5446 FD4VN
4602-4424

Zn(mgkg~ l} DB 177 253 084 20.1 248 =0.131 18 1502-4247 VN

* TN: total nitrogen.

® ®* coefficient of determination for calibration; RMSEE: root mean square error of estimation; KFD: calculated as the standard deviation divided by the standard error of

prediction,
c

value for the validation set samples,

r* eoelficient of determination for validation; RMSECV: roaf mean square error of cross validation: Bias: is the difference between the mean real value and the mean estimated

@ Pre-treatments: VN: Vector Normalization; MSC: Multiplicative Scatter Correction; FD: First Derivative; SED: Second Derivative.

According o the guideline suggested by Malley et al. (2004),
calibrations for TOM and TOC could be classified as excellent calibra-
tions, for pH, EC, Fe and Mn as successful calibrations and for TN, C/N
ratio, P, K, Cu and Zn as moderately successful calibrations.

4. Conclusions

The results showed that NIRS can constitute a feasible technique to
quantify several essential parameters in agroindustrial waste com-

posts, such as pH, EC, TOM, TOC, C/N ratio, TN, P, K, Fe, Cu, Mn and 7Zn,
using PLSR, with values of coeflicient of determination for calibration
(R*) higher than 90 for pH, EC, TOM, TOC, Fe and Mn. In addition, the
use of specific pre-treatments in each scenario to optimise the
spectrum data significantly increased the elliciency of the technique.

In conclusion, NIRS could be a potential method to estimate sev-
eral parameters limited by the legislation for compost, including pa-
rameters associated to the composting process, macronutrients and
potentially toxic elements in agroindustrial composts, this aspect

TN Calibration P Calibration
450 12,00
y=x . .
401 Re_gs ot e 10,00
350 —
g % 8,00
'E 3,00 =
£ B 6004
2 250 a
£ E 4,00 4
2,00 :
1,50 1 2,001
1,00 T T T ¥ " 0,00 v T T ]
100 150 200 250 300 350 400 450 0,00 2,00 4,00 6,00 800 1000 1200
Predicted (34) Predicted (g/kg)
K Calibration
60.00 -
y=09821x
sooo| R7=080 .
2 40,00 4
5
T 3000 4
:
= 20,00
10,00 -
-*
0,00 T S

0,00 10,00 20,00

3000 4000 5000 60,00

Predicted (g/kg)

Fig. 4. NIRS calibration plots between predicted values and measured values for total nitrogen (TN}, P and K.
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Fig. 5. NIES calibration plots between predicted values and measured values for Fe, Cu, Mn and Zn,

being very interesting for composting facilities, since the NIRS tech-
nique could constitute an environmental and economic alternative to
monitor the composting process and to characterise the final compost
in a rapid and efficient way.
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The content and chemical forms of P in compost are essential variables for its proper management with
an agricultural purpose, especially considering the increasing P over-fertilization in agrosystems. In this
study. the estimation of P content and dynamics in different composting scenarios was developed using
near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) coupled with a statistical tool for calibration, a penalized
signal regression. Samples were analyzed on total P and partitioned using NaOH-solution “'P NMR spec-
troscopy quantifying pyrophosphate, orthophesphate, orthophosphate diesters, phosph and
orthophosphate monoesters pools. According to the results obtained, total P content (' = 0.99 and root

Keywords: g 2 g & . .
(.?mwr:“ mean square error of cross-validation = 0.53) and P forms can be estimated during composting using
p'm;.m; NIRS, as well as in the mature preduct, erthephesphate and orthephesphate monoesters being the most

abundant P forms throughout the experiment. Penalized signal regression allows detecting the significant
wavenumbers in each composting period, and also with the different P pools in the composting pile

P NMR spectroscopy
MNIR spectroscopy

Multivariate calibration depending on time.

1. Introduction

Build-up of P in excessively fertilized soils has become an envi-
ronmental concern, since accumulation of P in surface soil can re-
sult in a transfer of P to groundwater producing concentrations
that exceed groundwater guality standards. Thus, several countries
have implemented protective measures in order to prevent an
excessive P input. Amlinger et al. (2004) recommended a maxi-
mum application per year between 50 and 68 kg P05 equiva-
lentha™'. The main input of P in agriculture came from
fertilizers, but also from manures and organic amendments
Knowledge of P partitioning, solubility and, ultimately, bicavail-
ability are essential to consider in balancing the use of compost
as a fertilizer while protecting the environment (Toor et al.,
2006). The use of only nitrogen based criterion to establish the or-
ganic application dose to soils could lead to an over-fertilization of
nutrients such as P and K, especially when composts with very low
mineralization rates are considered. As Shober and Sims {2003) re-
ported, 24 states of the USA have regulations or guidelines related
to the restriction of land application of biosolids based on the P cri-
terion. However, in the future, P supply could be reduced, because

* Corresponding author, Tel: +34 S66749652; fax: 434 966749711,
E-mail address: raul moral@umbh.es (R, Moral).

D045-5335/5 - see front matter © 2009 Elsevier Ltd All rights reserved.
doit 10.1016/j.chemosphere 2006,09.059

@ 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

mining phosphorus for fertilizer is consuming the mineral faster
than geologic cycles can replenish it {Déry and Anderson, 2007).
In this future scenario, organic wastes and, especially compost,
could constitute a strategic resource to cover P fertilization in an
environmentally friendly management.

On the other hand, the organic wastes used to elaborate
compost are also affected by a high variability in their composition.
In Spain, variations of 25% for M and 19% for P contents in sewage
sludge, respectively, were detected during the 2001-2003 period.
For this reason, a complete characterization of P during
composting, including content and speciation, could be useful to
understand the P dynamics and thus, its bicavailability in the
amended soils. Nevertheless, most of the studies about compost
only include P total contents or increments between initial and fi-
nal total P concentrations, withour consideration of the chemical
speciation of P and how it changes with time. Chemical analysis
is the usual way of studying the P speciation in organic materials,
MNaOH-EDTA being the main extractant for organic P in compost
samples according to Bowman and Moir {1993) and Turner et al.
(2005). However, other instrumental techniques, such as NMR
could be also used for these purposes {Toor et al, 2006).
Using solution ¥'P NMR spectroscopy, multiple P compounds
can be quantified simultaneously in compost extracts with
minimal sample preparation and handling {Condron et al., 1997).
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Recent advances in methodology for solution *'P NMR spectros-
copy of alkaline soil extracts include improvements in signal iden-
tification {Makarov et al, 2002; Turner et al, 2003; Turner and
Richardson, 2004) and the development of a quantitative extrac-
tion procedure {Cade-Menun and Preston, 1996). In this speciation,
inorganic forms of P, such as pyrophosphate or orthophosphate,
and organic P forms, such as orthophosphate diesters, phospholip-
ids, orthophosphate monoesters could be elucidated. Therefore, or-
ganic P can be now quantified and partitioned more accurately
than using the classical analytical methods. However, chemical
speciation coupled with NMR analyses is time-consuming and
expensive. A promising alternative could be the estimation of the
P content in compost based on the use of near infrared reflectance
spectroscopy (NIRS), a non-destructive analytical technique that is
pollution-free and cost-effective, capable of analyzing organic sub-
stances rapidly {<1 min). NIRS is frequently applied in environ-
mental analyses including soil organic matter (Ludwig et al.,
2002; Cozzolino and Mordn, 2006); soil carbon (Reeves et al.,
2006); humic and fulvic acids {Polak et al., 2005); organic wastes
{Malley et al., 2005; Grube et al, 2006}; mineral concentration in
plants {Halgerson et al., 2004) and small compounds present in
animal cells, such as ammonium, glucose, or lactate {Riley and
Crider, 2000). In several studies, estimations of the total content
of P in an organic matrix were obtained with more or less accuracy.
Malley et al. {2005 ) obtained a coefficient of correlation of 0.71 and
a standard error of prediction of 0.70 mgg ' in manure compost,
useful for screening, while Halgerson et al. {2004) observed a coef-
ficient of determination of 0.91 and a standard error of cross-vali-
dation of 175 mg kg™! in alfalfa leaves. However, other authors
have reported the use of NIRS in the estimation of P in soil with dif-
ferent results, as Chang et al. (2001) that obtained a regression
coefficient of 0.40 and a root mean standard error of cross-valida-
tion of 32.28 mg kg~ " and He et al. (2007 ), which showed a corre-
lation coefficient between measured and predicted P of 0.47,
values not suitable to use this technique for P estimation.

Several mathematical approaches have been used for modeling
the signal obtained from NIRS and optimizing the output of infor-
mation, such as the use of multivariate calibration. Some of the
challenges posed in this framework are non-trivial and include
the following aspects: {a) the number of regressors {p wavenum-
bers) may greatly exceed training cbservations {n); {b) the regres-
sors are highly correlated, so we have a very ill-conditioned
statistical problem {Frank and Friedman, 1993). Two general ap-
proaches have been used to solve these issues: (1) reduction of
the regression bases, including partial least squares, principal com-
ponents, or projection onto bases of splines { Marx and Eilers, 1999)
and {2) penalized regression, like ridge regression or penalized sig-
nal regression (Eilers and Marx, 2003). With smooth spectra,
penalized signal reg 115 a very pr approach because
it forces the vector of regressor coefficients to vary smoothly with
wavenumber.

Therefore, the main objectives of this study were to establish
the effectiveness and accuracy of NIRS in the evaluation of the P to-
tal content and P forms during composting of winery and distillery
residues. For this purpose, the development of a modern mathe-
matical approach through penalized signal regression and the use
of solution *'P NMR spectroscopy procedure were also used and
validated.

2. Materials and methods
2.1. Compost samples

Two hundred and four samples were used in this study from
four different composting piles elaborated using several residues,

but including in all the cases wastes from the winery and distillery
industry. Four different piles (P1, P2, P3 and P4) were prepared
with mixtures of grape stalk (GS), grape marc {GM), exhausted
grape marc (EGM), sewage sludge (55), cow manure {CM) and
poultry manure {PM), using the Rutgers static pile composting sys-
tem. The composition of the composting piles and the characteris

tics of the raw materials used are detailed in previous works
{Bustamante et al, 2007, 2008b, 2009). In P1 and P2, G5, GM,
ECGM and 55 were used. Initially, GS, GM and ECM were mixed in
both piles and after 17 d, 55 was added to both piles as a source
of nitrogen and microorganisms. On the other hand, P? and P4
were elaborated by mixing EGM and two different animal man-
ures, CM and PM, respectively. The moisture of the piles was con-
trolled weekly by adding the necessary amount of water to obtain a
moisture content not less than 40%. In P1, fresh collected vinasse
(V) was used for watering: 0.4LV kg~ was added on the first
day, and the remaining volume, up to 0.95 L kg~", was added grad-
ually up to 25 d of composting. The mixtures {about 1700 kg each
for P1 and P2 and 1800 kg each for P3 and P4) were composted in a
pilot plant, in trapezoidal piles (1.5 m high with a 2 x 3 m base)
with temperature contrel and supplied with forced aeration. The
timer was set for 30 s ventilation every 30 min, and the ceiling
temperature for continuous air blowing was 55 °C. Forced aeration
was used during the bio-oxidative phase, which lasted 130 d for P1
and P2, respectively, 134 d for P3 and 157 for P4. The maximum
temperature values reached by the composting piles throughout
the thermophilic phase were 47 and 42 °C for P1 and P2, and 54
and 50 °C for P3 and P4, respectively {the temperature evolution
of the piles is described in detail by Bustamante et al. {2007) and
Bustamante et al. (2008b)). The bio-oxidative phase of composting
was considered finished when the temperature of the pile was sta-
ble and near to that of the surrounding atmosphere. Then, the piles
were allowed to mature for two months. Samples were ohtained by
mixing seven sub-samples coming from seven different zones of
the piles, from the whole profile {from the top to the bottom of
the pile) and they were collected approximately every 2 weeks.

2.2. Sample preparation and solution NMR spectroscopy

Total P content was measured colorimetrically after HMNOs/
HCIO4 digestion (Kitson and Mellon, 1944) in all the samples. For
P speciation, P was extracted by shaking 1 g of air-dried compost
samples with 20 mL of a solution containing 0.25 M NaOH and
0.05M Na:EDTA for 16h at 22°C {Cade-Menun and Preston,
1996). It is assumed that NaOH-EDTA quantitatively recovers or-
ganic P from compost samples { Bowman and Moir, 1993; Turner
et al., 2005), although there is no direct method that confirms this.
Extracts were centrifuged at 10 000g for 30 min and an aliquot was
taken for determination of total P. The remaining solution was con-
centrated with speedvac Eppendorf Concentrator 5301. Each con-
centrate was re-dissolved in 0.1 mL of deuterium oxide and
0.9 mL of a solution containing 1.0 M NaOH and 0.1 M EDTA, and
then transferred to a 5 mm NMR tube. Solution 'P NMR spectra
were obtained using a Bruker Avance DRX 400 MHz spectrometer
operating at 121.5 MHz for ¥'P. Samples were analyzed using a
6.5 ps pulse (30°), a delay time of 2.05, an acquisition time of
0.67 5, and broadband proton decoupling. The delay time used here
allows sufficient spin-lattice relaxation between scans for P com-
pounds in NaQH-EDTA (Cade-Menun et al., 2002). Approximately
512 scans were acquired for all samples. Chemical shifts of signals
were determined in ppm relative to an external standard of 85%
H3POy. The values can vary slightly among spectra due to slight dif-
ferences in pH, viscosity, and ionic strength, although this is min-
imized by analyzing samples at a strongly alkaline pH {>13).
Signals were assigned to P compounds or functional groups based
on literature reports {Turner et al., 2003) and signal areas calcu-
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lated by integration. Sample analyses were carried out in triplicate
and the error of the NMR method determined for each constituent
was lower than 5%. Spectra were plotted with a line broadening of
1 Hz to preserve resolution in the phosphate monoester region.

2.3. NIRS analysis

NIRS analysis was performed using a FT-NIR spectrometer
(MPA, Bruker Optik GmbH, Germany) in the range of wavenumber
from 12000 to 3800cm™' {equivalent to wavelength 830-
2630 nm) with a step of 8 cm™'. Compost samples were dried at
105 °C, grinded { & < 1 mm) and dried again alter storing. Samples
were divided in two sets {(2/3 for the calibration and 1/3 for the val-
idation), the mean, range, and standard deviation of these two
sample sets being very similar. About 20 g of dried sample were
scanned in a glass plate. Individual sample were remixed and re-
scanned three times, being averaged after using Opus software
{version 6, @ Bruker Optik), recording absorbance, as log 1/R,
where R is reflectance, for a total of 64 scans per spectrum. No out-
liers were found.

2.4. Mathematical model for P total content

A penalized signal regression procedure was used to establish a
prediction model for the P concentration from the information gi-
ven by the spectra, measured at different time points in four sim-
ilar compost piles, similar to that proposed by Eilers and Marx
(2003 ):

Notation of the model:

.., the P concentration as measured by the analytic
every sample. Each measure is related to certain time
point during the observation period.

Xe=[xgli=1...., mandj=1,.. ., pisthe absorbance matrix ob-
served from the spectra, where p denotes the number of wave-
lengths considered and n the number of time points measured.

Then, the model can be formulated in terms of the expected P
concentration, as:

[ 4
E(Yi) =t + 3 X+ o, 1
=1
where o, represents intercept and 2 gives the weight of the wave-
number w; to predict P at time point t,. However, this formulation
encounters a conditioning problem as the number of observations
n is quite fewer than the number of predictors p. In fact, they pro-
pose to project & onto a known basis of smooth functions, so making
use of the ordered feature of the wavenumbers.

The number of initial predictors p given by the number of
wavelenghts considered was reduced to the number of nodes
established on the range of wavenumbers, v,, and throughout
the observed period of time, v, These numbers must be small
encugh to make viable the estimation problem, but large enough
o capture the spectrum behaviour, especially on ranges where it
varies a lot. The proposed modelization states that the coeffi-
cients « of the prediction model (1) can be written in terms of
a B-spline basis conformed from wavenumbers and the time
points as:

Vi o

a=3 3 BBy, =BI, @)
m=1 =1

where I" = [y,y] is the matrix of unknown tensor product B-spline

coefficients, y=ved /") and B=(B@1,) @ (1, @#). The symbols

@ and @ denote, respectively, Kronecker product and element-wise

multiplication of matrices. Then, it can be rewritten (1) as:

E(Y;} = g + XBa = g + Uy, {3}

with U= {XBa1,)® (1, @B) and dim U=n« v If v, and v
take small values (generally less than 60) the estimation problem
reduces to a multiple linear regression one, where the number of
observations n is greater than the number of coefficients to esti-
mate, 1+ vy

Finally, an optimal solution for v, and v, was obtained by the
predictive cross-validation criteria given by Eilers and Marx
{2003). It consists of dividing the sample into two subsets, one
used to validate the model and the other one to study its capability
for prediction, always comparing the observed values to the esti-
mated ones {in our case, P concentration).

2.5, Mathematical model for P forms

When considering the organic P pools in compost (P forms),
measures for everyday under study were not available, but just
quantified at four different time periods. So, the model proposed
above it was not valid here, as data cannot be fitted by the day
of analysis. Then, an individual analysis was performed at each
period and for each P form.

The proposed model was quite similar to the previous one, but
here the coefficients related to the ahsorbances were just modelled
in terms of the wavenumber. Then, for every P form and time per-
iod, the model was given hy:

P
E(Yi) = o+ > " xyo,

if
=1

with
Vi

&= Buy, =BT,
m=1

where I” = [7,] is the vector of unknown of B-spline coefficients and
W s giving the same value that the optimum reached at the model
fitted above for the P, in order to preserve a similar structure in the
modelling process. So, we can write:

E(Y;) = alp + XB2 = 655 + UY,

with U = XB, where B is a univariate {cubic} B-spline basis presented
along the axis defined by the wavenumber.

The analysis has been resolved with the R package, version 2.7.0
(R Development Core Team, 2008). The functions used were pro-
grammed by Brian D. Marx and are available at hotp:{ fwww.stat
Isuedu/bmarx.

3. Results
3.1. Total P content and P partition according to *'P NMR

Total P analysis is shown in Table 1, with the range and mean
value of total P contents during the composting process. A signifi-
cant increase in total P concentration during the process was ob-
served in all the piles. Compost elaborated with PM reached the

Table 1
Total P contents in all compost piles (dry weight basis)

Compost pile Prange (g kg 'd.m.) Mean value + 5D (g kg 'dm.)
P DRG-5.67 416+ 141
P2z 0.13-572 429+170
P3 3.15-5.81 439072
(3 538-10.76 B.28+1.57

P1 [grape stalk + grape marc + exhavsted grape marc + sewage sludge + vinasse|; P2
lgrape stalk + grape marc + exhausted grape mare + sewage sludge]; P3|

{exhausted
grape marc + cattle manure|; P4 [exhausted grape marc + poultry manure],
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highest value {more than 10 g kg~' dry weight basis); 55 and CM
ingredients induced similar P concentration in mature compost.
Ferrer et al. {2001) obtained total contents of P in winery composts
around 7 g kg ! dry weight basis, especially when manures are
used as co-composting material. The total P contents in the win-
ery-distillery wastes show significant differences, wine lee and
inery sludge being the wastes that showed the greatest values
compared to grape stalk and grape pomace or marc {Bustamante
et al., 2008a). Solution *'P NMR spectra of compost sample extracts
from the piles 2, 3 and 4 are shown in Fig. 1. Pile 1 spectrum is not
included due to the high similarity with pile 2 spectrum, since the
only dilference between these piles was the addition of vinasse in
pile 1. Orthophosphate monoesters appeared as an envelope be-

tween 4.0 and 6.0 ppm, with major signals at 589, 5.19, 493,
4.86, 471, 4.45 and 4.14 ppm. Well-resolved signals in this region
of the spectra allowed the obtaining of detailed information on
individual compounds. The latter signal probably represented scyl-
lo-inositol hexakisphosphate {Turner and Richardson, 2004). Myo-
inositol hexakisphosphate appeared as a signal at 5.89, originating
from the C-2 phosphate on the inositol ring. Strong signals at 5.19
and 4.86 ppm almost certainly represented phosphatidic acid and
p-glycerophosphate, respectively. These compounds are originated
from the degradation of phosphatidyl choline in alkaline solution
{Turner et al., 2003}, so they are probahly artifacts of the analytical
procedure rather than being present in significant quantities in
compost samples.

Onthophosphate Pyrophosphate
Diesters

P }L

Orthophosphate
A Orthophosphale
Monoesters
B

ppm

Fig. 1. Salution *p NMR spectra of MaDH-EDTA exiracts of compest samples: (A) pile 4 |

grape marc + poultry manure); (B) pile 2 (grape stalk + grape

marc + exhavsted grape marc) at 0d; (C) pile 2 (grape stalk + grape marc + exhausted grape marc + sewage sludge) after 17 d.
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Signals from inorganic orthophosphate appeared at approxi-
mately 6.08 ppm in the extracts of all compost samples. The inor-
ganic orthophosphate was present in only small amounts, since the
signal at 6.08 was weak in the spectra (Fig. 1). Pyrophosphate sig-
nals appeared at —4.46 ppm. Signals around —20 ppm, from penul-
timate and mid-chain  polyphosphate  groups from  organic
condensed phosphates {e.g. ADP or ATP), were absent in the
spectra.

Clear signals from DNA appeared in compost sample extracts at
approximately —0.2 ppm, with other signal at 1.7 ppm correspond-
ing to phospholipids from microbes { phosphatidyl ethanolamine).
As it was previously commented, the presence of strong signals
in the orthophosphate monoester region from degradation pro
ucts of phosphatidyl choline suggests that the phospholipids were
considerably under-estimated in most of the extracts.

Table 2 shows the evolution of the P composition determined in
MAOH-EDTA extracts of compost samples by solution 7'P NMR
spectroscopy. In all the composting procedures, inorganic P forms
were dominant in mature compost. On the other hand, only in
the composts with 55 (piles 1 and 2), the proportion of pyrophos-
phate {a short chained inorganic polyphosphate) was significant in
relation to the total amount of inorganic P at the beginning of the
composting process. However, the proportion of pyrophosphate
represented less than 1% of the total P in mature compost. Net
transformation of organic P to inorganic P was observed during
all the composting process. This fact was noticeable in the first
stages of the thermophilic period {2-3 first week), especially for
the S5 and PM derived compost. In addition, a change in the ratio
organic P vs. inorganic P from 9.4; 0.78 and 1.4 at the beginning
of composting to 0.09; 0.18 and 0.25 at the end of maturing period
was ohserved for pile 2, 3 and 4 respectively. About organic P form
evolution, orthophosphate monoesters presented higher contents
compared to orthophosphate diesters and phospholipids, the latest
being the most lahile in the organic pool, with negligible presence
in mature compost. However, orthophosphate diesters still repre-
sents around 3% of the total organic P in matured compost elabo-
rated with manure.

3.2, Mathematical model for P content

To fit the model proposed in the Section 2, 136 samples (66.6%)
were used for estimation and 68 (33.3%) for predictive validation.
All point times {d) used at the experiment were included in the
estimation data. The range of values considered for v, was 20-
60, and 5-20 for v. Optimal values obtained were v, =40 and
v =14,

Through the confidence interval estimated of the v, coeffi-
cients, it can be concluded on which wavenumbers are signifi-
cantly related to prediction of P: those that did not contain zero.
Fig. 2 shows the point estimates of these coefficients {continuous
line] and their 95% confidence intervals {dotted lines). Those
ranges where all lines stay above or below the zero, do actually
resemble ranges of wavenumbers that significantly contribute to
predict P concentration. It can be also appreciated the effect of time
on these estimates. For the early phase of the experiment, cor
dence intervals resulted thinner than those for last phases hecause
the ohserved varability on the P concentration increased with
time. The model actually captures this behaviour.

The use of a pe ed statistical model could be used as the
hest way to estimate P using NIRS due to the high significance ob-
tained in all the time points {data not shown), because this ap-
proach can incorporate the variation in the contribution of each
wavenumber range during the composting process. This fact could
be also in concordance with the P forms variation detected in the
previous section. Fig. 3 shows the prediction results. On the left,
the predicted values of total P for the validation sample versus
the point time at which measurements were made. On the right,
observed values of P versus predicted ones with the model for
the validation sample. Predicted and observed values are quite
similar {in fact a diagonal line is appreciated) along all the time
range, even at the last time points, when the variability of P in-
creases. The correlation coefficient for ohserved and predicted val-
ues is 0.9937, much better than any other result published so far.

3.3. Mathematical model for P forms

In Figs. 4 and 5 are shown the results obtained for the different
P forms. These figures also include the correlation coefficients be-
tween observed and predicted values, which are always greater or
equal to 0.99, so implying that the fitted model is quite efficient for
prediction. Right graphs show the wavenumber ranges that result
significant at each period. We can ohserve clear differences on the
significant ranges for the different P forms at each period, so giving
support to the individualized modelling. In Table 3, partial linear
sejuare regression (PLS) modeling was compared with the proposed
penalized signal regression procedure for total P and P forms in
compost samples. With penalized signal regression procedure,
we obtained a nearly perfect adjustment in total and the rest of P
pools, and only for the Orthophosphate form, the value of the root
mean square error of cross-validation was relatively high com-
pared with the other forms. However, PLS adjustment was lower
in all the parameters, especially for the P forms in compost.

Table 2

The chemical speciation ol phosphorus over time determined in NaDH-EDTA.
Composting time (d) Pyrophosph Orthaphasphate diesters Phespholipid Orthophasph s Orthophosphate
Pile 2: grape stafk + grape marc + exhausted grape marc + sewage siudge
o 2.1 163 51 415 3.4
16 24 26 03 27 771
BE 1.1 1.2 0.1 1.9 87.7
234 05 0.1 D4 8.2 92.5
Pile 3. exhausted grape marc ¥ cow manire
o 38 238 0.8 387 50.1
29 14 27 1.2 259 56.5
81 16 20 20 218 634
192 L% 0.6 =01 145 871
Pile 4: exhausted grape marc + poultry manure
o 15 22 11 5486 391
28 0.5 1.7 03 268 696
S0 02 D3 0.1 219 848
140 0.5 1.0 =01 18.1 803
212 04 04 02 153 86.6
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4. Discussion

P content and dynamics in compost mainly depends on the
ingredient composition of the pile and the biotic degradation of or-
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Fig. 3. Prediction results using penalized signal regression, On the left, the predicted values of phosphorus for the validation sample versus the peint in time at which
measurements were made. On the right, the chserved values of P versus predicted ones with the model for the validation sample.

ganic matter. Shober and Sims {2007) reported that P solubility in
organic sources can be influenced by several aspects, such as ani-

77

mal diet, biological treatment, composting or storage practices.
Due to the nature of the P forms and their transformation into
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Tahle 3
MIKS validation results for tozal P and P forms in compost samples.

Parameter Penalized signal Partial linear square

regression PeETession

G RMSECV r RMSECV
Pigkg V) 059 053 093 059
Pyrophosphate 0.8 002 074 0.45
Orthophosphate diesters 0.8% 004 098 054
Phospholipids 0.99 0.08 082 D.59
Orthophesphate moncesters 0,99 062 088 475
Orthephesphate 0.99 3.97 093 B.47

P: phosphercus; =: coefficient of determination for validation; RMSECV: reet mean
square error of cross-validation.

the composting process, a significant increase in P total concentra-
tion during the process is usually observed { Cooperbrand and Mid-
dleton, 1996; Felton et al, 2004). The use of 55 or manures,

especially CM and PM could increase significantly the P content
in piles based on agricultural crop wastes with relatively low val-
ues of this element compared to N and K, obtaining a balanced
compost (Moral et al., 2009).

However, there are some difficulties in the interpretation of
solution *'P NMR (Ajiboye et al., 2007), since this technique give
us direct information about molecular and structural characteriza-
tion of inorganic and organic P in NaOH extracts. It is possible to
distinguish more labhile organic species e.g. phospholipids from
abile, such as phytic acid, the major orthophosphate
monoester {Makarov et al,, 2002). In this experiment, the most
important feature was the increase of the inorganic orthophos-
phate from organic P forms during the compost process, ranging
the inorganic P from 80% to 91.5% of the total P. Ajiboye et al
{2007) reported values of inorganic orthophosphate in biosolids
and hog manure NaOH extracts around 95% and 79%, respectively.
The differential behaviour of P in compost elaborated with 55 or
manure could be associated to the wastewater treatment and the
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role of chemicals added in the treatment plants. Hinedi et al
{1989) reported that total P in anaerobically digested municipal
biosolids was almost entirely orthophosphate. Huang et al
{2008) reported a different fractionation pattern of P in biosolids
depending on the use of ferrous sulphate, calcium oxide and alu-
minium sulphate. So, the chemical forms of P in organic amend-
ments are essential variables that must be considered prior to
the use of these amendments in agriculture in order to carry out
a suitable management of these materials. Ajiboye et al. (2007} ob-
served that most of the total P analyzed in organic amendments in
the sequential extracts of organic amendments was orthophos-
phate from readily soluble calcium and some aluminium phos-
phates, except in poultry samples, which was dominated hy
organic P.

Total P estimation using commercial NIRS mathematical ap-
proaches obtained low accuracy, especially in compost samples
{Shepherd et al.. 2003; Malley et al., 2005). In the majority of
experiments, time evolution is not considered in the mathematical
model. In this experiment, total P estimation and P form evolution
throughout the compost process were very well described using
penalized signal regression. In our study, penalized signal regres-
sion was more powerful in identifying significant NIR region for
P estimation compared with PLS procedure. Dac et al. {2001) ob-
served significant changes in P availability in composting proce-
dures by addition of aluminium- and iron by-products, with a
decrease of dissolved reactive F. Due to the heterogeneous nature
of the wastes used in commercial composting, the proposed quick
estimation could contribute to a better understanding of P dynam-
in composting and therefore, improve the managing of P fertil-
ization due to the different availability of P pools in amended soils.
In addition, the monitoring of the transformation of organic P
forms to orthophosphate during the composting could be a quality
parameter for this hiotic process.

5. Conclusions

The proposed combination between NIR analysis and penalized
signal regression for estimate total contents and the changes in P
forms during this process is a promising and easy way to improve
the management of P input with agricultural purposes, especially
in industrialized composting plants in order to achieve availability
partners of P in organic materials. P speciation using a standard-
ized NaOH-EDTA extraction and solution 7P NMR spectroscopy
procedure increased significantly the output capabilities of predic-
tion of the NIR-penalized signal regression.
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The aim of the present paper is to evaluate the changes of organic matter during the composting
process of fresh winery and distillery residues (WDR) by means of classical and chemometric
analysis of '*C cross-polarization magic angle spinning (CPMAS) NMR and Fourier transform
infrared (FT-IR) spectra. *C NMR spectroscopy displayed a preferential biodegradation of carbo-
hydrates as well as an accumulation of aliphatic chains (cutin- and suberin-like substances). This
preferential biodegradation of the organic fractions reduces the landfill emission potential. Although
the compesition of the input mixture strongly affects the shape of the infrared (IR) spectra, typical
bands of components can be selected and used to follow the compesting process; that is, changes
in the relative absorbances of the band of nitrate (at 1384 cm™') and in the band of carbohydrates
(at 1037 em™") have been observed. In addition, different chemometric tools, such as partial least-
squares (PLS), interval PLS (iPLS), backward iPLS (biPLS), and genetic algorithm (GA), have been
used to find the most relevant spectral region during the composting process. Chemometric analysis
based on the combined and sequential use of IPLS and GA has been revealed as a very powerful
tool for the detection in samples of the most relevant spectral region related to the composting
process. From the obtained results, it can be concluded that CPMAS '*C NMR supported by FT-IR
could provide information about the evelution and characteristics of the organic matter during the
composting process in order to aveoid contamination problems after its use as amendment in
agriculture or after landfilling.

KEYWORDS: Compost; organic matter; biodegradation; 3¢ NMR; FT-IR; partial least-squares; genetic

algorithm

INTRODUCTION

Wine production in the European Union represents about
70% of the entire worldwide production {approximately 266.9 »
10° LL), Italy, together with France and Spain, being the major
producers (/). The winemaking process results in an increasing
amount of solid and liquid residues, such as grape stalk (1.907 x
10° tfyear), grape marc (5335 » 10° t/year), wine lees (2.285 »
10% tjyear), and winery wastewater and vinasse (162 » 10° m?/
year) (/). Composting can constitute a friendly environmental
and economical alternative for treating solid organic wastes, such
as winery and distillery residues. Composting is defined as a
pracess of aerobic thermophilic microbial degradation, or an
exothermic biological oxidation of various wastes, by many

"In memoriam: Jestis Caracuel, Ph.D, (1966—2008), Professor of
(_reolcg]) Alicante University.
*Author to whom correspondence should be addressed (telephone
965903400, ext. 2063; fax 965903880; ¢-mail frulosi@ua.es.

E2008 Amencan Chemizal Socaty

populations of indigenous microorganisims, which leads to a
stabilized, mature, deodonzed, hygenic product, free of patho-
gens and plant seeds, and rich in humic substances that is casy to
store and marketable as organic amendment or fertilizer 2-5).
The composting process is a useful method of producing a
stabilized material that can be used as a source of nutrients and
soil conditioner in the field (5). The nature and properties of the
initial mixture are important for the management and under-
standing of the composting process (7). In addition, the compost-
ing process involves changes in the physicochemical and chemical
characteristics of the composting mixture. For this reason, it
is possible to follow the composting process by spectral
methods (5,8, 9).

Chemometric methods such as partial least-squares regression
{PLS) and principal component regression (PCA) have been
usually used for the analysis of the NIR and FT-IR spec-
tra (10, 11). However, these methods work with strict arthogonal
decomposition, and this decomposition is not realistic, in the
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sense that the variables or intervals of varables in the original
variable space are not interpretable chromophores, fluorophores,
or vibraphores {12). It would be more interesting to work with
methods that select vasiables or intervals of variables in the
orginal varable space, that is, selecting an interval of the
spectrum. This selection in the original spectrum can be inter-
preted as a chemical species. The spectroscopic information is
optimally preserved with iPLS, biPLS, and GA methods (/2—15).
iPLS and biPLS methods are new graphically oriented ap-
proaches for local regression modeling of spectral data, and
GA is a very powerful tool for the vardable selection for a PLS
model (GA-PLS) (/6). Making a good selection of the spectral
regions and good models, it is possible to improve the predictive
ability and, thus, increase the possibilities for the development of
new instruments for online monitoring of the process, such as the
arganic matter evolution during the compaosting process.

Solid-state *C nuclear magnetic resonance spectroscopy with
cross-polanzation and magic angle spinning (CPMAS NMR)
allows information to be obtained directly and in a nondestruc-
tive way on the carbon components of the entire sample without
any chemical or physical fractionation, and it is well suited to the
characterization of natural organic matter (/7—19). This techni-
que can be used to detect, and even to quantify, the presence of
carbohydrates and alkyl, aromatic, or carboxyl carbons for
diverse solid samples such as compost {3, &, 17-27). Infrared
spectroscopy is based on the interaction of infrared light with
matfer, and it is sensitive to the chemical functional groups
present in the sample (28, 29), FT-IR spectrascopy has contrib-
uted substantially to the knowledge of the chemistry of soil
organic matter (SOM) (23, 30—33). The simple sample prepara-
tion, the relatively low cost, and the easy accessibility of FT-IR
spectroscopy give FT-1R some advantages, such as the possibility
of avoiding the potential presence of secondary reactions during
sample preparation and that of determining all of the chemical
species present in the sample using a unique analysis ). Different
composts can be distinguished by their fingerprint region
{(1500-900 cm ™) §), revealing also in this region fresh and
undecomposed materials.

CP-MAS NMR and FT-IR spectroscopies have been used as
tools in the study of the composting process (79,21 -23,27,33).
The integration of the CP-MAS spectra of the compost samples
showed that the carbon distribution and the modification of these
carbon distributions are related to the transformation of the
organic matter during the composting process (33), that is, the
decrease of the carbon distribution in the carbohydrate region
{60110 ppm) during the composting process (21,27, 33), With
FT-TR spectra, the relative intensity of the typical bands of
components can be selected and used to follow the composting
process, monitoring the transformation of the organic and
inorganic materials (7—9, 2/). The selection of the regions in
CP-MAS spectra or the bands in FT-IR spectra is based on a
visual inspection of the spectra. Using multivariate analysis of the
spectra we try to find a good correlation between the spectral
regions or bandsand the composting process. Therefore, the main
objective of the present research was to study organic matter
transfonmation during the composting process of {resh winery
and distillery residues (WDR), coupling the use of spectral
techniques, such as CP-MAS and FT-IR, and chemometric tools
(iPLS, biPLS, and GA-PLS).

MATERIALS AND METHODS

Composting Procedure. Three different piles were prepared by the
Rutgers static pile composting system, using in all cases wastes from the
winery and distillery industry. Pile | was prepared with mixtures of graps

Martinez-Sabater et al.

Table 1. Characleristics of the Composiing Heaps

pile 1
waste” initially after 17 days pile 2 pile 3
Composition”
GS 63(56) (51
EGM 25(28) 18(25) 70(80) 70(79)
GM 12(18) a(15)
cM (20
M g (21)
s 29(9)
Turning (Days)
18-53-86 92 144

B8, grape stalk, EGM, exhausted grape marc, GM, grape mare, CM, cow
manure; PM, poultry manure, SS, sewage sludge “Data are expressed as
percentage on a fresh weight basis (dry weight basis in parentheses)

stalk (GS), grape marc (GM), exhausted grape mare (EGM), and sewage
sludge (SS), whereas piles 2 and 3 were elaborated using EGM, cow
manure (CM), and poultry manure (PM), respectively (35—37) (Table 1).
Sewage sludge came from a treatment plant of municipal wastewater
located in Torrevizja (Alicante, Spain). Cow manure was collzcted from a
cattle farm located in Santomera (Murcia, Spain) with a productivity of
35000 heads per year. Poultry manure was collected from a poultry farm
with 3000040000 laying hens located in Orihuela (Alicante, Spain).
Grape stalk and GM were collected from 2 winery located in Jumilla
(Murgiz, Spain), and EGM was from an aleohol distillery logated in
Villarrobledo (Albacete, Span).

The mixtures (about 1800 kg each) were composted in a pilot plant, in
trapezoidal piles (1.5 m high with a 2 » 3 m base). The Rutgers static pile
composting system was used (34), with zir supplied by forced aeration,
conducted through three basal PVC tubes (3 m length and 12 an
diameter). The asration system imposed was 30 s every 30 min, with
55 °C as ceiling temperature for continuous ventilation. Compost piles
wete tuned over, when necessary, to improve both homogeneity and the
fermentation process (Table 1). Forced aeration was used during the bio-
oxidative phase, which lasted for 130 days for pile 1, 134 days for pile 2,
and 157 days for pile 3. The bio-oxidative phase of composting was
considered to be finished when the temperature was close to the external
value and reheating did not ocour (see Figure 81, Supporting In-
formation). The air blowing was then stopped to zllow the composts to
mature over & period of approximately 2 months for piles 2 and 3 and
3 months for pile |. The moisture of the piles was controlled weekly by
adding the necessary amount of water to obtain a moisture content of not
less than 40%. Excess water, leached from the piles, was collected and
added again to the piles. The piles were sampled approximaltely every 2
weeks during the bio-oxidative phase and after the maturation period.
Samples were laken by mixing seven subsamples from seven sites of the
pile, from the whole profile { from the top to the bottom of the pile). Each
sample was afr-dried.

Sample Preparation and Chemical Analysis. Samples were air
dried, ground in an agate mill, then sieved through a 0,125 mm mesh, and
milled zgain with an agate mortar. Total nitrogen (Ny) and total organic
carbon (TOC) were determined by automatic microanalysis (75) (Table 2).
The main charactenistics of the mixtures at the different sampling times are
shown in Table 3.

Solid-State *C NMR and FT-IR Spectroscopy. CPMAS *'C
NMR experiments were Elcrl‘omd ona Bruker Avance DRXS00 operat-
ing at 125.75 MHz for “'C. Samples were packed into & 4 mm diameter
cylindrical zirconia rotor with Kel-F end-caps and spun at 10000 4
100 Hz. A conventional CPMAS pulss sequence (17) was usad with a
1.0ms contact time. Between 2000 and 5000 scans were accumulated with a
pulse delay of 1.5 s, Line broadening was adjusted to 50 Hz. Dipolar
dephasing (DD) spectra were generated with a decoupling delay of 43 us
between cross-polarization and data acquisition (7). Spectral distribu
tions (the distribution of total signal intensity among various chemesl
shift ranges) were calculated by integrating the signal intensity in seven
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Table 2. Elemental Composilion, Tolal Organic Carbon (TOC), and Total
Mitragen (N-) of Winery and Distillery Residue Samples Obtaimed during
Composting
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Table 3. Evolution of the Main Parameters during the Composting Process
{Dry Weigh! Basis)”

treatment time (days) TeC N+ TOCMN,

posting EC OM Gy N:  Cu Cm
ime(days) pH  (dSm (%) (gka N (akg ) (R (%)

Pile 1: Grape Stalk + Grape Marc + Exhausted Grape Marc + Sewage Sludge

0 485 13 374
17 478 22 209
24 486 24 207
38 483 22 2249
52 490 21 229
T3 480 23 212

100 A77 22 277
234 449 24 18.8

Pile 2: Exhausted Grape Marc -+ Caw Manure

0 498 24 202
15 476 26 18.5
29 473 28 18.6
43 471 27 177
50 464 25 187
&7 474 28 186
n 471 26 184
85 478 28 171
a 481 25 18.5

107 457 27 167
114 465 28 164
13 452 30 150
192 467 29 15.5

Pile 3. Exhausted Grape Marc + Poultry Manure

0 436 33 131
14 445 36 123
28 428 37 116
42 435 a7 114
63 437 35 127
70 433 32 138
90 434 34 128

106 403 a8 105
13 40.5 a8 107
133 424 37 15
10 R 40 107
22 428 41 105

chemical shifl regions: carbonyl (210165 ppm), O-aromatic (1651435
ppm), aromatic (145— 110 ppmy), Os-alkyl (11095 ppm), O-alkyl (95-60
ppm), N-alkyl/methoxy (60—435 ppm), and alkyl (45 to —10 ppm) (37).
The labels indicate only major types of C found in cach region.

Spin counting caleulation was performed using the method of Smernik
and Oades (38). Glycine (analytical reagent grade; S8igma) was used as an
external intensity standard. The 77,H and T;H values were determined as
described in Smernik and Oades (328). These parameters are very important
to avoid signal loss in the CPMAS spectra, because we can choose the best
conditions of the CPMAS pulse sequence (these experimental conditions
are described above). The percentage of potential °C NMR signal, which
was actually observed ( Coy,), was in the range of 60—66% for the CPMAS
techmique (38 ). The main source of error was uncertainty in the integrated
NMR intensities. Two replicate measurements were carmied out for all
samples.

The FT-1R spectra were collected on a Bruker IFS 66 spectrometer, The
tesolution wasset to 4 cm ', and the operating range was 400—2000 cm !
Samples (7—10 mg) were mixed with 100 mg of dried KBr, and then the
mixture was pressed mto pellets, In all cases, 20 scans per sample were
recorded, averaged for sach spectrum, and corrected against the spectrum
with ambient air as background.

Chemometric Analysis. The iPL8, hiPLS, and GA-PLS analyses,
especially useful for wavelength selection, have been used. These algo
rithms have been already described (/2-16), and the reader is referred to
these papers for more defails. To reach the best model with the lowest

Pile 1: Grape Stalk +- Grape Matc + Exhausted Grape Marc + Sewage Sludge

i A 87 421 n7 485 129 80 54
18 742 193 80.0 476 23 24 36
24 7.36 186 a79 486 236 a2 33
38 7.34 172 g2 483 216 24 38

52 748 207 885 480 213 a0 a4
59 7.28 192 gr2 483 a7 24 38
73 723 177 866 480 228 26 40
86 735 194 849 475 224 27 38
100 689 208 865 477 221 13 a4
16 712 174 869 501 230 18 36
130 7.06 194 848 538 265 16 38
234 Ei 275 843 449 240 13 27

File 2. Exhausted Grape Mare + Cow Manure

o 708 196 885 498 236 36 18
15 728 226 876 476 257 62 18
29 714 257 &7.0 473 259 42 17

42 712 2687 871 4n 266 42 1E
0 678 285 864 464 2.8 a9 16
57 6.87 24 872 474 257 33 15
7 685 an 861 4mn 260 27 15
85 684 274 848 478 280 36 15
£l 685 259 856 481 251 28 15
107 718 282 831 457 274 31 13
114 720 242 842 465 78 28 13
134 703 275 815 452 298 268 14
192 738 282 820 467 201 27 14

Pie 3: Exhausted Grape Marc -+ Pouliry Manure

¢ 748 212 823 436 330 a3 20
14 713 an 816 445 365 48 17
28 708 309 803 428 368 23 18

42 703 266 781 435 269 24 1B
63 6.89 287 783 438 Ma 29 13
70 685 282 743 433 321 22 13
a0 6.86 312 746 434 M3 a2 14
106 712 308 754 403 383 at 14
13 717 294 740 405 are 28 13
132 i 286 741 424 374 28 14
140 3 248 738 M8 398 24 12
212 814 234 739 428 Mz 21 12

TEC, electrizal conductivity, OM, organic matter, Cir, total organic C, Ny, total N,
Ciis, humic acid-like C; Cr,, fulvic acd-ike C.

cross-validated error, the models and preprocessing methods (none,
scaling, multiplicative scatter correction (MSC), and extended mult-
plicative signal correction (EMSC)) (39) were tested.

Software, MATLAB version 6.5 from MathWorks was used for the
calculations, and iToolbox (including methods for iPLS, hiPLS, and
dynamic biPLS), EMSC Toolbox (for preprocessing methods), and
GA-PLS Toolbox are available at http://www.models. kvl.dk.

RESULTS AND DISCUSSION

Solid-State CPMAS *C NMR Spectroscopy. The NMR ob-
servable carbon content {Copg) can be measured in the samples
using the spin counting methodology (35). Using this methodol-
ogy, Cue was around 60—66% in our WDR compost samples.
These values indicate that some signal is being under-detected;
however, this situation does not represent a problem, provided
that all of the undetected carbon is equally representative across
all carbon forms (38, 40). The problem appears when there is
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Table 4. Fully Cross-Validated PLS, iPLS, biPLS, and GA-PLS Models for Prediction of Composting Time from "3C NMR and FT-IR Specira by Piles 2 and 3

methed preprocessing components intervals RMSECY r
CPMAS "'C NMR Pile 2
ALS EMSC 3 0—2a00” 779 0.981
iPLS" EMSC 5 140-150" &85 0874
bifLs” EMSC 8 20—20." 30—40." 100—110.% 140—150° 741 0.983
FT-R File 2
RLS MSC 5 A000—800° 1259 0956
iPLS® MSC 4 1560 81432 9° 1045 0.965
biRLS” MSC 3 457742438 5° 3205 8- 3156 9 315502018 1.5 1560 8 1432 0° 903 0.967
GA-PLS 1560 81556 3° 1517 71508 1,° 1496 5 1483 0° 372
CPMAS "°C NMR Pile 3
ALS EMSC 1 0-200" 1604 0,935
iPLS" EMSC 2 5060 2091 0.880
bifLs® EMSC 5 10—20, 40-50,° 50—60,° 170—180° 9.84 0.975
ET-IR Pile 2
PLS MsC 4 4000—600° 2034 0879
iPLS* MSC 4 207372805 9° 1572 0.931
biPLS” MsC 4 2073 7-28059° 1616 1— 1448 2 ° 1106.8—-938 2° 1825 0806
GA-PLS 13 2062 1—-2954 4 ° 2906 2—2004 3 ° 2879 2— 28715 ° 2867 6— 2865 7 ° 2840 6— 282 B 480

“|n this medel, the spectra were divided in 20 intervals ENMR intervals in pem. “FT-IR intenvals in cm

Figure 6 shows [ull cross-validated prediction errors for the
20 interval biPLS models (bars) for "*C NMR for piles 2 and 3.
The HIPLS models for piles 2 and 3 using four intervals per-
formed better than the full spectrum model or the iIPLS model
(Table 4). The biPLS madel for *C NMR for piles 2 and 3
showed the intervals correlated with the composting time
{Figore 6). For pile 2, the intervals are in the alkyl region (45 to

10 ppm), in the Os-alkyl region (110-95 ppm), and in the
O-aromatic region (163145 ppm) (Table 4). As shown with a
more classical analysis of the spectroscopy data (see above),
the content of aliphatic or aromatic molecules is very important
in the composting process of pile 2. For pile 3, the intervals are
in the alkyl region (45 to —10 ppm), in the N-alkyl/methoxy
region (6045 ppm), and in the carbonyl region (210165 ppm)
(Table 4).

The iPLS models for FT-IR displayed good values of
RMSECV by piles 2 and 3, only with an interval (Table 4). The
improvement working with more intervals (biPL8 models) was
not high with the FT-IR data; it was better than the iPLS model
for pile 3. For pile 2, the interval was 1432.9-1369.8cm ™, and in
these regions we can find the components of lignins and aromatic
C=C binding. For pile 3, the interval was 2805,9-2973.7 cm ™,
this region being the alkyl region. By applying genetic algorithms
{GA-PLS)in these regions, it is possible to improve the models for
a better prediction capacity (Table 4). In other words, we can
determine the wavelength interval more correlated with the
composting process. The spectra for the final samples of the
composting process (192 days for pile 2 and 212 days for pile 3)
were not considered in the calculations. The air blowing was
then stopped to allow the composts to mature over a period of
approximately 2 months. In the two maturation months the
alterations of the organic matter were very small and there was
no correlation with the composting time. Probably, between the
two final samples, the organic matenial in the compost piles did
not undergo alterations, and it can be considered that the organic
material was stable.

i

With the intervals selected by iPLS method, the GA-PLS
method can be applied for wavelength selection (/6). We have
worked only with the FT-IR spectra for piles 2 and 3. We tried to
carry out the GA-PLS method with NMR spectra, but the low
signal/noise ratio did not allow this chemometric approach.
GA-PLS applied on the interval selected by iPLS method in the
FT-IR spectra from pile 2 produced a RMSECY of 3.72%
{selecting 3 regions and 7 components) (Table 4). For pile 3, the
same strategy produced a RMSECV of 4.80% (selecting 5 regions
and 13 components) (Table 4). This approach using sequentially
iPLS and GA-PLS improved significantly the predictive ability,
as shown by the decrease in the RMSECV values (Table 4). In a
classical study of the spectroscopic data, the usual strategy 1s to
work with the peaks, but after the chemometric approach it can
be seen that the wavelengths selected are not always the highest
peaks (Table 4).

In conclusion, the classical analysis of the spectroscopic data
from *C NMR and from FT-IR techniques allows one to follow
and evaluate organic matter evolution during the composting
process of fresh winery and distillery residues. In this process, the
initial compaosition of the compost piles was very important for
the understanding of the preferential degradation of the different
biomolecules. However, the more common situation was a
preferential degradation of the carbohydrates and an increase
of the aliphatic material (probably by a concentration effect in the
compaost pile).

On the other hand, with the chemometric approach it is
passible to go more in depth into the knowledge of the compost-
ing process. [t was possible to model the composting process with
good RMSECY wvalues by sequential application of iPLS and
GA-PLS. Interval PLS removes the noninformative intervals,
and the genetic algorithm can work with a significantly lower
number of variables. With this strategy, it is possible to sclect a
few wavelengths in the FT-TR spectra with a high correlation with
the compasting process to determine when the organic matter is
stable in a composting pile.
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Figure 6. (A) Four intervals included in the optimal PLS model of '*C NMR data by pile 2: 20—30, 30—40, 100—110, and 140—150 ppm. (B) Predicted
versus measured composting time for this model by pile 2. (C) Four intervals included in the optimal PLS model of '3C NMR data by pile 3: 1020, 4050,
50—60, and 170—180 ppm. (D) Predicted versus measured composting time for this model by pile 3.

Supporting Information Available: Table 81 and Figures S1
and S4. This material is available free of charge via the Internet at
http://pubs.acs.org.

. Selected intervals (18 10 17 &)

Selected intervals [15 19 3 16]

20 40 60 B0

80 Al
Measured

J. Agric. Food Chem., Vol. 57, No. 20, 2009 9621

A

120 140

100
Wavelength

80 100
Measured

120 140

100
Wavelength

120 140 160

LITERATURE CITED

(1) OIV. State of the Vitiviniculture World Market; Organisation Inter-
nationale de la Vigne et du Vin, 2009; available at hitp://www.oiv.int.

GIAAMA
920 I ®



Viabilidad del uso del NIR y otras técnicas en la
evaluacidn de residuos organicos
Luis Nazario Gdlvez Sola

3. Publicaciones

9622  J. Agric. Food Chem., Val. 57, No. 20, 2009

(2} Stevenson, F. J.; He, X. T, Nitrogenin humic substances as related to
soil fertility. Tn Humic Substances in Soil and Crop Sciences;
MacCarthy, P, Clapp, C. E, Maleolm, R. L., Bloom, P. R., Eds.; Selected
Readings; Soil Science Society of America and American Society of
Agronomy: Madison, W1, 1990; pp ©1-1091.

(3) Haug, R. T. The Practical Handbook of Compost Engineering, CRC
Press: Boca Raton, FL, 1993; p 2

(4) Ouatmane, A.; Provenzano, M. R.; Hafidi, M.; Senesi, N, Compost
matunly assessment using calormmetry, spectroscopy and chemical
anelysis. Compost Sci, Uril. 2000, 8, 124-134.

(5) Pichler, M.; Knicker, H.; Kogel-Knabner, 1. Changes in the chemical
structure of municipal solid waste during composting as studied by
solid-state dipolar dephasing and PSRE € NMR and solid-state
N NMR spectroscopy. Environ, Sci. Technol, 2000, 34, 40344038

(6} Castaldi, P.; Alberti, G.; Merella, R; Melis, P. Study of the organic
matter evolution during ipal solid waste ting aimed at
identifying suitable parameters for the evaluation of compost
maturity. Waste Manag, 2005, 25, 209-213.

(7) Inbar, Y,; Chen, Y .; Hadar, Y. Carbon- 13 CPMAS NMR and FTIR
spectroscopic analysis of organic matter trapsformations during
composting of solid wastes from wineries, Soil Sei. 1991, 152,
272-282.

() Grube, M.; Lin, J. G; Lee, P. H.; Kokorevicha, 8. Evaluation of
sewage sludge-based compost by FI-IR spectroscopy. Geoderma
2006, 130, 324-333.

(%) Smadt, E; Eckhardi, K.; Lechner, P.; Schulten, H.; Lenweber, P.
Characterization of different decompesition stages of hiowaste using
FT-IR spectroscopy znd pyrolysis-field ionization mass spectro-
metry. Biodegradation 2005, 16, 67-79.

(10} Martens, H.; Jensen, 8. A_Partial least squares regression: 2 new two
stage NIR calibration method. In Cereal Chemistry and Technology;
Holas, J., Kratochvil, 1., Eds.; Elsevier: Amsterdam, The Netherlands,
1983,

(11) Norris, K. H, Near Infrared Technology in Agriculiural and Food
Industries; American Association of Cereal Chemist: St Paul, MN, 1987

(12) Norgaard, L.; Saudland, A.; Wagner, I.; Nielsen, J. P.; Munck, L.;
Engelsen, 8. B. Interval partial least-squares regression (iIPLS): a
comparative chemometric study with an example from near-infrared
spectroscopy. Appl. Specirosc. 2000, 54, 413-4149,

(13) Winnming, H.; Viereck, N; Norpaard, L; Larsen, I.; Engalsen, 5. B.
Quantification of the degree of blockiness in pectins using 'H
NMR spectroscopy and chemometrics. Food Hydrocolloids 2007,
21, 256-266.

(14} Norgaard, L; Halmn, M. T; Koudsen, L. B.; Farhat, I. A; Engelsen,
8. B. Muluvariate near-infrared and Raman spectroscopy quantifi-
cations of the crystallinity of lactose in whey permeate powder. Tur.
Dairy J. 2005, 15, 1261-1270.

(15) Leardi, R.; Lupidficz Gonzalez, A. Genetic algorithms applied to
feature selection in PLS regresion: how and when to use them.
Chemom. Intell. Lab. Syst. 1998, 41, 195-207.

(16) Leardi, R.; Norgaard, L. Sequential application of backward inter
val partial least squares and genetic algorithms for the selection of
relevant spectral regions. J. Chemom. 2004, 18, 456497,

(17) Wilson, M, A, NMR Technigues and Applications in Geochemisiry
and Soil Chemistry; Pergamon Press: Oxford, UK., 1987,

(18} Preston, C. Applications of NMR to soil organic matter analysis:
history and prospects. Soif Sci. 1996, 161, 144-166.

(19) Preston, C. M.; Trofymow, J. A.; Niu, J.; Fyfe, C. A. “CPMAS-
NMR spectroscopy and chemical analysis of coarse woody debris in
coastal forests of Vancouver [sland. For. Ecol. Manag. 1998, 111,
51-68.

(20} Baldock, A.; Oades, J. M ; Nelson, P. N.; Skene, T. M.; Golchin, A;
Clarke, P. Assessing the extent of decompesition of naturzal organic
materials using solid-state C-13 NMR spectroscopy. Aust. J. Soil
Res, 1997, 35, 1061-1083.

(21) Chen, Y. N. Nuclear magnetic resonance, infra-red and pyrolysis:
application of spectroscopic methodologies to maturity determing
ton of composts. Compost Sci. Util. 2003, 11, 152-168.

(22) Tang, J.-C.; Maie, N.; Tada, Y.; Katayama, A. Characterization of
the maturing process of cattle manure compost. Process Biochen.
2006, 41, 380-389.

Martinez-Sabater et al.

(23) Gémez, X.; Diaz, M. C.; Cooper, M.; Blanco, D; Morin, A ; Snape,
C. E. Study of biclogical stahilization processes of cattle and poultry
manure by thermogravimetric analysis and C-13 NMR. Chemeo
sphere 2007, 68, 18391897,

(24) Kdgel-Koabmer, 1.; Hatcher, P. G. Characterization of alkyl carbon
in forest soils by CPMAS “C NMR spectroscopy and dipolar
dephasing. Sei. Total Environ. 1989, 8§1/82, 169-177.

(25) Stevenson, F. J. Extraction, [ractionation and general chemical
composition of soil organic matter. In Hupne Chemistry; Stevenson,
F. I, Ed.; Genesis, Composition, Reactions; Wiley: New York, 1982,

(26) Nip, M.; Tegelaar, E.W . de Lesuw, J. W.; Schenck, P. A ; Holloway,
P. I. A new non-seponifiable highly aliphatic and resistant biopoly-
mer in plant cuticles. Natwrwissenschaften 1986, 73, 579585,

(27) Almendros, G.; Derado, J.; Gonzales-Vile, F. J. Blanco, M. J.;
Lankes, U, C NMR assessment of decomposition patterns during
composting of forest and shrub biomass. Seil Biol. Biocher:. 2000,
32, 793-804.

(28) Hesse, M.: Meier, H.; Zech, B, Spekeroskopische Methoden in der
organischen Chemie; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, Germany, 1995,

(29} Smith B. Infrared Spectral Interpretation; CRC Press: Boca Raton, FL,
1999,

(30) Schaitzer M.; Khan, S. U. Humic Substances in the Environment;
Dekker, New York, 1972,

(31) MacCarthy, P.; Rice, J. A. Spectroscopic methods (other than
NMR) for determining functionality in humic substances. In Humic
Substances in Soil Sediment, and Water; Alken, G. R, McKaight,
D. M., Wershaw, R. L., MacCarthy, P, Eds.; Wiley: New York. 1985

(32) Gerasimowicz, W. V.; Byler, D. M. Carbon-13 CPMAS NMR
and FTIR spectroscopic studies of humic acids. Soif Sei. 1985, 139,
270-278.

(33) Inbar, Y., Chen, Y.; Hadar, Y. Solid state carbon 13 nuclear
magnetic resonance and infrared spectroscopy of composted organic
matter. Soil Sei. Soc. Am. J. 1989, 53, 1695-1701.

(34) Finstein, M. 8.; Miller, F. C; Mac Gregor, 8. T.; Psanamos, K, M.
The Rutgers Strategy for Composting: Process Design and Controf,
EPA Project Summary (EPA 60(0/82-85/059); 1.8, Environmetal Protec-
tion Ageney: Washington, D{C.1985

(33) Navarro, A. F; Ceparra, J; Roig. A Bernal, M. P. An automatic
microanalysis method for the determmation of organic carbon in
wastes. Commn. Soil Sci. Plant Anal. 1991, 22, 2137-214.

(36) Preston, C. M. Carbon-13 solid-state NMR of soil organic
maller-using the technique effectively. Can. J. Soif Sei. 2001, 81,
255-270.

(37} Baldock, J. A_; Smernik, R. J. Chemical composition and bicavail
ability of thermally, altered Pimus resinosa (red pine) wood, Org.
Geochem. 2002, 33, 10931109,

(38) Smernick, R. J; Oades, J. M. The use of spin counting [or
determining quantitation in solid state '*C NMR spectra of natural
organic matter. 2. HF-treated soil fractions. Geoderma 2000, 96,
159-171.

(39) Martens, H.; Nielsen, J. P.; Engelsen, 8. B, Light scattering and light
absorbance separated by extended multiplicative signal correc
tion. Application to near-infrared transmission analysis of powder
mixtures. Anal Chem, 2003, 75, 394404,

(40) Patti, A. F.; Issa, J.; Wilkinson, K. What are putting on the ground?
Characterisarion of grape mare and other composts used in the Yarra
Valley; Grape and Wine Research and Development Corporation,
Ausralia Government: 2004,

(41} Vane, C. H; Drage, T. C.; Snape, C. E, Bark decay by the white-rot
fungus Lemtinufa edodes: polysaccharide loss, lignin resistance
and the unmasking of suberin. Inrer. Biodeter. Biodegr. 2006, 57,
14-23.

(42} Mathers, N I; Xu, Z_; Blumfizld, T. 1; Berners-Price, 8. J.; Saffigna,
P. G. Composition and quality of harvest residues and soil organic
matter under windrow residus management in young hoop pine
plantations as revealed by solid-state “C NMR spectroscopy. For.
Ecol. Manag. 2003, 175, 467488,

(43) Veeken, A, H. M Adani, F.; Nierop, K. G. J; de Jager, P. A;
Hamelers, H. V. M. Degradation of biomacromolzcules during high-
rate composting of wheat straw-amended feces. J. Environ. Qual.
2001, 30, 16751684,

R T T T T R T T T T T T T R T R T T T T R T T T R T S T T T T S T R T T T S T T S T T T R S T T R R T R S R T R R T T T T T R R T T R R T T R R T R R A T R A R R SRR |

GIAAMA
91 ®



Viabilidad del uso del NIR y otras técnicas en la
evaluacién de residuos organicos
Luis Nazario Gdlvez Sola

3. Publicaciones

Article

{44) Kogel-Knabner, [ The macromolecular organic composition of
plant and microbial residues as inputs to soil organic matter. Soif
Biol. Biochem. 2002, 34, 139-162.

(45) Keeler, C,; Kelly, E. F.; Magciel, G. E. Chemical—structural information
from solid-state *C NMR studies of a suite of humic materials from a
lower montane forest soil, Colorado, USA. Geodernu 2006, 130, 124-140.

{46) Nelson, P. N.; Baldock, J. A.; Oades, J. M.; Churchman, G. J.
Dispersed clay and organic matter in soil: their nature and associa-
tions. Aust. J. Soil Res. 1999, 37, 289-315.

(47) Nelson, P. N ; Baldock, J. A. Estimating the molecular composition
of a diverse range of natural organic materials from solid-state 1°C
NMR and elemental analyses. Biogeochemistry 2005, 72, 1-34.

(48) Provenzano, M. R.; de Oliveira, 8. C.; Silva, M. R. 8.; Senesi, N.
Assessment of maturity degree of composts from domestic solid
wastes by fluorescence and Fourder transform infrared spectro-
scopies. J. Agric. Food Chem. 2801, 49, 3874-5879.

(49) Réveille, V.; Mancuy, L.; Jardé, E.; Garnier-Sillan, E. Characterisa-
tion of sewage sludge derived organic matter: lipids and humic acids.
Org. Geocherm. 1003, 34, 615-627.

{50) Smidt, E.; Meissl, K. The applicability of Fourier transform infrared
(FT-IR) spactroscopy in waste management. Waste Manag. 2007,
27, 268-276.

(51) Smidt, E.; Lechner, P.; Schwanninger, M.; Haberhauer, G.; Gerzabek,
M. H. Charactetization of waste organic matter by FT-IR spectrosco-
py—application in waste science. 4ppl. Spectrose. 2002, 56, 1170-1175.

J. Agric. Food Chem., Vol. 57, No. 20, 2009 9623

{52) Ait Baddi, G.; Hafidi, M.; Cegarra, J.; Alburquerque, J. A
Gonzalvez, J.; Gilard, V.; Revel, J.-C. Characterization of fulvic
acids by clemental and spectroscopic (FTIR and *C-NMR) analyses
during composting of olive mill wastes plus straw. Bioresour.
Techrol. 2004, 93,217-323.

(53) Bower, D. L; Maddams, W.F. Vibrational Speciroscopy of Polymers,
Cambzidge University Press: Cambridge, UK., 1989,

(54) Haberhauer, G.; Rafferty, B.; Strebl, F.; Gerzabek, M. H. Compar-
ison of the composition of forest soil litter derived from three
different sites at various decompositional stages using FTIR spec-
troscopy. Geederma 1998, 83, 331-342.

{55) Koivala, N.; Hanminen, K. Concentrations of monosaccharides in
humic substances in the early stages of humification. Chemosphere
2001, 44, 271-279.

(56) Hsu, J. H.; Lo, 8. L. Chemical and spectroscopic analysis of
inorganic matter transformations during composting of pig manure.
Enviror. Polfur. 1999, 1(4, 139-196.

Received September 16, 2008. Revised manuscript received September
15, 2009. Accepted September 16, 2009. This work has been supported
by graunts from the Ministerio de Educacion y Ciencia of Spain and has
been financed by the CICYT (AGL2002-00296) Project, from the
Generalitat Valenciana (GVPRE/2008/208) Project, and from the
University of Alicante (GRJI3508) and (UAUSTIB7-02) Projects.

GIAAMA
92 ®



4. Resumen de
Resultados,
Discusiones y

Conclusiones




Viabilidad del uso del NIR y otras técnicas en la 4. Resumen de resultados, discusion y
evaluacidn de residuos organicos conclusiones
Luis Nazario Gdlvez Sola

4. Resumen de Resultados, Discusiones y Conclusiones

EFFECTIVENESS OF NEAR INFRARED REFLECTANCE SPECTROSCOPY IN THE QUICK
EVALUATION OF NITROGEN CONTENT IN SEWAGE SLUDGE

EFECTIVIDAD DE LA ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CERCANO (NIRS) PARA LA
EVALUACION RAPIDA DEL CONTENIDO EN NITROGENO EN LODOS DE DEPURADORA

Galvez-Sola, L. y col. Communications in Soil Science and Plant Analysis (2009)
40: 726-735

El objetivo de este estudio es comprobar la efectividad de la espectroscopia NIRS
en la evaluacion rapida del contenido en nitrégeno en lodos de depuradora y optimizar el

modelo de calibracién y la transformacion de la seiial para este fin.

Para ello, se analizaron trescientas treinta y tres muestras de lodos procedentes
de 80 depuradoras de la provincia de Alicante, recogidas entre los afios 2001 y 2006. Se
analizd el nitrogeno total (NT) mediante combustién seca, empleando un analizador
elemental C/N, y el nitrogeno total Kjeldahl (NTK) por dicho método. En cuanto al analisis
NIRS, se realizé6 en el rango espectral de 1100 a 2500 nm, registrando el valor de
absorbancia cada 2 nm. Cada muestra se escaned tres veces, promediando dichos
espectros en uno, el cual fue usado para calibracion y validacion. Se probaron tres
modelos de calibracion distintos, el MLR (multiple linear regression), PLSR (partial least
square regression) y PCR (principal components regression). Ademas, la sefial obtenida
fue transformada para cada modelo de calibracidon, usando la absorbancia, Ia
normalizacién de la sefial y la primera derivada de ésta. Para evaluar las calibraciones
obtenidas se estudiaron los pardmetros estadisticos resultantes, tales como el coeficiente
de correlacion multiple (R) y el error estandar de estimacion (SEE). Para evaluar la
validacién se usé el RMSEP (root mean square error of prediction). Por otra parte, se llevd

a cabo un proceso de deteccion de muestras outlier durante la calibracién.
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Caracterizacion del nitrégeno

El contenido de nitrégeno total Kjeldahl (NTK) varié ampliamente en las muestras
de lodo analizadas. No obstante, los valores mds bajos fueron superiores a los valores
obtenidos por Moreno-Caselles y col. (2002), entre 1,6 y 2,2 g N/kg en peso seco en
estiércoles habitualmente empleados como enmiendas organicas procedentes del area
de estudio. El nitrégeno total Kjeldahl fue similar al contenido en nitréogeno total (NT)
determinado por combustidn seca. El tipo de sistema de depuracion afectd al contenido
en nitrogeno de los lodos de depuradora, probablemente no sélo por el tratamiento, sino
también por el agua de entrada a la planta, siendo los lodos procedentes de tratamientos

con biocilindros y biodiscos los que presentaron los contenidos en N mds bajos.

Resultados de las calibraciones NIRS

Se obtuvieron muy buenos resultados en los procesos de calibracidn, tanto para
NT como para NTK. La mejor opcidn para estimar el NT, teniendo en cuenta dentro de Ia
calibracion los espectros outliers, fue la de tipo MLR usando los espectros de la
absorbancia. Esta calibracion tuvo el R mas alto y el mas bajo SEE de todas las
calibraciones para NT con los espectros outliers (R=0,96, SEE=0,42%). Ademds, todas las
calibraciones sin outliers hechas para NT también mostraron buenos resultados. La
reduccion del error de estimacion (SEE=0,34%) destaca como el aspecto mds importante
que se consiguié al eliminar estos espectros. No obstante, todas las calibraciones
reflejaron buenos resultados. Los resultados obtenidos para el NTK fueron similares. La
mejor opcion fue la calibracién MLR usando la absorbancia (R=0,95, SEE=0,51%), teniendo
en cuenta la calibracion con todo el conjunto de muestras. Después de la eliminacion de
los espectros outliers, la calibracion mejoré, reduciendo el SEE al 0,43%, produciéndose
de este modo la mejor calibracion para este pardmetro. Los otros modelos de calibracion

fueron también validos. En otros estudios similares, Fujiwara y Murakami (2007) usaron la
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segunda derivada como transformacién de sefial y la calibracion MLR para la estimacién

de nitrégeno total y otras formas de nitrégeno en compost a base de gallinaza.

Comparando los tres métodos de calibracion (MLR, PLSR y PCR), las calibraciones
bajo el modelo MLR mostraron mejores resultados, ya que dieron lugar a los mayores Ry
menores SEE. Ademads, en general, con el empleo de la absorbancia o la normalizacién
como transformacién de sefal, se obtuvieron también mejores resultados en este
estudio. En cada calibracidon, el nimero de espectros outliers estuvieron entre 25 y 30.
Alrededor de 15 de ellos aparecieron en todas las calibraciones, perteneciendo estos
espectros a muestras de lodos de todos los tipos de tratamiento biolégico. Otros 10
espectros fueron clasificados como outliers dependiendo del modelo de calibracién vy la

transformacién de la senal.

Resultados de la validacion NIRS

Una vez obtenidas las diferentes calibraciones, se llevd a cabo un test de
validaciéon del método con 50 muestras de lodo de depuradora no usadas en las
calibraciones. Estas nuevas muestras sirvieron para llevar a cabo una primera prediccion
con muestras diferentes a las del conjunto de calibracidn. EIl RMSEP se usd para estimar el
error en esta prediccion. Para el NT, las calibraciones obtenidas usando el modelo MLR
con la absorbancia como sefial (con y sin outliers), consideradas como las que mejores
resultados daban como se ha comentado anteriormente, mostraron también los mas
bajos RMSEP. Sin embargo, este comportamiento no fue observado en las calibraciones
para el NTK, porque las mejores calibraciones no mostraron los mas bajos RMSEP. El
RMSEP mas bajo se obtuvo con el modelo de calibracién PLSR siendo la absorbancia la
sefal utilizada, considerando o no los espectros outliers. En general, los RMSEP obtenidos

de las calibraciones con outliers fueron mas bajos que los conseguidos en las calibraciones
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sin ellos, a pesar de la mayor precision (mayor R) y menores errores de estimacién de las

calibraciones sin outliers.
Conclusiones

A modo de conclusién, los resultados sefalan que la técnica NIRS puede ser usada
para estimar el contenido de NT en muestras de lodos de depuradora con gran precision,
aportando un andlisis de prediccion rapido, con bajos errores de estimacién. La mejor
opcion para esta estimacion fue obtenida usando el modelo de calibracion por regresion
lineal multiple (MLR), utilizando la absorbancia como sefial y eliminando los espectros

outliers del conjunto de calibracién.
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THE POTENTIAL OF NEAR INFRARED REFLECTANCE SPECTROSCOPY (NIRS) FOR THE
ESTIMATION OF AGROINDUSTRIAL COMPOST QUALITY

EL POTENCIAL DE LA ESPECTROSCOPIA DE REFLECTANCIA EN EL INFRARROJO CERCANO
PARA LA ESTIMACION DE LA CALIDAD EN COMPOST AGROINDUSTRIAL

Galvez-Sola, L. y col. Science of the Total Environment (2010)
408: 1414-1421

El objetivo de este estudio fue evaluar la viabilidad de la espectroscopia en el
infrarrojo cercano para analizar determinados pardmetros asociados al proceso de
compostaje (pH, conductividad eléctrica, contenido en materia organica total y carbono
organico total y la relacion C/N) y el contenido en macronutrientes (N, P y K) y elementos
potencialmente téxicos (Fe, Cu, Mn y Zn), parametros deben de declararse o que su valor
esta limitado por la legislacidon para composts. De este modo, se obtuvieron calibraciones
de estos parametros en muestras de composts elaborados con mezclas de residuos

agroindustriales y residuos agricolas, urbanos o ganaderos.

Para ello, se escanearon 305 muestras analizdndose previamente todos los
pardmetros anteriores por técnicas clasicas estandarizadas. Estas muestras se tomaron de
20 composts distintos, 12 de ellos realizados a pequefia escala en composteras
comerciales, con aireacién pasiva y por volteos, y el resto mediante el sistema de
compostaje Rutgers de pila estatica, con ventilacién forzada y control de temperatura, a

escala semi-industrial.
Los andlisis realizados con NIRS se llevaron a cabo en el rango espectral
comprendido entre los 12000 y los 3800 cm™, registrandose la absorbancia cada 8 cm™.

Cada muestra se escaned tres veces, promediando dichos espectros en uno, que fue el
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gue se uso6 para la calibracién y validacién. Con el fin de obtener los mejores resultados,
las calibraciones se realizaron usando los parametros analiticos y los espectros, pre-
tratados previamente mediante diversos métodos, entre ellos, la normalizacién vectorial,
primera y segunda derivada, correccion de dispersion multiplicativa, sustraccion de linea
recta o varios de ellos a la vez. El modelo de regresion usado fue el de minimos cuadrados
parciales (PLSR). Por otro lado, también se estudiaron los diversos parametros
estadisticos, entre los que se encuentran el R? (coeficiente de determinacion), el RMSEE
(Root Mean Square Error of Estimation), el RMSECV (Root Mean Square Error of Cross
Validation), el RPD (desviacion tipica/error estandar de prediccidn), etc. Estos parametros
estadisticos se obtuvieron mediante el software OPUS 6.0 para clasificar la calidad vy
validez de las calibraciones obtenidas, comparando los resultados de este trabajo con los

de otros autores.

Calibraciones NIRS para parametros asociados al proceso de compostaje.

Los resultados obtenidos en la calibracién del pH fueron muy buenos, con R*=0,90
y RMSEE= 0,209, al igual que se obtuvo una buena validacidn, ya que el RMSECV fue bajo.
No obstante, se obtuvo una calibracién mejor para la conductividad eléctrica, con R?=0,92
y errores medios de calibracién y validacién aceptables. A pesar de ello, los parametros
asociados al proceso de compostaje que obtuvieron las mejores calibraciones fueron para
el contenido en materia orgénica total y carbono orgénico total, con R*=0,95 para ambos
y bajos errores de estimacién. Las validaciones para estos pardmetros fueron también
muy buenas, ya que sus valores de RMSECV fueron bajos. En cuanto a la relacion C/N,
tuvo un R®> mas bajo que los anteriores parametros pero bueno igualmente, aunque los

errores de calibracion y validacion fueron bastante bajos.

Durante el proceso de calibracion, el pre-tratamiento mas utilizado fue la primera

derivada de la sefial. En cuanto a la zona del espectro que mas se ha utilizado para la
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prediccion de estos parametros, comentar que ha sido muy similar en los distintos

parametros, principalmente el rango 7502-4247 cm™.

Calibraciones NIRS para macronutrientes y elementos potencialmente téxicos.

En lo concerniente al nitrégeno total, la calibracidon que se obtuvo fue buena, con
mejores errores de estimacion y de validacion de lo que a priori el R?=0,85 podria indicar.
En cuanto a las calibraciones del fdsforo y potasio ocurrié algo similar, con R’=0,89 y
R?=0,83, respectivamente. Las calibraciones observadas para elementos potencialmente
toxicos resultaron muy buenas, sobre todo para hierro y manganeso, con R*20,90. Los
errores RMSEE y RMSECV fueron aceptables, sobre todo si tenemos en cuenta la
dificultad de esta técnica para obtener buenos resultados respecto a la estimacion de
metales (normalmente es dificil obtener buenos resultados). El pre-tratamiento mas
utilizado fue la normalizacidn vectorial y el rango espectral que mas se considerd para
estas calibraciones fue el mismo que en las anteriores, relacionadas con los parametros

asociados al proceso de compostaje.

Aunque los resultados que se obtuvieron en este estudio fueron muy buenos, aun
podrian mejorarse. Como consecuencia de la amplia diversidad existente en los
ingredientes utilizados para la elaboracién de las pilas de compostaje, la obtencién de
buenas correlaciones fue mas dificil que en el caso de usar solamente un solo tipo de
compost, es decir, con los mismos ingredientes, tal y como han hecho otros autores. Este
hecho se observo en el alto nimero de factores (nUmero de componentes principales) de
cada calibracidn, situacion que fue debida principalmente a que no se disponia de un
numero suficiente de muestras de un solo tipo de compost para llevar a cabo las
calibraciones con un amplio conjunto de muestras. A pesar de ello, las calibraciones
obtenidas pudieron considerarse como buenas para estimar diversos parametros o

propiedades en los composts agroindustriales estudiados.
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Conclusiones

Como conclusion a este trabajo se puede comentar que la espectroscopia en el
infrarrojo cercano puede llegar a ser una herramienta muy util para cuantificar diversos
parametros en composts elaborados mayoritariamente con ingredientes de origen
agroindustrial, usando modelos de regresién por minimos cuadrados parciales (PLSR), con
coeficientes de determinacion superiores a 0,90 para pH, conductividad eléctrica, materia
organica total, carbono orgdnico total, hierro y manganeso. Ademas, el uso de pre-
tratamientos de la sefial durante el proceso de calibracion hace mas eficiente esta
técnica. De este modo, la técnica NIRS puede ser un método potencialmente bueno para
estimar diversos parametros contemplados en la normativa para composts en muestras
de composts agroindustriales, incluyendo algunos relacionados con el proceso de
compostaje, macronutrientes y elementos potencialmente téxicos. Este es un aspecto
muy interesante para las plantas de compostaje, ya que la técnica NIRS puede constituir
una alternativa econdmica y ambientalmente respetuosa para monitorizar el proceso de

compostaje y caracterizar el producto final de forma rapida y eficiente.
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ESTIMATION OF PHOSPHORUS CONTENT AND DYNAMICS DURING COMPOSTING: USE
OF NEAR INFRARED SPECTROSCOPY

ESTIMACION DEL CONTENIDO EN FOSFORO Y SU DINAMICA DURANTE EL COMPOSTAJE:
USO DE LA ESPECTROSCOPIA EN EL INFRARROJO CERCANO.

Galvez-Sola, L. y col. / Chemosphere (2010)
78: 13-21

El objetivo de este estudio fue establecer la efectividad y precision de la
espectroscopia en el infrarrojo cercano para la evaluacion del contenido en fésforo total y
sus diferentes formas durante el proceso de compostaje de residuos procedentes de las
industrias vinicola y alcoholera. Con este fin, se desarrollé6 un modelo matematico a
través de la regresion de sefial penalizada, apoydandose también en la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN) en disolucion de *'P, junto con los espectros

obtenidos con el NIRS.

Se usaron 204 muestras de cuatro pilas diferentes de compost elaboradas con
diferentes residuos, pero conteniendo en todas las pilas residuos procedentes de las

industrias vinicola y alcoholera:

Pila 1: raspdn + orujo de uva + orujo de uva desalcoholizado + lodo de depuradora +
vinaza.

Pila 2: raspdn + orujo de uva + orujo de uva desalcoholizado + lodo de depuradora.

Pila 3: orujo de uva desalcoholizado + estiércol de vaca.

Pila 4: orujo de uva desalcoholizado + gallinaza.
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Todas las pilas se compostaron mediante el sistema de compostaje Rutgers, de pila

estatica, con aireacién forzada y control de la temperatura.

El analisis del fosforo total se realizd por colorimetria, después de la digestion
nitrico-percldrica de las muestras de composts. Las distintas formas en las que el fésforo
se presenta (pirofosfato, monoésteres y diésteres ortofosfato, fosfolipidos y ortofosfato)
se determinaron mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear en disolucién
de *'P, después de la extraccién correspondiente mediante una disolucién NaOH-EDTA. La
radiacion de radiofrecuencia empleada fue de 121,5 MHz, la cual se irradié en impulsos
de 6,5 us. La sefial registrada se expresé en ppm de frecuencia relativa a un patrén
externo de HsPO, (85%). Cada muestra se analizé por triplicado y el error del método de
RMN fue menor del 5%. Por otra parte, el analisis NIRS se realizé en el rango de nimero
de onda 12000 a 3800 cm™, midiendo la absorbancia cada 8 cm™. Cada muestra fue
escaneada un total de 3 veces, siendo promediados estos 3 espectros en uno Unico para
cada muestra. Dos tercios de las muestras se usaron para el proceso de calibracion y el
tercio restante para la validacién del proceso. Una vez obtenidos los espectros se llevo a
cabo el procedimiento matematico de regresion de sefal penalizada para establecer un
modelo de prediccidn del contenido en fésforo total y sus diferentes formas, mediante los
datos de absorbancia medida de los espectros NIRS y el contenido en fésforo que se
obtuvo de los andlisis de laboratorio. También se tuvo en cuenta el tiempo de
compostaje, dividiéndolo en 4 periodos de tiempo ante la imposibilidad de hacer un

analisis diario.

Contenido en fosforo total y sus formas seguin la >'P RMN.

El contenido en fésforo, asi como su dinamica, dependen de la composicion inicial
de la pila y de la degradacién bidtica de la materia organica. El uso de lodos de

depuradora o estiércoles pueden incrementar significativamente las cantidades de
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fésforo en pilas con otros residuos deficitarios en este elemento. Los analisis realizados
mostraron un incremento importante en el P total a lo largo del proceso de compostaje.
El compost que contenia gallinaza en su composicidn alcanzé los valores mas altos de este
elemento. En cuanto a las formas de fésforo estudiadas mediante RMN, los monoésteres
ortofosfato aparecieron en la zona de 4 y 6 ppm, con mayores sefiales en 5,89, 5,19, 4,93,
5,86, 4,41, 4,45 y 4,14 ppm. Las seiiales que indican la presencia de ortofosfato
inorganico aparecieron en torno a las 6,08 ppm v la sefial del pirofosfato a -4,46 ppm. La
sefial referente a fosfolipidos proveniente de microorganismos aparecié a 1,7 ppm,
siendo esta forma de fdésforo infraestimada en la mayoria de los extractos, como
consecuencia de que su sefial aparecié en la zona donde se encontraban las sefiales mas
altas correspondientes a la regién de los monoésteres ortofosfato. En cuanto a la
dindmica del P durante el compostaje, las formas inorganicas fueron predominantes en el
compost maduro. Por otro lado, sélo en los composts que contenian lodo de depuradora
(pilas 1 y 2) la proporcion de pirofosfato fue significativa en relacién con el contenido
total de fdésforo inorganico al principio del compostaje. Sin embargo, esta forma de
fosforo representd menos del 1% del fosforo total en el compost maduro. Por otra parte,
se observd una transformacion neta del P orgdnico a inorganico durante el proceso de
compostaje. Este hecho fue notable en las primeras etapas del periodo termofilico,
durante las primeras 2-3 semanas, especialmente en los composts con lodo de
depuradora (pilas 1y 2) y gallinaza (pila 4). Ademas, la relacién P organico / P inorganico
disminuyé a lo largo del compostaje, siendo esta reduccién desde valores de 9,4, 0,78 y
1,4 a 0,09, 0,18 y 0,25 para las pilas 2, 3 y 4, respectivamente. En cuanto a las formas
organicas de fésforo, los contenidos en monoésteres ortofosfato fueron mayores que el
de diésteres ortofosfato y el de fosfolipidos, siendo estos ultimos los mas labiles, y por
tanto, los que aparecieron en menor concentracién en la mayoria de los composts. Sin
embargo, los diésteres ortofosfato representaron alrededor del 3% del fésforo organico

total en los composts maduros elaborados con estiércol.
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En este experimento, la caracteristica mds importante fue el incremento del
ortofosfato inorgdnico proveniente de las formas organicas de fésforo durante el

compostaje, incrementandose el contenido de éste del 80% al 91,5% del fésforo total.

Modelo matematico para el contenido en fésforo.

Para ajustar el modelo propuesto, se usaron 136 muestras (66.6%) para la
estimacion y 68 muestras (33.3%) para la validacién predictiva. La estimacién tuvo en
cuenta el tiempo (dias) de compostaje. En los datos obtenidos del ajuste del modelo
matematico a los valores experimentales de fdosforo se pudo observar que el uso del
modelo estadistico penalizado podria emplearse como la mejor via para estimar el
contenido en fdsforo usando la sefial del NIRS, debido a la alta significancia obtenida en
todos los puntos referidos al tiempo, porque esta herramienta puede incorporar la
variacion de la contribucién de cada rango de nimeros de onda durante el proceso de
compostaje. Los resultados de la estimacién del contenido en fésforo total fueron
notablemente mejores que otros aportados por diversos autores, teniendo el coeficiente

de correlacion el valor de 0,9937.

Modelo matematico para las diversas formas de fésforo.

Los coeficientes de correlacidn para la estimacién de las formas de fésforo
estudiadas fueron siempre iguales o superiores a 0,99, lo que indica que el modelo
matematico propuesto es muy eficaz en dicha prediccién. Ademas, se observaron claras
diferencias en la significancia de los rangos de numeros de onda para las diferentes
formas de fésforo en cada periodo de tiempo, apoyando la modelizacién individualizada.
Si se comparan los coeficientes de correlacidén y errores en la estimacién del modelo PLSR
(partial least square regression), cominmente usado a la hora de establecer calibraciones

con el NIRS, y el modelo matematico propuesto con regresidn de sefal penalizada, éste
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ultimo obtuvo mejores resultados, sobre todo en las estimaciones de las diferentes

formas en las que el fésforo se presentd durante el compostaje.

En la mayoria de experimentos, la evolucién en el tiempo no se tiene en cuenta a
la hora de realizar estimaciones usando el NIRS. Pero en este estudio, gracias a la
regresion de sefial penalizada, tanto la estimacién del fésforo total como su evolucion
durante el proceso de compostaje han sido descritas perfectamente. Debido a la
heterogeneidad de los residuos utilizados en compostaje, la estimacién propuesta puede
contribuir a un mejor entendimiento de la dinamica del fosforo durante el compostaje, y
por tanto, mejorar la gestion de la fertilizacién fosférica, teniendo en cuenta la fraccion
de P disponible cuando los composts son adicionados al suelo. Ademas, la monitorizacion
de la transformacion del fésforo organico en ortofosfato durante el compostaje puede ser

un parametro de calidad del proceso biético.
Conclusiones

La combinacion propuesta entre la espectroscopia en el infrarrojo cercano y la
regresion de sefal penalizada para estimar el contenido total de fosforo y sus cambios
durante el compostaje, es una prometedora y sencilla herramienta para mejorar la
gestiéon del fésforo con propdsitos agricolas, especialmente en plantas de compostaje
industriales, con el fin de conocer la fraccion disponible de fdésforo en materiales
orgdnicos. La especiacién del fésforo usando la extraccion estandarizada con NaOH-EDTA
y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear en disolucién de >'P, incrementan
significativamente las capacidades de prediccién del conjunto NIR-regresién de sefial

penalizada.
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STUDY OF THE EVOLUTION OF ORGANIC MATTER DURING COMPOSTING OF WINERY
AND DISTILLERY RESIDUES BY CLASSICAL AND CHEMOMETRIC ANALYSIS

ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA MATERIA ORGANICA DURANTE EL COMPOSTAJE DE
RESIDUOS DE LAS INDUSTRIAS VINICOLA Y ALCOHOLERA MEDIANTE ANALISIS CLASICOS
Y QUIMIOMETRICOS

Martinez-Sabater, E. y col. / Journal of Agricultural and Food Chemistry (2009)
57:9613-9623

El objetivo de este estudio fue evaluar los cambios que se producen en la materia
orgdnica de residuos vinicolas y de destilerias durante el proceso de compostaje,
empleando para ello técnicas clasicas y diferentes herramientas quimiométricas aplicadas
a la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de sélidos de B¢ (RMN*C) y ala

espectroscopia de absorcion en el infrarrojo (FT-IR).

Para llevar a cabo este estudio, se emplearon muestras tomadas a lo largo del

proceso de compostaje de tres pilas elaboradas con los siguientes residuos:

Pila 1: raspdn de uva + orujo de uva + orujo de uva desalcoholizado + lodo de
depuradora.
Pila 2: orujo de uva desalcoholizado + estiércol de vaca.

Pila 3: orujo de uva desalcoholizado + gallinaza.

Estas pilas se compostaron en una planta piloto, empleando el sistema de

compostaje de pila estatica Rutgers, con ventilacion forzada y control de temperatura.
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Los analisis con el equipo de resonancia magnética nuclear de sélidos de C se
realizaron irradiando la muestra con una radiacion de radiofrecuencia de 125,75 MHz. Se
realizd la técnica de transferencia de polarizacion al C mediante giro al dngulo magico
(CPMAS) para medir de forma éptima la sefial de *3C, irradiando la muestra con radiacién
de radiofrecuencias durante 1 ms y dejando un tiempo de relajacion de 1,5 s. Los
espectros de desacoplamiento bipolar se generaron con un tiempo de relajacion de
desacople de 45 us entre la polarizacion cruzada y la adquisicién de datos. Los espectros
se dividieron en siete regiones, en las cuales se midieron las dreas de las sefales: grupos
carbonilo (210-165 ppm), O-aromatico (165-145 ppm), carbono aromatico (145-110
ppm), di-O-alquilo (110-95 ppm), O-alkilo (95-60 ppm), N-alquilo/metoxilo (60-45 ppm) y
carbono alifatico (45-10 ppm). La glicina se empled como patrén estandar externo y el
porcentaje de sefial de RMN *C observada fue de 60-66% para la técnica de CPMAS.

Todas las muestras se analizaron por duplicado.

Los analisis con el espectrometro de absorcidn en el infrarrojo se realizaron en la
region espectral comprendida entre 400 y 4000 cm™, con medida de la absorbancia cada
4 cm™. Ademas, se han utilizado diferentes herramientas quimiométricas tales como PLS
(partial least square), iPLS (interval partial least square), biPLS (backward interval partial
least square) y GA (genetic algorithm), con diferentes métodos de pre-procesamiento,
con el fin de encontrar la regidn espectral en el infrarrojo mds relevante relacionada con

el proceso de compostaje.
Resultados

Los resultados obtenidos mediante RMN de sélidos indican un aumento de
proteinas y de estructuras alifaticas conforme avanza el proceso de compostaje en las

tres pilas. El enriquecimiento microbiano que tiene lugar conforme avanza el proceso

podria ser la causa del aumento del material proteico, mientras que la acumulacién de los
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compuestos alifaticos podria deberse a un efecto de concentracién por una degradacién
preferencial de los azlcares. La degradacion de los carbohidratos se produce por la rotura
de los enlaces C-O. Ademas, la resonancia magnética nuclear demuestra que la pila 1 ha

alcanzado un buen grado de estabilizacidn, no detectable a priori con otras técnicas.

Con la técnica FT-IR, el proceso de compostaje se puede seguir basandonos en los
cambios de la intensidad relativa de bandas tipicas de determinados componentes.
También se puede evaluar el grado de degradacidn y, por tanto, determinar su madurez.
De este modo, se emplearon siete bandas para calcular las absorbancias relativas: 2927,
2854, 1640, 1548, 1420, 1384, 1037 y 875 cm™. El estudio de las absorbancias relativas en
cada una de las bandas de absorbancia reflejé el proceso de descomposicién ocurrido. Se
observé una disminucién en la intensidad relativa de la banda a 1037 cm™, caracteristica
de los carbohidratos, a lo largo del proceso de compostaje. Se observé también un
aumento de la intensidad relativa de la banda a 1548 cm™, que puede estar relacionado
con el aumento en el contenido de proteinas durante el proceso por el enriquecimiento
microbiano. La intensidad relativa de la banda correspondiente a nitratos, a 1384 cm™?,
aumenté al principio del proceso y después disminuyd, probablemente porque el

nitrégeno fue utilizado por los microorganismos presentes en la pila de compostaje.

Con el objetivo de localizar la region o regiones espectrales que muestran una
correlacién con el tiempo de compostaje, se llevd a cabo un estudio quimiométrico de los
datos espectrales, diferenciando 4 conjuntos de muestras distintos. El modelo bi-PLS
aplicado a los datos de RMN para la pila 2 mostré que las regiones que mas estaban
relacionadas con el tiempo de compostaje eran la regién del carbono alifatico, la de los
grupos di-O-alquilo y la region O-aromatica. En la pila 3 fueron la region del carbono
alifatico, la de los grupos N-alquilo/metoxilo y la region correspondiente a los grupos
carbonilo. Efectivamente, este tipo de compuestos juegan un papel importante en el

proceso de compostaje. El modelo i-PLS se aplicé a los datos de los espectros de IR y los
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resultados mostraron que, para la pila 2, la regién que mas se correlaciond con el tiempo
de compostaje fue la correspondiente al intervalo 1432,9-1569,8 cm™, estando en esta
region los componentes correspondientes a los componentes de la lignina lignina y los
enlaces C=C aromatico. En el caso de la pila 3, la region mas correlacionada con el tiempo
fue la del intervalo 2805,9-2973,3 cm?, correspondiendo esta regién a los
componentes/grupos alifaticos. Aplicando algoritmos genéticos (GA-PLS) a estas regiones
es posible especificar mas aun el/los intervalos que estan mas correlacionados con el
tiempo de compostaje. Aplicando este método a los datos de los espectros FT-IR
correspondientes a la pila 2, se obtuvo un RMSECV de 3,72% (seleccionando 3 regiones y
7 componentes). Para la pila 3, el RMSECV fue de 4,80% (seleccionando 5 regiones y 13
componentes). Usando estas herramientas quimiométricas, se vio ademds que la
informacién que contienen los espectros no siempre corresponden a los picos mas altos,

como suele ser la estrategia usual.
Conclusiones

La utilizacién de las técnicas espectroscépicas RMN *C y FT-IR permitié seguir y
evaluar la evolucién de la materia organica durante el proceso de compostaje de los
residuos de la industria vinicola y de destilerias. En general, los resultados obtenidos en el
estudio de estas pilas indicaron una degradacion preferencial de los carbohidratos y una
acumulacién de material alifatico (probablemente por el efecto concentracidn en las pilas
de compostaje) conforme iba avanzando el proceso de compostaje. Ademas, la utilizacidn
de técnicas quimiométricas permitié obtener informacion cuantitativa éptima a partir de
los datos espectroscdpicos. Mediante iPLS se eliminaron los intervalos espectrales que no
contenian informacion y de esta forma el algoritmo genético (GA) pudo trabajar con un
numero significativamente mas bajo de variables. Esta estrategia permitio seleccionar un

intervalo pequefio de longitud de onda en los espectros FT-IR con una alta correlacion con
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el proceso de compostaje, determinandose asi cuando era estable la materia orgdnica en

una pila durante el proceso de compostaje.
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