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Resumen:

El desarrollo global y el creciente requerimiento en produccion han llevado a la sociedad actual a
demandar nuevos modelos de gestion de recursos que permitan reutilizar materiales dentro del sistema.
La aplicacién de estos modelos de economia circular al sector agricola consiste en la recirculacion de los
nutrientes de los subproductos y desechos de la actividad agricola y la industria agroalimentaria de vuelta
a los suelos de cultivo. El tamafio e importancia del sector oleicola espafol conllevan la necesidad de
ajustar estos modelos de economia circular a sus actividades, empezando por la gestion de sus residuos
de mayor impacto y problematica. En concreto, el alpechin supone un problema de gestién y, desde hace
décadas, el método de gestidon mas cominmente usado ha sido su almacenaje en balsas de secado, el
cual se ha mostrado como un método de gestion ineficaz, ya que no consigue reducir el volumen del
residuo y ademas, estas balsas suponen un potencial foco de contaminacidn ambiental. Aunque con los
afios se han planteado diversas estrategias de gestidn para este material, la heterogeneidad, produccion
descentralizada y recalcitrancia de sus compuestos han llevado a la propuesta de técnicas de bajo coste y
aplicacién sencilla como el compostaje. A causa de la naturaleza fitotdxica y antimicrobiana de los
alpechines, debida principalmente a su alto contenido en compuestos fendlicos, los sistemas de
compostaje han de adaptarse a este reto para poder acondicionar el residuo y hacer un uso
agrondmicamente sostenible del mismo. Un método de tratamiento optimizado y ambientalmente
seguro permitiria aprovechar el alpechin como una fuente de nutrientes, en especial potasio y materia
organica para la restauracion de suelos. De esta forma, se han planteado técnicas avanzadas como la
bioaumentaciéon de las pilas con microorganismos resistentes a los compuestos antimicrobianos del
alpechin y capaces de degradar las sustancias mas recalcitrantes.

En este contexto, se plantea el objetivo principal de esta tesis, que ha sido el desarrollo y validacion de
procesos biotecnoldgicos basados en compostaje avanzado para la gestion y el tratamiento de alpechin
de balsas abandonadas, teniendo en cuenta el valor agronémico del producto y tratando de mitigar el
impacto ambiental de los gases de efecto invernadero (GEl) producidos, utilizando diversos enfoques en
la optimizacién del proceso como son la aplicacién de aditivos como el Biochar, el uso de técnicas de
manejo alternativas y el uso de consorcios microbianos.

Para llevarlo a cabo, se realizdé un ensayo de compostaje en pilas con un 50% en peso fresco de alpechin
mezclado con distintas fuentes de nitrégeno y carbono. A su vez, dichas pilas se aditivaron con Biochar y
aditivos Bio-minerales y aplicd un sistema de cubiertas geotextiles con el objetivo de mitigar las emisiones
de GEI. El alpechin causé problemas al inicio del proceso de compostaje, ya que las pilas tardaron en
aumentar de temperatura, pero el compost resultante tuvo menor contenido en compuestos fitotdxicos
de los que se observaban en el material original. Aun asi, no se mitigaron todos los problemas del material.

Se llevé a cabo un segundo ensayo de compostaje, con dos concentraciones distintas de alpechin, 30% y



50%, y utilizando las fuentes de nitrégeno y carbono mas efectivas del primer ensayo, estiércol vacuno y
poda de vifia. Estas pilas fueron aditivadas con Biochar, inoculadas con un consorcio microbiano aportado
por la Universidad de Almeria y tratadas con una combinacién de ambas técnicas. El resultado mostré que
los microorganismos causaron el aumento de la nitrificacion y de las temperaturas de las pilas, mientras
que el Biochar redujo las emisiones GEI. Por ultimo, los compost fueron validados en un ensayo de
macetas de lechuga bajo condiciones controladas y se evalud la fitotoxicidad en un ensayo con maiz. Los
compost mostraron validez como enmiendas organicas, no mostraron efectos fitotoxicos y se
comportaron como otros fertilizantes organicos similares. Las caracteristicas del suelo mejoraron,
incrementando el stock de carbono, y el ensayo en maiz mostro efectos fitoestimulantes en proporciones

al 30% en sustrato.



Abstract:

The global development and increasing demands in production have led the modern society to demand
new resource management models that enable the recirculation of materials within the system. The
application of these new circular economy models in the agronomic sector consists in the recirculation of
nutrients from by-products and waste derived from agricultural and agro-industrial activities back into
cultivated soils. The size and relevance of the Spanish olive oil industry require the adaptation of circular
economy models to manage its most environmentally harmful and problematic wastes. Specifically, the
olive mill wastewater sludge (OMW) presents several management problems. For decades, the most
widely used method has been accumulation in drying ponds, which has been proved ineffective, as it is
not able to reduce the waste volume and the ponds themselves are a potential source of environmental
pollution. Although several management strategies have been proposed over the years, the heterogeneity
of the materials, their decentralized production, and the recalcitrancy of their compounds have led to
low-cost, easy-to-apply proposals such as composting. Due to the phytotoxic and antimicrobial nature of
OMW, mainly caused by its high phenolic content, composting systems require adaptation to address this
challenge and be able to treat this waste and make an agronomically sustainable use of it. An optimized
and environmentally safe treatment method may allow the use of OMW as a nutrient source, especially
potassium and organic matter for soil restoration. Accordingly, several advanced techniques have been
proposed, such as the bioaugmentation of composting piles with microorganisms resistant to OMW’s
antimicrobial compounds, which may also be capable of decomposing the most recalcitrant substances.
In this context, the main objective of this thesis is proposed: developing and validating advanced compost-
based biotechnological processes for the management and treatment of OMW from abandoned drying
ponds, considering the agronomic value of the product and trying to mitigate the environmental impact
of greenhouse gases (GHG) emitted, proposing several alternatives to optimize the process, such as the
use of additives like Biochar, different handling techniques, or the use of microbial consortia.

To achieve this goal, a composting experiment was carried out, with piles composed of 50% OMW (fresh
weight) mixed with different sources of nitrogen and carbon. Additionally, Biochar and Bio-mineral
additives were applied to the piles and a system of geotextile covers was used in order to reduce GHG
emissions. OMW caused some issues at the beginning of the composting process, as the piles struggled
to raise their heat, but the resulting compost had a lower content of phytotoxic compounds compared
with the source material. However, not all issues of the source material were mitigated. A second
composting experiment was carried out, using two different concentrations of OMW, 30% and 50%, and
the most effective nitrogen and carbon sources from the first experiment, cattle manure and grapevine
pruning. The piles were treated with a Biochar addition, the inoculation of a microbial consortium from
the University of Almeria, and a combination of both techniques. The results showed that the

microorganisms enhanced nitrification and increased temperature in the piles, and Biochar reduced GHG



emissions. Lastly, the composts were tested in a pot experiment using lettuce under controlled conditions,
and their phytotoxicity was evaluated in a test using maize. The results indicated that the composts can
be used as organic amends, showed no phytotoxic effects, and performed similarly to other organic
fertilizers. Soil characteristics improved, as the composts increased their carbon stock, and the maize test

showed phytostimulant effects when applied in the substrate in proportions below 30%.
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1.1. Economia circular

Durante las ultimas décadas, la sostenibilidad ambiental ha sido una preocupacion social
creciente, demandando nuevos modelos econdmicos mas conscientes de las necesidades
ambientales.

Contraria al concepto de economia lineal, basado en el consumo de recursos, produccion
y desecho del producto usado, nace la economia circular, que toma conceptos como los ciclos
cerrados de suministros, la ecologia industrial, la eficiencia de recursos y la sostenibilidad y los
integra en un sistema holistico (Geisendorf y Pietrulla, 2018). El Parlamento de la Uni6n Europea
define la economia circular como “un modelo de produccién y consumo que implica compartir,
alquilar, reutilizar, reparar, renovar y reciclar materiales y productos existentes todas las veces
que sea posible para crear un valor afiadido, de forma que el ciclo de vida de los productos se
extienda” (Parlamento Europeo, 2023). Mas cercano a una definicion holistica, Geisendorf y
Pietrulla (2018) definen la economia circular como un sistema en el cual el valor de los productos
y los materiales se mantiene, el residuo se evita y los recursos se conservan dentro del sistema
economico cuando el producto llega al final de su ciclo de vida.

A nivel social, la economia circular requiere cambios en la forma de pensar y los sistemas
de organizacién apoyados por cambios educativos y de sensibilidad. Los esfuerzos legislativos
gue se han aplicado han demostrado tener una influencia significativa sobre la adopcién de este

sistema en organizaciones y a nivel econémico (Mies y Gold, 2021).

1.1.1.  Flujos residuales y oportunidades

Los residuos pueden definirse segln su procedencia, ya sean urbanos, si proceden de
actividades diarias propias de las ciudades y pueblos, incluyendo negocios, vivienda y servicios
publicos como gestion de parques y jardines; industriales, en caso de proceder de actividades
industriales varias ya sean quimicos, metales, subproductos o similares; sanitarios, si proceden
de hospitales, clinicas y centros de salud; mineros, si proceden de actividades de extraccion y
procesado de minerales; agricolas, provenientes de actividades del sector agrario y ganadero,
como restos de podas, purines y estiércoles; y restos de la industria de la construccién, como
escombros y otros materiales.

A su vez, estos residuos se pueden clasificar como biodegradables o no biodegradables,
siendo los biodegradables el principal foco de este trabajo.

En un sistema de economia circular, los residuos de un proceso se contemplan como
materias primas para otros sistemas o el mismo. Por ejemplo, la industria farmacéutica obtiene
materiales a partir de los flujos residuales de otras industrias como la quimica o la agroindustrial.
Estos residuos se convierten en recursos mediante sistemas de gestion que permitan mitigar o

eliminar sus caracteristicas mas problematicas, ya causen dificultades para la gestion o impidan
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su uso por cualquier motivo. De este modo, el concepto de subproducto aparece como alternativa
al concepto de residuo, de modo que es un producto de menor valor que se obtiene durante un
proceso industrial que tiene como finalidad otro producto, el principal.

A nivel global, la busqueda de residuos y su recoleccién para su UsoO COmMO recursos
secundarios ha demostrado el potencial para convertirse en un negocio multimillonario. Las
estimaciones ponen la industria del reciclaje global en valores cercanos a los 500 mil millones de
ddlares anuales, con mas puestos de empleo potenciales que cualquier otro sector excluyendo
la agricultura (Gregson y Crang, 2015). Esto demuestra gran potencial econémico a nivel local,
pudiendo convertirse en una fuente muy lucrativa de ingresos que a su vez permita la

optimizacion holistica de los recursos en distintos sectores industriales.

1.1.2.  Normativa europea

La Unién Europea promulga la Directiva 2008/98/CE el 19 de noviembre de 2008 con el
objetivo de crear un marco legislativo para la manipulaciéon de residuos, derogando Directivas
anteriores. La Directiva 2006/12/CE del Parlamento Europeo y del Consejo definié conceptos
clave como “residuos”, “valorizacion” o “eliminacién” y establecio los requisitos para la gestion de
residuos y la obligacion de las entidades y empresas que gestionen residuos a estar registradas,
la obligacion de los Estados a tener un plan de gestidon de residuos, y principios como la
manipulacion de residuos de manera que no cause impacto negativo ambiental o a la salud, la
jerarquia de residuos y la conformidad del principio “quien contamina paga”, que se refiere a que
los costes de la eliminacién de residuos o mitigacion de impacto recaen sobre el poseedor de los
residuos, el anterior poseedor o el primer productor. La Directiva 2008/98/CE, en el articulo 22,
establece que los Estados miembro deberdn adoptar medidas para impulsar la recogida
separada de biorresiduos con vistas al compostaje y la digestion, tratar los biorresiduos de
manera que se alcance alto grado de proteccion del medio ambiente y se utilicen los materiales
ambientalmente seguros que se obtengan a partir de dichos biorresiduos.

En Espafia, la ley 7/2022, de 8 de abril, de residuos y suelos contaminados para una
economia circular tiene como objeto regular el régimen juridico aplicable a la puesta en el
mercado de productos en relacién con el impacto en la gestion de sus residuos, asi como el
régimen juridico de prevencién, produccion y gestion de residuos, incluyendo el establecimiento
de instrumentos econdmicos aplicables en este ambito, y el régimen juridico aplicable a los
suelos contaminados. También tiene por finalidad la prevencién y la reduccién de la generacién
de residuos y de los impactos adversos de su generacion y gestidn, reducciéon del impacto global
del uso de recursos y la mejora de la eficiencia de dicho uso para proteger el medio ambiente, la
salud humana y efectuar la transicion a una economia circular y baja en carbono con modelos
empresariales sostenibles que garanticen el funcionamiento eficiente del mercado interior y la

competitividad de Espafia a largo plazo.
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Bajo este marco legal, la economia circular se desarrolla dentro de las limitaciones y bajo
las exigencias impuestas legalmente, de modo que todas las actuaciones que tengan que ver
con la recirculacion de nutrientes, reutilizacion de materias primas y reaprovechamiento de
recursos necesitan ajustarse a los parametros mencionados.

En el caso del compost, una estrategia de recirculacion de nutrientes para el sector agrario,
el Real Decreto 506/2013 establece limites claros en los materiales compostados que se pueden
comercializar, qué es y qué no es un fertilizante organico, las limitaciones de uso establecidas y

las normas de etiquetado.

1.1.3.  Recuperacion de nutrientes y materia organica

La productividad en la industria agricola ha aumentado a lo largo de los afios mediante el
uso de fertilizantes de procedencia mineral, aumentando la demanda global de nitrégeno, fésforo
y potasio (FAO, 2019). Los nutrientes extraidos de los suelos en los sistemas agricolas se
expresan en forma de productos vegetales, de los cuales un porcentaje no se observa como
produccion directa ya que acaba en las partes no productivas de las plantas. El sistema
agroindustrial utiliza los materiales obtenidos para la produccién de otros bienes de consumo, ya
sean para alimentacion humana o animal, generando una fraccién no aprovechable de forma
inevitable. Asi, pues, la reutilizacion de los nutrientes presentes en estas fracciones no
aprovechables se lleva a cabo mediante distintas formas de fertilizacion organica y estrategias
de valorizacion de residuos que permiten la recirculacion de los nutrientes de vuelta al suelo.

Los fertilizantes organicos han mejorado la sostenibilidad de la agricultura reduciendo el
uso de recursos no renovables (Y. Wang y col., 2018). Estos fertilizantes organicos se producen
a partir de residuos de la industria ganadera, agroalimentaria y agricola y se convierten en
recursos para la industria agricola tras una transformacion que se puede llevar a cabo mediante
diferentes tecnologias. Una de estas tecnologias, el compostaje, permite la recirculacion de
nutrientes tales como nitrégeno, fésforo y potasio al suelo, optimizando el proceso de manera
que se maximicen los nutrientes disponibles, aumentando la materia organica y mejorando la
estructura de los suelos. Son sistemas de bajo coste y que pueden ser aumentados mediante
diversas técnicas como la inoculacién con microorganismos o Vermicompostaje dependiendo de
los requerimientos y caracteristicas de los materiales iniciales. A su vez, son un paso intermedio
que permite la produccién de otros recursos como el té de compost o fertilizantes combinados
de distintas fuentes, dotando al sistema de gran versatilidad. A nivel ambiental, estas tecnologias
reducen el impacto de los cultivos sobre los suelos. A su vez, al minimizar los residuos
biodegradables de los sistemas agroindustriales al tiempo que se restaura la capacidad de
secuestro de carbono de los suelos, disminuye la huella de carbono total del sistema (Diacono y
col., 2019; Hermann y col., 2011; Kutos y col., 2023; Persiani y col., 2021).



Introduccion Miguel Angel Mira Urios

1.1.4.  Agricultura sostenible

Para alcanzar una agricultura sostenible se requiere un equilibrio entre la produccion, la
minimizacion del impacto ambiental. La combinacién de métodos tradicionales de conservacion
junto a tecnologias modernas puede reducir la dependencia de los productores agrarios en
guimicos externos que pueden ser peligrosos, beneficiando al medio y financieramente a los
actores (Reganold y col., 1990).

Debido al necesario aumento de produccion, las técnicas de produccién deben
modernizarse y optimizarse mediante nuevas tecnologias. Para poder alcanzar la sostenibilidad
en el sector agroalimentario es esencial reducir la dependencia en los fertilizantes quimicos. El
uso de sistemas microbioldgicos como biofertilizantes se ha considerado como una alternativa,
ya que se han observado ciertos microorganismos como bacterias, cianobacterias y ciertos
hongos que promueven el desarrollo vegetal de un modo similar a una sustancia fertilizante al
tiempo que ayudan a prevenir la aparicion de diferentes patégenos de plantas (Mahanty y col.,
2016). Las estrategias en las que se utilizan estos microorganismos normalmente incluyen
fijadores de nitrégeno, solubilizadores de fésforo y potasio, rizobacterias que promueven el
crecimiento y hongos ecto y endo micorrizicos; todos ellos organismos que forman parte en los
ecosistemas del suelo. De este modo, los biofertilizantes fomentan la produccién al tiempo que
fomentan un ecosistema saludable (ltelima y col., 2018).

El uso de compost como fertilizante promueve la aparicion de rizobacterias y aporta
beneficios similares a los discutidos previamente en los biofertilizantes mediante mecanismos
que involucran a los mismos tipos de microorganimos, al tiempo que aportan una fertilizacién
organica de NPK (Yuy col., 2019).

La aplicacion directa de microorganismos requiere produccion avanzada y tecnologias de
almacenamiento y aplicacién. Ademas, la aplicacion no muestra resultados rapidos y pueden ser
afectados por patdgenos oportunistas. Por otro lado, la aplicacion de compost puede aportar,
ademas de la presencia de estos microorganismos, mejoras en las caracteristicas fisicas y
quimicas del suelo, asi como facilitar la proliferacion de los microorganismos de los
biofertilizantes gracias a las mejoras en la fertilidad biolégica. Estos efectos dependen en gran
medida del origen del compost, sus materiales y las condiciones del proceso de produccion. A
su vez, también se acarrean otros problemas en la gestion como la necesidad de volumenes
grandes de compost, la produccion de lixiviados o la potencial produccién de amoniaco. Estas
técnicas, combinadas, pueden ayudar a minimizar sus problemas individuales y reciclar los

materiales organicos dentro del propio sistema (Seneviratne y col., 2011).
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1.2. Sector oleicola

El aceite de oliva es un producto agroindustrial clave en muchos paises del Mediterraneo,
suponiendo cerca del 90% de la produccién mundial (Galliou y col., 2018). Como lider en
produccion de aceite de oliva, Espafia alberga 2.827.147 ha de olivares (MAPA, 2024). Su
produccion depende fuertemente de la estacionalidad del cultivo de oliva y su distribucién
territorial esta vinculada a la presencia de almazaras, que suelen ser propiedad de consorcios o
privadas en el caso de las fincas productoras mas grandes.

El sector es el responsable no solo de una de las principales exportaciones de Espafia,
sino también de proveer uno de los ingredientes mas importantes en la dieta mediterranea,
causando que esté fuertemente vinculado a nivel social y politico con la cultura espafiola. En lo
que respecta a la produccion, la mayor parte de la problematica ambiental proviene de los cultivos
y la dificultad de recircular los materiales de vuelta al campo. La recirculacién puede tener
impacto sobre el suelo, el agua y el aire debido a las caracteristicas de los residuos y
subproductos de la industria oleicola. El uso de la maquinaria consume importantes recursos
energéticos y causa severas emisiones. Ademas, los residuos producidos por la industria
oleicola, unidos a su elevado consumo en agua para la extraccion, conllevan una problematica

ambiental significativa (Banias y col., 2017).

1.2.1. Dimension del sector y oportunidades de

economia circular

Espafia lidera a nivel mundial en produccién de aceite de oliva (Figura 1), superficie de
cultivo y comercio exterior, suponiendo el 70% de la produccién de la Unién Europea y el 45%
de la mundial. La mayor region productora es Andalucia, con 1,67 millones de ha, concentradas
fundamentalmente en Jaén (MAPA, 2025a). La produccion del cultivo de olivar se caracteriza por
su cardcter vecero (alternancia entre una campafia de gran produccién y otra de baja
produccién), suponiendo cambios bruscos en la generacién de residuos.

La comercializacion de aceite de oliva espafiol supone en torno al 65% de la
comercializacion mundial, siendo el tercer producto agroalimentario mas exportado del pais,
suponiendo 273.172 toneladas en la campafia 2024/2025 (MAPA, 2025b). Su produccion se
centra principalmente en Andalucia, con un 80% del total nacional, que en el caso de Jaén
supone el 37% del total nacional (Vidal Giménez y col., 2025).

La produccién de aceite de oliva se realiza actualmente mediante sistemas de extraccion
de dos fases, que consisten en un lavado en frio con una posterior molienda y batido, que
continda con una centrifugacion en un decantador de dos fases del cual se extrae alperujo en

una proporcion de aproximadamente el 80% del peso de la materia primay una fraccion de aceite
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que se lava con agua y extrae un 20% del peso de la materia prima en forma de aceite de oliva,
asi como agua de lavado. Sin embargo, hasta 2005 todavia hay registros del uso del obsoleto
sistema de tres fases. En el sistema de tres fases, tras el lavado inicial, la molienda y el batido,
la centrifugacion se realiza en un decantador de tres fases del cual se obtiene orujo (55% del
peso de la materia prima), y la fraccion (til se lava para obtener la fraccion de aceite, produciendo

como residuo adicional el alpechin (Roig y col., 20086).

tonnes
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Figura 1. Produccién de aceituna en toneladas a nivel mundial en 2020 (Cardoni y
Mercado-Blanco, 2023).

1.2.2.  Flujos residuales generados

El volumen de material generado por la industria oleicola depende en gran medida de las
cantidades de aceite que se producen en la almazara anualmente. Ademas, debido a la
estacionalidad de la produccion de aceituna, la cual se denomina “vecera” porque su produccion
varia fuertemente, con afios “buenos” y afios “malos”, el flujo de produccion de los residuos no
es constante, lo que conlleva su almacenamiento entre temporadas (Figura 2).

Dependiendo del sistema de extraccion utilizado, los residuos generados varian. El sistema
de extraccion en tres fases genera tres fracciones al final del proceso: una soélida, el orujo; y dos
liquidas, alpechin y aceite. La extraccion en dos fases genera tan solo dos fases: un residuo
seco, alperujo; y un producto liquido, aceite; ademas de un agua de lavado (Tabla 1). A partir de
los datos del ESYRCE, se estima que la produccién media en Espafia de sélidos en residuos
derivados del aceite de oliva es de 4.004,2 miles de toneladas anuales. Uno de los residuos
generados por cualquiera de los métodos es la hojuela, principalmente durante la fase de

recoleccién y las podas. Se estima que los restos de hojuela durante la cosecha se encuentran
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entre el 25% del peso seco, con estimaciones de recoleccion en Espafia de ~750.000 toneladas
anuales (Manzanares y col., 2017). La composicion de este tipo de residuos se puede dividir a
grandes rasgos entre lignocelulosicos y extractos de hoja de olivo. Estos dltimos se pueden
revalorizar para usos farmacéuticos y alimentarios, mientras que los lignocelulésicos se
gestionan, debido a su gran volumen de produccién, mediante combustion, gasificacion, o
pirdlisis; tratamientos bioquimicos, como el compostaje, la digestion anaerobia o la produccion
de bioetanol; métodos de secado; métodos de extraccion; y otros meétodos que permitan

condensar sus componentes activos en formas de extractos de hoja (Espeso y col., 2021).
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Figura 2. Evolucién de la produccion de oliva para almazara y superficie productiva.
Fuente: elaboracién propia a partir de los datos de la Encuesta Sobre Superficies y
Rendimientos de Cultivos (MAPA, 2024).

La gestion del alpechin se ha realizado tradicionalmente mediante balsas de secado o
mediante métodos ilegales como desecharlos en campos o cerca de rios, lo cual ha supuesto
problemas ambientales severos debido a la fitotoxicidad del residuo y a su alta carga de materia
organica. Debido a que este material, al igual que el alperujo, no puede convertirse facilmente
en un producto utilizable, se han planteado diferentes métodos para su gestion. En el caso del
alperujo, los residuos mas sélidos se pueden utilizar como combustible debido a sus altos valor
calorifico, contenido organico, bajo contenido en azufre y alta densidad. Las estrategias de
peletizacion se plantean para aumentar la densidad, al igual que la carbonizacién hidrotermal.
En cualquiera de los dos materiales, el compostaje aparece como una alternativa de bajo impacto

y que cubre un amplio rango de escenarios posibles (Duman y col., 2020).
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Tabla 1. Flujos aproximados de entrada y salida en procesos de extraccion de aceite
de oliva (Azbar y col., 2004; Caputo y col., 2003).

Proceso Material de Flujo de entrada Salida Flujo de salida
productivo entrada (kg)

Sistema Oliva 1t Aceite ~200
tradicional Agua 0,1-0,12m? Orujo ~400
(Prensado) Agua residual ~600

) Oliva 1t Aceite 200
Sistema detres  Agua ~1m?3 Orujo 500-600
ases

Alpechin 1000 - 1200

Sistema de dos  Oliva 1t Aceite 200
fases Agua 0,1-0,12m? Alperujo 800 - 950

Aunqgue una de las estrategias mayoritarias para la gestién de este tipo de residuos es el
compostaje, algunos residuos como el alpechin conllevan una serie de problemas de gestion,
dificultan el proceso y causan cambios negativos en el material final. Aunque su alta
concentracion en nutrientes (especialmente potasio) plantea potencial como fertilizante, su
contenido salino, su pH y su carga en compuestos fendlicos vy fitotoxicos plantean dificultades
para el compostaje. La consistencia de algunos de los residuos, como el alpechin o el alperujo,
requiere grandes cantidades de estructurante para regular la humedad; mientras que otros
materiales como la hojuela tienen contenidos lignocelulésicos altos que plantean su uso como

estructurante (Arvanitoyannis y Kassaveti, 2007).

1.3.  Alpechines

El alpechin es producto de la extraccién del aceite en las almazaras de tres fases que
presenta grandes problemas de gestion y de impacto ambiental. El alpechin es alto en materia
organica y compuestos fitotoxicos como los compuestos fendlicos tiene un olor intenso y puede
causar un severo impacto sobre el suelo y el agua si no se maneja de forma correcta (Babi¢ y
col., 2019).

Este residuo se ha gestionado tradicionalmente mediante balsas de secado, en las que
permanece durante periodos de afios en los cuales no siempre se alcanza un estado aceptable
del material. Este método supone grandes emisiones de gases de efecto invernadero (GEI)
debido a la duracion del tratamiento y su lenta degradacion (Alkhalidiy col., 2023). De este modo,
los métodos de gestidn tradicionales se muestran insuficientes e insostenibles, mostrando una

demanda por nuevas soluciones innovadoras capaces de gestionar el alpechin.
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1.3.1. Produccion

Los alpechines se producen en las almazaras de sistema de tres fases que, a diferencia
de los sistemas de dos fases, producen un aceite de menor calidad y separa el aceite del agua
de la planta y combina este Gltimo con el agua del proceso produciendo grandes cantidades de
alpechin y de residuos soélidos, siendo estos algunos de los motivos para el cambio generalizado
a las almazaras de dos fases (Figura 3) (Cayuela y col., 2007).

Tres fases Dos fases
Oliva Oliva
Lavado (en frio) Lawvado (en fric)
Agua
cdliente
‘\‘\ Centrifugacion | Centrifugacién |
(Decantadorde 3 fases) T (Decantadorde 2 fases) """*A.
Orvjo (fase Alpervjo (fase
Aguade ﬂ sélida) Aguade ﬂ semi-sélidal)
Iovgdo lavado Agua
L‘\ Lavado del aceite / Alprhm "-\ Lavado del aceite / residual
* recuperacion de aceitede |- 4 recuperacion de aceite de -
la fraccién liquida la fraccion liquida

= S

——» Aceitedeoliva «——

Figura 3. Sistemas de extraccion continuos de dos fases y tres fases. Figura adaptada
de Alburquerque y col. (2004).

En Espafia, esta problemética comienza con la introduccién de las almazaras de tres fases
en la década de 1970, causando grandes problemas de contaminacion de aguas superficiales.
En 1981 se adoptaron medidas legales que prohibieron el vertido de alpechines en los rios y
causo la construccion de mas de 1.000 balsas de secado con el objetivo de desecar el residuo
(Kapellakis y col., 2008). Posteriormente, en la década de 1990 se produce el cambio del sistema
de tres fases al de dos fases, finalizando la produccién de alpechin en mas del 90% de las
almazaras (Doula y col., 2017). El alpechin actualmente presente en la peninsula procede de la
acumulacion de residuos en balsas de secado durante los afios de mayor produccién.

Se estima que aproximadamente el 90% del volumen de aceitunas total procesado por
almazaras de tres fases se convierte en alpechin (Enaime y col., 2020). En las Gltimas décadas
previas a los 2000 se convirtié en un problema de contaminaciéon y degradacion ambiental debido
a la industrializacion de la agricultura, con el subsecuente aumento en la produccion de aceite
de oliva; el lento cambio al uso de las tecnologias de almazara de dos fases; la distribucion y

dispersion de las almazaras por el territorio, que expandio el namero y distribucion de las fuentes
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de contaminacion; y la falta de implicacion y exclusién del personal de las almazaras en la toma
de decisiones politicas y sociales.

La naturaleza y complejidad del material es muy variable, con mdltiples propuestas de
métodos de tratamiento en la bibliografia, todas ellas tratando de ajustarse a los materiales de la

zona (Kapellakis y col., 2006).

1.3.2.  Composicion

El alpechin consiste en una sustancia espesa y lodosa que contiene altas concentraciones
de compuestos recalcitrantes como ligninas y taninos que le confieren su caracteristico color
oscuro, asi como compuestos fendlicos y acidos grasos de cadena larga que son téxicos para
los microorganismos y las plantas. Estos compuestos fendlicos pueden ser fenoles simples y
flavonoides o polifenoles resultantes de la polimerizacion de fenoles simples. La concentracion
de los compuestos fendlicos varia entre 0.5 hasta 24 g L (Paraskeva y Diamadopoulos, 2006).
El alpechin es moderadamente acido y tiene alta conductividad. Sus caracteristicas varian
ampliamente dependiendo de la zona en la que se produce, la variedad de la aceituna extraida
y el tiempo de almacenado (Tabla 2). Aparte de los azlcares, acidos organicos y compuestos
fendlicos, el alpechin contiene grandes cantidades de recursos minerales, especialmente
potasio, confiriéndole un potencial fertilizante en caso de poder lidiar con sus problemas mas
marcados. Aunque contiene grandes cantidades de proteinas y grasas, sus componentes
principales son la celulosa, la hemicelulosa y la lignina (Dermeche y col., 2013).

El principal problema que se encuentra en la composicién quimica de los alpechines es el
contenido en sustancias fendlicas. Los compuestos fendlicos consisten en sustancias organicas
gue contienen anillos aromaticos, grupos hidroxilos y cadenas funcionales. Se pueden encontrar
desde moléculas simples, como los &cidos fendlicos, hasta compuestos muy polimerizados,
como los taninos. Son compuestos que suelen encontrarse unidos a azlcares, acidos organicos
y lipidos, pero pueden encontrarse unidos a otros fenoles mediante los grupos hidroxilos o los
carbonos aromaticos (Bravo, 2009). Las principales familias de este tipo de compuestos que se
encuentran en los alpechines son los acidos fendlicos, secoiridoides y flavonoides (Dermeche y
col., 2013).

La elevada carga organica, en combinacion de las caracteristicas anteriores y una elevada
demanda quimica y biolégica de oxigeno contribuyen a que el alpechin sea capaz de causar
severos dafos ambientales si no se trata correctamente (Dermeche y col., 2013). Esto es debido
a la lenta degradacién de los lipidos y fenoles de su composicion que, a pesar de ser en gran
parte organica, no se degrada con facilidad. Constituye un riesgo para la vida acuética ya que
tiene una carga organica 10 veces superior a la presente en el agua residual municipal,
suponiendo cambios severos en el ecosistema y eutrofizacion. Los fuertes olores que emite se

deben al proceso de fermentaciéon que se da a cabo al almacenarlos en balsas o tanques
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abiertos, provocando la emisiébn de gases como el metano y otros compuestos olorosos que
pueden viajar a grandes distancias. Debido al aceite residual que contiene, el alpechin forma
barreras impermeables sobre la superficie del agua. Ademas, su oxidacién provoca la liberacion
de taninos y su polimerizacion, lo que puede cambiar el color de las aguas en contacto. Estas
caracteristicas se suman a su toxicidad inherente al resto de sus propiedades quimicas
(Kapellakis y col., 2008).

Tabla 2. Caracteristicas y composicion del alpechin (Dermeche y col., 2013; Paredes y
col., 1999).

Materia seca (%) 4.12 - 16.38
pH 2.24-6.71
Conductividad eléctrica (dS/m) 4.00 - 13.98
Carbono total (%) 2.0-33
Materia organica (% p.s.) 57.2-70.63
Carbono organico total (g/L) 20.19-39.8
Materia mineral (%) 04-7.2
Nitrogeno total (%) 0.58-1.13
P (%) 0.06 — 0.032
K (%) 0.44 - 6.94
Na (%) 0.04 —0.48
Ca (%) 0.32-1.15
Mg (%) 0.06 — 0.22
Fe (mg/kg) 652 — 1482
Cu (mg/kg) 14 - 44
Mn (mg/kg) 1-53
Zn (mg/kg) 31-82
Lipidos (%) 0.03-11.37
Fenoles totales (%) 0.63 -5.45
AzUcares totales (%) 1.5-3291
DQO (g/L) 30 - 320
DBO (g/L) 10-132
1.3.3.  Gestion

La gestion tradicional del alpechin se ha llevado a cabo mediante el secado en balsas al
aire libre, suponiendo problemas de impacto ambiental tales como percolacién por mala
impermeabilizacién, emisiones de GEI e impactos sobre la fauna y flora al ser las balsas un
peligro letal para animales terrestres y su alta concentracion en compuestos fendlicos inhibe el
crecimiento vegetal. Muchos productores, para abaratar costes, construyen tanques o pequefias
balsas de cemento en las que almacenar el alpechin. Estos sistemas son ineficientes para
gestionar grandes cantidades de material, o que lleva a la creacion de las mencionadas balsas

de secado de alpechin, con los subsiguientes problemas de impermeabilizacion, riesgos de
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filtracién y olores (Figura 4). Estas balsas, a su vez, pueden encontrarse a grandes distancias de
la zona de produccién y son dificilmente considerables como una opcién éptima (Kapellakis y
col., 2006).

Figura 4. Balsa de alpechines abandonada en Beneixama, Alicante. Fuente:
elaboracién propia.

La necesidad de gestién de estos residuos acumulados lleva a la busqueda de nuevos
sistemas de tratamiento capaces de lidiar con sus principales retos. Para ello, se plantean
escenarios centralizados que permitan la gestion integrada de grandes volimenes de este tipo
de residuo, facilitando la gestion a gran escala mediante otras tecnologias. Este planteamiento
no esta exento de desventajas, ya que requieren costes de construccion elevados, personal
especifico y sistemas de organizacion de alto coste. Debido a esto, se barajan alternativas de
gestion in situ que abaraten costes y faciliten la implementacién (Kapellakis y col., 2006).

Todos los métodos de gestidn del alpechin planteados como alternativas a las balsas de
secado tienen ventajas y desventajas, de entre los cuales Doula y col. (2017) destaca los

siguientes:

= El tratamiento biolégico: permite la reduccién de la demanda de oxigeno de las
muestras y permite la eliminacion de los sélidos en suspension. Se basa en tecnologias
anaerobias que pueden producir biogads y servir como sistema de cogeneracién. Sin
embargo, requiere de un pretratamiento fisico-quimico, la presencia de sustancias
antimicrobianas causa problemas en el desarrollo de los microorganismos necesarios y
conlleva una inversion elevada.

= El compostaje: Los sistemas de co-compostaje han mostrado ser efectivos para la
degradacién de residuos recalcitrantes como el alperujo, probando su potencial para el
tratamiento que podria utilizar el alpechin como un material de bajo coste para la

produccion de nutrientes de uso agronémico (Enaime y col., 2020; Galliou y col., 2018).
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Sin embargo, requiere de la optimizacion de las mezclas y la reducciéon de la humedad
total de la pila, ya que los alpechines tienen mucha humedad y poca consistencia.

= Lafiltracién por membrana: sistemas de microfiltracién, ultrafiltracion y 6smosis inversa
pueden ser (tiles para extraer el agua y concentrar los sélidos para la incineracion, pero
debido a los costes de implementacion y el requerimiento energético no es una alternativa
viable para almazaras de pequefio tamafio.

= Los tratamientos fisico-quimicos: consistirian en la eliminacion de la materia organica
no biodegradable mediante adsorcién, precipitacién y floculacion utilizando quimicos y
otros materiales tales como carbdn activo, polielectrolitos o floculantes y coagulantes.
Son de alta eficiencia, pero causan grandes cantidades de lodos que han de ser
eliminados de otras formas posteriormente, trasladando el problema.

= La evaporacion forzada: mediante un sistema multifase de evaporacion con
recirculacion del calor se pueden tratar los materiales procedentes de la digestion aerobia
u otros tratamientos. Conlleva un consumo de energia elevado y sistemas de control

complejos que solo pueden ser llevado a cabo a nivel industrial a gran escala.

De entre estas técnicas, el compostaje demuestra tener gran viabilidad debido a sus bajos
costes, facil manejo y a que permite la recirculacién de nutrientes de vuelta al sistema
agroindustrial, optimizando el rendimiento del conjunto. Sin embargo, todo ello depende de la
gestion previa de los alpechines, la busqueda de materiales 6ptimos para el co-compostaje y una

caracterizacion previa del alpechin que permita adecuar la mezcla a las necesidades del sistema.

1.4. Compostaje

1.4.1.  Definicion y fases del compostaje

El compostaje es un proceso bio-oxidativo bioquimico controlado mediante el cual los
residuos organicos se descomponen por la accion de microorganismos en condiciones aerobias
con una humedad y temperatura adecuadas, produciendo un material estable, higienizado y rico
en nutrientes conocido como compost (Azim y col., 2018; Singh Antil y col., 2014). Es un proceso
sostenible y ampliamente utilizado como sistema de gestién de residuos y la aplicacién de
compost se usa para la mejora de suelos agricolas, ya que sus caracteristicas y bajo coste de
produccion lo dotan de un valor agronémico importante (Waqas y col., 2023).

El compostaje es un proceso termofilo, capaz de alcanzar temperaturas de mas de 70 °C.
Se divide en cuatro fases definidas por sus temperaturas —mesofila, termdfila enfriamiento y

maduracion— durante las cuales se produce una sucesion de comunidades microbianas de
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hongos y bacterias que degradan y transforman los componentes de los materiales iniciales
(Azimy col., 2018).
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Figura 5. Fases del proceso de compostaje, sucesion microbioldgica y cambios en el
pH y las caracteristicas (Moreno Casco, 2008).

La fase mesdfila inicial ocurre durante los primeros dias y es un periodo de aclimatacion y
desarrollo microbiano en el cual la temperatura aumenta hasta 40 °C mientras los
microorganismos descomponen los compuestos mas sencillos y faciles de degradar como los
azucares y las proteinas. En esta fase del proceso, actuan tanto bacterias como hongos
mesofilos productores de acidos organicos como Lactobacillus spp y Acetobacter spp (Partanen
y col., 2010).

La fase termofila ocurre poco después debido a la intensa actividad biol6gica. En ella se
alcanzan temperaturas de en torno a 70 °C y se produce una degradacién rapida de la materia
organica y formacién de acidos humicos. Es debido a esta temperatura que se produce la
higienizacion del compost. En esta fase, las bacterias gram positivas como Bacillus spp. y las
actinobacterias dominan el microbioma y aparecen hongos que se encargan de la degradacion
de hemicelulosa (Partanen y col., 2010).

En la fase de enfriamiento o segunda mesdfila la temperatura se reduce debido al
agotamiento de la materia mas biodegradable y disponible. Es en esta fase cuando se produce

la degradan los polimeros mas recalcitrantes y se produce un descenso en la temperatura hacia
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la dltima fase. Esta fase se agrupa generalmente con las dos primeras como la fase bio-oxidativa
y es el periodo en el que mas se controlan los pardmetros a nivel industrial, comprobando los
indicadores de madurez para pasar cuanto antes a la fase siguiente.

La fase de maduracion se produce cuando la temperatura se encuentra a menos de 10 °C
por encima de la temperatura ambiente. Esta fase se puede alargar de 1 a 4 meses y es el
periodo en el que se producen reacciones quimicas que estabilizan y humifican la materia

organica (Figura 5).

1.4.2.  Seguimiento del proceso de compostaje

El seguimiento del proceso de compostaje consiste en la monitorizacién de los factores
ambientales de las pilas y del control de las caracteristicas del sustrato.

Los factores ambientales, como son la temperatura, la humedad o la aireacién, determinan
la velocidad y el correcto desarrollo del proceso de compostaje. Durante el proceso de
compostaje se realiza un seguimiento mediante sondas de temperatura para comprobar el
estado de la pila. La temperatura de la pila indica la fase del proceso en la que se encuentra y el
registro de temperaturas a lo largo del tiempo puede delatar problemas en el desarrollo, como
deficiencias en la aireacién o en la humedad. Durante el compostaje se requieren riegos
consistentes para mantener la humedad del sistema entre el 40% y el 60%. Un exceso de
humedad puede generar condiciones anaerdbicas capaces de frenar el proceso y causar
emisiones de GEIl. Ademas, el sistema de compostaje requiere aireamiento regular.
Dependiendo del sistema de compostaje utilizado y el volumen de los materiales, el aireamiento
puede realizarse mediante técnicas manuales como el volteo de pilas hasta sistemas como la
ventilacién forzada o mediante tuberias (Figura 6).

El control del sustrato permite deducir caracteristicas finales del compost y el estado de
desarrollo de las pilas. Este se puede llevar a cabo a través de muestreos y analisis periédicos
del material. Las caracteristicas del sustrato se dividen en fisicas, quimicas y fisico-quimicas.
Las caracteristicas fisicas hacen referencia al tamafio de particula, la porosidad y la relacién aire-
agua, y son estos parametros los que aseguran la homogeneizacion de los riegos, la eficiencia
y requerimiento de volteos o la viabilidad de sistemas de aireacion alternativos como los forzados.
Las caracteristicas quimicas se refieren a la relacion Carbono-Nitrdgeno, el contenido en
nutrientes y ciertos componentes limitantes, y son las relacionadas con la actividad microbiana,
las caracteristicas finales a nivel nutricional de los compost y los requerimientos adicionales del
proceso en caso de que en el sustrato se encuentre algun material que requiera especial atencion
debido a comportamientos antagonistas al resto del proceso o resistencias a la degradacion. Por

altimo, las caracteristicas fisico-quimicas son el pH y la conductividad eléctrica, siendo el pH un
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marcador del desarrollo del proceso como se observa en la Figura 5, y la conductividad marcando
limitaciones de salinidad facilmente.

La degradacion de la materia organica por los microorganismos se refleja en el compost
como una reduccion de la materia organica total, y se puede analizar este parametro en distintos
momentos a lo largo del proceso para determinar, mediante modelos cinéticos de primer orden,
la degradacioén total en el punto en cuestion en que se encuentra el proceso. También se pueden
tener en cuenta los microrganismos presentes en la pila, comparando los encontrados con los
esperables durante la sucesiéon natural que ocurre en la pila a lo largo del proceso. El control de
humedad de la pila se puede hacer mediante sondas automatizadas o por diferencia de peso en
muestras homogéneas, de forma que se pueda asegurar el contenido Optimo de humedad.
Mediante la medicion de gases emitidos por las pilas se puede determinar si el proceso esta
siendo mas o menos activo microbiolégicamente a partir de las emisiones de CO; y la emision
de gases vinculados a la anaerobiosis puede denotar un exceso de humedad o necesidad de

volteo debido a la formacién de zonas anodxicas.

Figura 6. a) Aireacion por volteo de una pila de compostaje. b) Sistema de medicion de gases de efecto
invernadero en campo aplicado a pilas de compostaje. Fuente: elaboracion propia.

1.4.3.  Calidad del compost

La calidad del compost es, en esencia, un concepto multifactorial influenciado fuertemente

por las caracteristicas de los materiales iniciales, las proporciones de la mezcla y las técnicas de
manejo utilizadas. A partir de la relacién C/N, el contenido en humedad y la densidad aparente
de los materiales se pueden calcular mezclas 6ptimas con relaciones C/N de entre 25y 30 y
humedades iniciales de en torno al 60%. Estas condiciones facilitan la produccién de un compost
de calidad, ya que favorecen un entorno de crecimiento favorable para los microorganismos. El
control de la temperatura es imperativo para obtener un producto final higienizado y la méaxima
degradacién de la materia orgénica, para lo que se requieren temperaturas superiores a 40 °C
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durante la fase termofila, asegurando la humedad Optima para evitar la muerte de los

microorganismos (Pefia y col., 2020).

Tabla 3. Contenido reglamentario y normas de etiquetado de las enmiendas organicas
compostadas segun los criterios definidos en el RD 506/2013 Anexo | Grupo 6.

Contenido minimo y maximo

(porcentaje en masa)
Otros requisitos

Otras informaciones
sobre la

denominacién del tipo

de etiquetado

Contenido en nutrientes que
debe declararse y garantizarse.
Formas y solubilidad de los
nutrientes.

Otros criterios

Compost
convencional

Compost
vegetal

Compost de
estiércol

Vermicompost

— Materia organica total: 35%.
— Humedad méaxima: 40%.
—C/N < 20.

Las piedras y gravas eventualmente

presentes de diametro superior a 5
mm, no superaran el 2%.

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

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

— Materia organica total: 40%.

— Humedad maxima: 40%.

— CIN < 15.

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

— Materia organica total: 35%.

— Humedad maxima: 40%.

— CIN < 20.

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

— Materia orgéanica total: 30%.

— Humedad méaxima: 40%.

—C/N < 20.

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

— pH.
— Conductividad
eléctrica.

— Relacién C/N.

— Humedad minima y
maxima.

— Materias primas
utilizadas.

— Tratamiento o
proceso de
elaboracion, segun la
descripcion

— pH.

— Conductividad
eléctrica.

— Relacién C/N.

— Humedad minima y
maxima.

— Tratamiento o
proceso de
elaboracion, segun la
descripcién

— pH.

— Conductividad
eléctrica.

— Relacién C/N.

— Humedad minima y
maxima.

— Tratamiento o
proceso de
elaboracion, segun la
descripcién

—pH.
— Conductividad
eléctrica.

— Relaciéon C/N.

— Humedad minima y
maxima.

— Se podran afadir las
denominaciones
usuales en el comercio

— Materia organica total.

— C organico.

— N total (si supera el 1%).

— N organico (si supera el 1%).
— N amoniacal (si supera el 1%).
— K2 total (si supera el 1%).

— K20 total (si supera el 1%).

— Acidos humicos.

— Granulometria.

— Materia organica total.

— C organico.

— N total (si supera el 1%).

— N organico (si supera el 1%).
— N amoniacal (si supera el 1%).
— P20s total (si supera el 1%).

— K20 total (si supera el 1%).

— Acidos hamicos.

— Granulometria.

— Materia organica total.

— C organico.

— N total (si supera el 1%).

— N organico (si supera el 1%).
— N amoniacal (si supera el 1%).
— P20s total (si supera el 1%).

— K20 total (si supera el 1%).

— Acidos hamicos.

— Granulometria.

— Materia orgénica total.

— C organico.

— N total (si supera el 1%).

— N organico (si supera el 1%).
— P20s total (si supera el 1%).
— K20 total (si supera el 1%).
— Acidos humicos.

— Granulometria.

— Tipo o tipos de estiércoles
empleados.

La calidad del compost esta vinculada a su contenido en macro y micronutrientes, su

capacidad fitoestimulante y su potencial para mejorar las caracteristicas del suelo. Estas

caracteristicas se reflejan en el compost final en su indice de geminacion, capacidad de

intercambio cationico, contenido en sustancias humicas, contenido en carbono hidrosoluble y

contenido en diferentes formas del nitrégeno, asi como el fésforo y potasio total. Debido a que

ninguno de estos parametros por si solo est4 reconocido como marcador inequivoco de la calidad
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del compost, es necesario tomar la combinacién de las distintas propiedades y las condiciones
de su produccién como un conjunto que muestre la validez del conjunto (Azim y col., 2018).

Por otro lado, la legislacién espafiola en el Real Decreto 506/2013 de 28 de junio define las
caracteristicas minimas y maximas de los tipos de compost que describe, sirviendo como
estimacion para los criterios a seguir para asegurar la calidad del material. Los tipos de compost
que se definen son el compost convencional, que define como un producto higienizado y
estabilizado obtenido a partir de la descomposicion bioldgica aerébica bajo condiciones
controladas de materiales organicos biodegradables; el compost vegetal, que se define de la
misma forma que el anterior pero los materiales organicos que lo componen son exclusivamente
hojas, hierba cortada y restos de poda; el compost de estiércol, que esta compuesto
exclusivamente por estiércol; y el vermicompost, que incluye la digestibn mediante lombrices.
Las caracteristicas minimas y maximas esperadas de estos compost se muestran en la Tabla 3.

Ademas, el RD 506/2013 establece en el Anexo V unos criterios de clasificacion del
compost en funcién de su contenido en metales pesados, distinguiendo tres clasificaciones de la
A ala C, siendo la primera de mayor calidad y no pudiendo comercializarse nada que con cumpla
como minimo los criterios de la clasificacion C (Tabla 4). Ademas, los compost de clase C no
podrén aplicarse en suelos agricolas en dosis superiores a 5 toneladas de materia seca por
hectarea al afio, siendo modificable este criterio por las Comunidades Autbnomas para zonas de
especial proteccion.

Tabla 4. Criterios de clasificacion de los compost dependiendo de los limites maximos
de metales pesados segun el RD 506/2013.

Limites de concentracion
Sdlidos: mg/kg de materia seca
Metal pesado Liquidos: mg/kg
Clase A Clase B Clase C
Cadmio 0,7 2 3
Cobre 70 300 400
Niquel 25 90 100
Plomo 45 150 200
Zinc 200 500 1000
Mercurio 0,4 15 2,5
Cromo (total) 70 250 300
Cromo (V1) No detectable segun No detectable segun No detectable segtn
meétodo oficial meétodo oficial meétodo oficial
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1.5. Bioaumentacion

1.5.1.  Microbioma del compostaje

Durante el compostaje los microorganismos se suceden a lo largo del tiempo influidos por
los cambios en la temperatura, pH y disponibilidad de nutrientes provocados por las comunidades
microbianas previas. Debido a esto, algunos microorganismos como las actinobacterias, que
pueden observarse a simple vista debido a las comunidades que forman, pueden usarse como
marcadores de seguimiento del proceso, y la composicion de las comunidades microbianas y su
estructura muestran la calidad y madurez del compost (Steger y col., 2007). Las comunidades
microbianas que se encuentran en las pilas también estan ampliamente influidas por los
materiales iniciales utilizados (Mehta y col., 2014). Las distintas fases del proceso de compostaje
conllevan cambios en las comunidades de forma marcada, definidas principalmente por las
caracteristicas térmicas del proceso. Es en las etapas meséfilas en las que se encuentra
principalmente la actividad de los hongos y bacterias mesofilas, como la familia Lactobacillales,
teniendo actividad antes de la fase terméfila y tras el enfriamiento. Asi, durante la fase termofila
se puede observar la presencia de microorganismos extremofilos, con temperaturas de
crecimiento 6ptimas en torno a 70°C, debido a que estas condiciones se encuentran por encima
de lo ideal para otros microorganismos moderadamente termdofilos, o en temperaturas inferiores,
como al inicio de la fase, se pueden observar integrantes del género Bacillus y miembros del
género Thermus, relacionados con la degradacion de macromoléculas. Durante la fase de
maduracion y en los compost estables se pueden encontrar bacterias de los géneros
Thermobifida y Bacillus y hongos de los géneros Thermomyces y Aspergillus, con actinobacterias
degradando la materia organica mas residual (Nozhevnikova y col., 2019).

Tabla 5. Listado de microorganismos beneficiosos presentes en el compost y sus
respectivos efectos notables.

Microorganismos Beneficio potencial Referencia
Trichoderma harzianum Efecto biopesticida, Lépez-Mondéjar y col.
T-78 bioestimulante y biofertilizante (2010)

Aspergillus ochraceus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger

Efecto biopesticida frente a

fitopatégenos Suarez-Estrella y col. (2007)

Efecto promotor de la fijacion
de nitrégeno atmosférico,
degradacion fendlica y
actividad fertilizante
Biocontrol de fitopatdgenos y
actividad bioestimulante
Efecto de biocontrol contra
fitopatégenos

Efecto biopesticida contra
fitopatégenos

Aztobacter vinelandii Piperidou y col. (2000)

Penicillium chrysogenum Jackson y col. (1994)

Bacillus pumilus Dobrzyniski y col. (2023)

Gliocladium virens Kumar y col. (2019)
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Numerosos microorganismos presentes en el compost han demostrado aportar
caracteristicas positivas al material y producir efectos beneficiosos en el medio, como los
mostrados en la Tabla 5. Es por esto, que muchos productores de compost utilizan pequefias
cantidades de lotes anteriores de compost para inocular microorganismos en siguientes lotes
(Lutz y col., 2020). A partir de este tipo de comportamientos, numerosos trabajos han buscado
consorcios microbianos aplicables a pilas de compostaje en distintas fases que permitan acelerar
algunas partes del proceso, degradar las sustancias mas recalcitrantes o problematicas o

mejorar las caracteristicas finales del compost.

1.5.2.  Usos biotecnologicos de microbioma orientados a

residuos oleicolas

La biorremediacion se define como el proceso de transformacion de ambiente contaminado
con la ayuda de microorganismos o0 enzimas para llevarlo a un punto no téxico. Es una
herramienta ampliamente aceptada como solucion al tratamiento de bajo impacto sobre el medio
y aprovecha diferentes tipos de microorganismos para la descomposicion de las sustancias mas
problematicas y contaminantes (Thassitou y Arvanitoyannis, 2001).

En un proceso de compostaje, la materia organica es biodegradada de forma aerobia por
los microorganismos presentes en el proceso a partir de los materiales iniciales, generando CO:
y agua, dejando una fraccion resultante que pasa a ser un bio-fertilizante gracias al proceso de
humificacion (Paredes y col., 2000a; Tomati y col., 1996; Vlyssides y col., 1996). Para que estos
microorganismos cumplan su funcién se requiere que a lo largo del proceso se mantengan unas
condiciones éptimas de temperatura y humedad, que se encuentran en una humedad de en torno
al 50-65%, suficiente aireacién y porosidad para una aireacion completa y el uso de un
estructurante que mantenga una densidad aparente 6ptima que mantenga la porosidad y que
varia dependiendo de los materiales utilizados (Arvanitoyannis y Kassaveti, 2007; Caputo y col.,
2003).

En otros residuos similares, como el alperujo, el uso de microorganismos exégenos se ha
planteado como potenciador del compostaje. El uso de microorganismos flungicos para la
degradaciéon de compuestos lignocelulésicos se planteé como acelerador del proceso y permitio
reducir los tiempos de compostaje a menos de 50 dias. El producto obtenido fue estable, maduro
y pali6 algunos de los problemas del material que se extienden también al alpechin (Haddadin y
col., 2009).

1.6. Biofertilizantes derivados de la industria oleicola

Debido a la amplia relevancia de la industria oleicola en la cuenca mediterranea, han ido

apareciendo diferentes estrategias para la obtencién de materiales de interés a partir de los
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residuos de las almazaras. Petrucci y col. (2025) utiliza los restos de esta industria para la
obtencion de lignina y polifenoles, para asi producir nanoparticulas que sirven como base para
la formulacién de biofertilizantes que podrian servir como alternativas a los fertilizantes NPK
tradicionales. Haddad y col. (2017) desarrolla un método de gestion en el cual se mezclan los
restos de almazara con serrin y podas para facilitar la desecacién del residuo, facilitar la pirdlisis
y obtener asi biochar alto en potasio, nitrégeno y fésforo. Otros trabajos, como el de Alaoui y col.
(2024), plantean la aplicacion directa de los residuos de almazara en el suelo y afirman mejoras
en las caracteristicas finales del suelo, aunque esto dependerd ampliamente de las
caracteristicas de los materiales aplicados y las del suelo en cuestidn. El compostaje de restos
de almazara es una estrategia extendida, al ser de bajo coste que ha demostrado tener multiples
beneficios como enmienda de suelos para la agricultura gracias a su contenido en nitrdgeno y
fosforo, como biofertilizante o sustrato comercial y como biofiltro para la eliminacion de metales
toxicos; pero no se pueden ignorar sus problematicas como la reduccién del indice de
germinacion del suelo, la necrosis en las hojas, la disminucion del desarrollo de tallos
secundarios o la fitotoxicidad relacionada también con técnicas de neutralizacion del pH

(Arvanitoyannis y Kassaveti, 2007).

1.6.1. Compostaje de alperujos

El alperujo es un residuo con caracteristicas muy similares al alpechin que se produce en
las almazaras de dos fases. Se trata del principal residuo generado actualmente por la industria
oleicola tras el cambio generalizado del sistema de tres fases al de dos fases. Es un material
semisolido compuesto por agua en mas de la mitad de su peso, entre un 40 y un 50%, y su
fraccion solida contiene pulpay piel de oliva, huesos de oliva y algo de aceite. Sus caracteristicas,
al igual que las del alpechin, varian en gran medida dependiendo del método de extraccion, la
variedad de la oliva y la zona de produccion (Petrakis, 2006). Son principalmente acidicos, altos
en potasio, pobres en fésforo, Ca y Mg, y con un contenido organico elevado, a pesar de estar
compuesto principalmente por lignina, hemicelulosa y celulosa. El contenido en grasas, carbonos
hidrosolubles y proteinas es generalmente elevado, aunque sus proteinas suelen estar poco
disponibles para los microorganismos ya que tienden a estar asociadas con la fraccion
lignocelulésica. También suelen contener fraccion algo menor de sustancias fendlicas
hidrosolubles unidas a la fraccion lipidica, que son las que confieren las caracteristicas fitotoxicas
del material (Alburquerque y col., 2004).

Algunos autores han demostrado que el compostaje plantea una alternativa valida de bajo
coste para el reciclaje de alperujos con una completa detoxificacion de los materiales iniciales.
Aun asi, la naturaleza semiliquida de los alperujos requiere que se mezcle con otros productos
o residuos para aportar una estructura apropiada (Cayuela y col., 2006). Algunas de las técnicas

de detoxificacién pasan por la dilucion o la absorcion de los compuestos fendlicos en materia
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organica, aprovechando que los materiales organicos compostados tienen capacidad quelante y
alta capacidad de intercambio catiénico que pueden ayudar a eliminar las sustancias organicas
téxicas (Franco y col., 1996).

Los compost que se suelen obtener contienen alto contenido en materia organica y carbono
total, aunque estas caracteristicas son altamente dependientes de los materiales utilizados para
el co-compostaje. En general, el pH y la conductividad eléctrica suelen acabar siendo adecuados
para su uso en cultivos y la mayor parte del contenido en polifenoles consigue mitigarse. Los
nutrientes disponibles suelen ser principalmente potasio con pequefios valores de fosforo y
nitrégeno de lenta liberacion (Gémez-Mufioz y col., 2013). Autores como Ameziane y col. (2020)
lograron obtener a partir de alperujos compost de pH neutros con tendencias basicas, apropiados
para la industria agricola. A pesar de que algunos de sus compost aumentaron de salinidad a lo
largo del proceso, los valores se encontraron en rangos validos. La materia organica se mantuvo
elevada y los niveles de fosforo y potasio fueron elevados, de modo que se observé el
mencionado potencial fertilizante. En contraposicion con compost de alperujo sin una correcta
maduracion, estos compost mostraron valores de indice de germinacién 6ptimos, mostrando que

la fitotoxicidad pudo ser contrarrestada.

1.6.2.  Compostaje de alpechines: factores limitantes

Los problemas vinculados al compostaje de alpechines se han discutido de forma extensiva
a lo largo de este trabajo. Los problemas se resumirian en una fitotoxicidad elevada, el exceso
de humedad de los materiales, la falta de estructura y la alta carga organica y lignoceluldsica.

La fitotoxicidad viene vinculada principalmente a la salinidad del material y la elevada carga
de compuestos fendlicos, que han demostrado en numerosos estudios causar problemas en la
germinacion y el crecimiento de las plantas (Azzam y Hazaimeh, 2021; Bouhia y col., 2021;
Bravo, 2009; Hachicha y col., 2009; Qin y col., 2016; C. Santos y col., 2018).

La consistencia pastosa y el exceso de humedad son caracteristicas fisicas del material
gue complican su gestion, desplazamiento y requieren que la mezcla en cuestién contenga otros
materiales estructurantes que solucionen la falta de porosidad y permitan la construccion fisica
de una pila de compostaje. Esto provoca que, a pequefia escala, se requiera la interaccion de
diferentes productores de residuos que puedan utilizar sus materiales para solucionar problemas
comunes, como pueden ser restos de poda de frutales o urbana y residuos de la industria
ganadera.

La carga organica y lignocelulésica requiere una actividad microbioldgica elevada, que es
facilmente inhibida por el contenido fendlico (Di Martino y col.,, 2021; Paraskeva y
Diamadopoulos, 2006). Debido a esto se plantean diferentes métodos de bioaumentacion a partir
de microorganismos capaces de la degradacion fendlica y lignoceluldsica que puedan evitar la

inhibicién producida por los materiales (Martinez-Gallardo y col., 2020; Tyagi y col., 2011).
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A su vez, el alpechin ha demostrado causar problemas de olores y de emisiones de GEI
que pueden causar que su gestion mediante el compostaje no tenga tan buen balance a nivel
ambiental. Debido a ello, se han planteado algunas estrategias como el uso de aditivos que han
demostrado ser capaces de paliar las emisiones y fomentan la proliferacion de microorganismos
y mejoras en el suelo, como es el caso del biochar (Agegnehu y col., 2017; Harrison y col., 2024;

Martinez-Gallardo y col., 2020, 2022; Smirnova y col., 2025).
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El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo y validacion de nuevos procesos
biotecnoldgicos basados en el compostaje para la gestion de alpechines de balsas abandonadas
en el contexto de la economia circular, teniendo en cuenta el valor agronémico del producto y
tratando de mitigar el impacto ambiental de las emisiones de GEI durante el proceso de
compostaje. Para ello, se exploraron diferentes enfoques en la optimizacion del proceso de
compostaje como el uso de distintos aditivos y consorcios microbianos con el objetivo de
maximizar la velocidad del proceso, la calidad del producto y minimizar las emisiones de GEI

totales.

Para llevar a cabo el objetivo principal el trabajo se dividié en los siguientes objetivos

especificos:

Objetivo 1. Caracterizacion de los alpechines: caracteristicas fisicas, quimicas,
fisicoquimicas y biol6gicas, asi como de los microorganismos de interés para la
degradacién de sustancias recalcitrantes naturalmente presentes en el material.

Objetivo 2. Desarrollo de estrategias de bajo coste para la transformacion del residuo en
producto mediante compostaje convencional con aplicacion de aditivos y coberturas
geotextiles para la optimizaciéon del rendimiento y mitigacién de las emisiones de GElI.

Objetivo 3. Optimizacién del proceso de compostaje mediante la aplicacion de consorcios
microbianos seleccionados para la degradacion de sustancias recalcitrantes de los
alpechines y mejora de la calidad del producto final.

Objetivo 4. Evaluacién de la calidad de los compost obtenidos y validacion agronémica,

ambiental y econémica, analizando los efectos sobre el suelo y el cultivo.

Se realizaron distintos estudios para llevar a cabo los anteriores objetivos, recogiendo los

resultados en las siguientes tres publicaciones:

= Publicacién 1: Composting of Olive Mill Wastewater Sludge Using a Combination
of Multiple Strategies, Agronomy, 2025 (doi: 10.3390/agronomy15040808).

= Publicacion 2: Combined effect of assisted Bioagumentation and Biochar
incorporation on Olive Mill Wastewater sludge composting, Environmental Pollution,
2026 (doi: ).

» Publicacion 3: Agronomic assessment of olive mill wastewater sludge derived

compost on Lactuca sativa and Zea mais: fertilizing efficiency and potential toxic

effect on seed germination and seedling growth, Agronomy, 2025 (doi: ).

27



Obijetivos Miguel Angel Mira Urios

La correlacién entre los objetivos especificos y las publicaciones de este trabajo se

muestran en la tabla inferior:
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Este trabajo se divide en dos grupos principales: el desarrollo de sistemas de compostaje,
compuesto por los trabajos mostrados en el primera y segunda publicacion; y la validacion
agrondémica del compost producido, cuyos resultados se muestran en la tercera publicacion.

La publicacion 1; sobre compostaje de alpechines en el cual se utilizaron distintas fuentes
de nitrdgeno y carbono, se aplicaron como aditivos biochar y un aditivo organico-mineral, y se
utilizaron lonas para tratar de mitigar las emisiones de efecto invernadero; se publicé en la revista
Agronomy (2025) baijo el titulo “Composting of Olive Mill Wastewater Sludge Using a Combination
of Multiple Strategies: Assessment of Improvement in Biodegradability, GHG Emissions, and
Characteristics of the End Product” (Anexo 8.1). Para ello se disefi6 un experimento que consistio
en un proceso de compostaje realizado en las instalaciones CompoLab en la Escuela Politécnica
Superior de Orihuela (EPSO, Orihuela-Alicante) entre abril y julio de 2023 mediante un sistema
de compostaje en pilas. Las pilas se voltearon 4 veces durante el proceso, que consistié en 165
dias: 119 dias de fase bio-oxidativa y 46 dias de fase de maduracion. La optimizacion se realizd
teniendo en cuenta cuatro variables principales: (a) la fuente de nitrégeno, (b) la fuente de
carbono, (c) aditivos y (d) uso de una membrana geotextil semipermeable.

Los materiales fueron alpechin como ingrediente principal en todas las pilas, estiércol
vacuno o caprino como fuente de nitrogeno y poda de almendro o de vifiedo como fuente de
carbono. Se usaron como aditivos (1% sobre peso fresco) Biochar (de pirélisis de poda urbana
a 450 °C 24 horas, pH 6,5; conductividad eléctrica 1,7 dS m; Carbono orgéanico total 54,1%,
nitrégeno total 1,4%) y un suplemento bio-mineral compuesto por biochar, polvo de almendra, un
material inorganico alto en fésforo y un regulador de pH. Como cobertura se utiliz6 una
membrana geotextil semipermeable (TenCate Toptex®, polipropileno sin costuras, 200 g-m™7).

Los diferentes materiales se integraron en cuatro mezclas distintas de tres ingredientes en
sSus respectivas proporciones respecto al peso fresco para la obtencion de relaciones C/N
Optimas (20+2). A partir de cada una de las cuatro mezclas se prepararon 6 pilas trapezoidales:
(1) sin aditivo ni cobertura, (2) con biochar sin lona, (3) con bio-mineral sin lona, (4) sin aditivo
con cobertura, (5) con biochar y cobertura, (6) con bio-mineral y cobertura. De esta manera se
obtuvo un total de 24 pilas de compostaje (dimensiones 3 m x 45 m x 1,3 m). Las pilas de
compostaje se muestrearon a los 0 (Inicio), 60 (termdfila), 120 (final de bioxidativa) y
165(madurez) dias desde el inicio del proceso. Todas las muestras se tomaron mediante el
mismo método: cuatro sub-muestras desde la base hasta arriba de cuatro puntos distintos de la

pila que se integraron en una muestra representativa para el analisis.

La publicacion 2; sobre compostaje avanzado y optimizado de alpechines a dos

proporciones distintas con aditivacion de biochar y un consorcio microbiano; se publicé en la
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revista Environmental Pollution (2026) bajo el titulo “Combined effect of assisted
Bioagumentation and Biochar incorporation on Olive Mill Wastewater sludge composting” (Anexo
8.2.). Para ello se llevé a cabo un experimento que consistié en 8 pilas de compostaje distintas
preparadas a partir de dos mezclas: a) la Mezcla A preparada con un 30% de alpechin, 60%
estiércol vacuno (CM) y 10% poda de vifia (Vn) en relacion de peso fresco; y b) la Mezcla B
preparada con 50% alpechin, 40% CM y 10% Vn en relacién de peso fresco. Dos pilas recibieron
una aditivacion de biochar al 5% en peso fresco (Pila A-Bioch y Pila B-Bioch), dos fueron
inoculadas con un consorcio microbiano (Pila A-Inoc y Pila B-Inoc) y dos recibieron ambos
tratamientos: biochar 5% y consorcio microbiano (Pila A-Bioch+Inoc y Pila B-Bioch+Inoc). El
proceso de compostaje se llevé a cabo de marzo a julio de 2024 en las instalaciones Compolab
de la UMH-EPSO (Orihuela, Espafa). La fase bio-oxidativa acabé tras 115 dias de compostaje
y las pilas se mantuvieron en maduracion durante 60 dias. Todas las pilas se voltearon cada 15
dias y regaron cuando fue necesario para mantener las condiciones de humedad éptimas. Todas
las pilas se muestrearon al inicio del proceso y tras 30, 60, 90 y 120 dias desde el inicio y otra
vez tras la fase de maduracion siguiendo la misma metodologia de muestreo que en la primera
publicacion.

Las cepas seleccionadas para la inoculacion fueron Burkholderia viethamiensis OR3,
Pseudomonas extremaustralis OR1, Bacilus safensis 190 y Aspergillus ochraceus H2. Estos
microorganismos son miembros de la coleccion de cepas del grupo de investigacion BIO-175 de
la Universidad de Almeria. Todos ellos habian sido previamente aislados y caracterizados
enzimaticamente (Jurado y col., 2014; Lépez-Gonzalez y col., 2013; Martinez-Gallardo y col.,
2020). La seleccion de estas cepas se basd en su funcionalidad metabdlica especifica. B.
viethamiensis OR3, P. extremaustralis OR1 y B. safensis 190 fueron elegidos por su capacidad
biofertilizante; mientras que A. ochraceus H2 fue seleccionada por su eficiencia en la degradacion
de compuestos fendlicos, que son los principales responsables de la toxicidad y la recalcitrancia
del alpechin. Las cepas guardadas en criopreservacion a -80 °C fueron reactivadas en agar de
recuento en placa (APHA, ref. 2135102275 liofilchem®), mientras que A. ochraceus H2 fue
reactivada en agar de dextrosa de patata (PDA, ref. 1101300500 Merck). Las condiciones de
incubacién éptimas para las cepas bacterianas fueron 30 °C durante 24 h, mientras que H2 fue
incubada durante 96 h a la misma temperatura. Tras el tiempo de incubacion, los cultivos fueron
almacenados a 4 °C hasta su uso. La biomasa microbiana se produjo en grandes cantidades
para obtener indculo suficiente para llevar a cabo el protocolo de bioaumentacion a escala de
campo. Para preparar el indculo fungico, la biomasa recién producida de A. ochraceus H2 de las
placas PDA fue transferido a un caldo de dextrosa de patata (PDB, ref. P6685-250G Merck) e
incubada a 30 °C con agitacion de 100 rpm durante 72 h. Tras la incubacion, el cultivo fue
centrifugado para recuperar el micelio fangico. La viabilidad del inéculo se comprobd mediante

una suspension de 0.1 g de biomasa fungica en 900 pL de solucién salina estéril (0.9%
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peso/volumen NaCl). Tras realizar diez diluciones en serie, 100 uL de la dilucién apropiada fueron
extendidos en placas PDA e incubadas a 30 °C durante 5 dias, tras lo cual se contaron las
colonias. La biomasa fungica fue finalmente ajustadas a 107 propagulos g*. Para la produccion
de biomasa bacteriana, las cepas seleccionadas fueron sembradas en masa en placas Petri de
120 x 120 mm que contenian medio APHA utilizando un isopo estéril. Las placas fueron
incubadas a 30 °C durante 24 h. Tras la incubacién, la biomasa fue tomada de la superficie de
las placas usando una espatula estéril y transferida a un contenedor estéril. La viabilidad del
indculo bacteriano se determind utilizando el método de Miles y col. (1938), que estima el nimero
de unidades formadoras de colonias (CFU) viable por unidad de volumen o peso en una
suspension bacteriana. La biomasa bacteriana fue ajustada en este caso a 10'° CFU mL™. Por
ultimo, al inicio de proceso de compostaje, las pilas P3, P4, P7 y P8 fueron suplementadas con
una mezcla de biomasa microbiana (OR1, OR3y H2) en una relacion de 6 log CFU g de residuo
y cepa. Para ello, la biomasa fue incorporada en el agua utilizada para ajustar el contenido en
humedad de las pilas.

Ambos trabajos de compostaje fueron analizados para los pardmetros de pH, conductividad
eléctrica (CE), materia organica total, nitrdgeno total, carbono organico total, polifenoles
hidrosolubles, capacidad de intercambio cationico (CIC), indice de germinacion (IG), y contenido
total elemental de P, K, Ca, Mg, y Na y metales pesados. Los métodos utilizados fueron los
descritos por Bustamante y col. (2008): el pH y CE se analizaron en un extracto acuoso 1:10
(peso/volumen). La materia organica total se midié por pérdida por ignicion a 430 °C durante 24
h. El nitrégeno total y el carbono organico total se midié por ignicién a 1020 °C en un analizador
elemental automatico (EuroVector elemental Analyser, Milan, Italia). Los polifenoles
hidrosolubles se analizaron con el método modificado Folin-Ciocalteu en un extracto acuoso 1:20
(peso/volumen) (Paredes y col., 2009). La CIC se analiz6 utilizando el método de BacCl,-
trietanolamina. El IG del compost final e inicial se midié en semillas de Lepidium sativum de
acuerdo al método de Zucconi y col (1981). El contenido elemental total de P, K, Ca, Mgy Nay
los metales pesados fueron medidos mediante ICP-OES tras una digestiébn en microondas.
Ademas, para los compost de la primera publicacion se realiz6 también el andlisis del contenido
en &cidos humicos y fllvicos en una extraccion alcalina 1:20 (NaOH) utilizando un analizador
automatico para muestras liquidas (TOC-VCSN Analizer, Shimadzu, Kyoto, Jap6n). Respecto al
desarrollo de la materia organica, para ambos trabajos se realiz6 un andlisis y modelizacion de
la variacion y pérdida de materia organica a lo largo del proceso a partir del calculo de
mineralizaciébn de la materia organica descrito por Paredes y col. (2000b) y ajustando los
resultados a una ecuacién cinética de primer orden mediante el software SigmaPlot 13. Ademas,
para el primer trabajo se realiz6 un analisis térmico y espectroscopico mediante una
termobalanza (Mettler Toledo TGA/SDTA851e/LF/1600) unida a un espectrometro de masas

(Pfeiffer Vacuum Thermostar GSD301T) mediante los métodos descritos por Martin-Mata et at.,
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(2016). Por ultimo, en ambos trabajos se realizé un seguimiento de los flujos de los GEI (COx,
CHa4 y N2O) emitidos por las pilas de compostaje utilizando una camara opaca y aislada (3.534
dm3) y un dispositivo de andlisis de gases fotoacustico Gasera One (Gasera One, Gasera Ltd.,
Finlandia) Las mediciones GEI se realizaron al inicio y al final del proceso y los dias 6, 20, 35,
49, 62, 76,91y 109 en el primer trabajo y 7,15, 21, 35,49,63,77, 91 y 105 en el segundo trabajo.
Los gases se midieron directamente desde la parte superior de la pila'y por duplicado, y los flujos
de emisién (mg gas m? dia!) fueron calculados de acuerdo a lo descrito por Sanchez-Navarro y
col. (2022). Las emisiones acumuladas de gases durante el periodo experimental se calcularon
mediante la multiplicacién del flujo medio de las dos mediciones consecutivas por el tiempo entre
ellas. Ademas, se tomd en cuenta la superficie total de las pilas (forma de prisma trapezoidal)
para determinar las emisiones gaseosas totales. El total de GWP de cada pila fue expresado
como CO; equivalentes y calculados utilizando los factores de (IPCC, 2023) para cada gas, con
N2O Y CH, teniendo valores GWP de 273 y 27.2 respectivamente y excluyendo las emisiones de
CO; del célculo debido a que se consideran biogénicas (Christensen y col., 2009).

Para la primera publicaciéon se realizé el calculo del valor econémico del producto de
acuerdo a las unidades fertilizantes y el contenido en sustancias himicas, determinado mediante
métodos analiticos. Se calculé el valor en base al precio equivalente de las unidades de N, P,0s,
K20y las sustancias humicas de la urea, el fosfato diaménico (DAP) y el cloruro de potasio (KCI)
y las sustancias humicas en el mercado, respectivamente (Jara-Samaniego y col., 2017). Cada
valor se obtuvo a partir del valor promedio (EUR/tonelada) de cada fertilizante en 2023 segun el
World Bank. Se tomd como referencia el valor de humedad del compost al 25%, ya que es el
contenido promedio en agua del compost comercial que cumple con el rango establecido por el
Real Decreto 999/2017 (BOE-A-2017-14332) (<40% de humedad en compost comerciales). El
programa Infostat® (v.2020), un paquete de software estadistico unido al entorno de
programacion R (Di Rienzo y col., 2020), se utilizé para realizar el andlisis de datos de la primera
publicacion; y el andlisis estadistico de la segunda publicacion se llevé a cabo mediante el
software IBM SPSS versiéon 3.0. Se utilizaron analisis de varianza de una via (ANOVA) y test
minima diferencia significativa (LSD) a p < 0,05 para analizar la significancia estadistica de las
diferencias entre los valores de cada parametro analizado a lo largo del proceso de compostaje.
Se utilizaron test LSD y ANOVA de dos vias para analizar las diferencias entre los valores de
cada parametro (Fuentes de Nitrégeno, Fuentes de Carbono, cobertura y aditivos) estudiados
durante el compostaje. Los flujos diarios de GEl, las emisiones de GEI acumuladas y el GWP se
analizaron con los métodos estadisticos ya mencionados. El indice exotérmico (EXI?) se define
como la suma cuadratica de la diferencia diaria entre la temperatura interna de la pila y la
ambiental durante la fase bioxidativa. Se realiz6 una correlacién de Pearson entre los pardmetros

fisico-quimicos y las emisiones de GEI de los diferentes compost de la primera publicacion.
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La publicacién 3; sobre la prueba agronémica de los compost de alpechin sobre lechuga
y maiz para determinar la eficiencia fertilizante y los efectos tdéxicos sobre la germinacién y
crecimiento de las plantulas; se publicé en la revista Agronomy bajo el titulo “Agronomic

assessment of olive mill wastewater sludge derived compost son Lactuca sativa and Zea mais:

fertilizing afficiency and potential toxic effect on seed germination and seedling growth” (Anexo
8.3.).

Para este trabajo se realiz6 un disefio experimental dividido en dos partes: el experimento
de macetas y el ensayo de toxicidad en maiz. Los compost utilizados fueron los producidos en
la primera publicacion de esta tesis. Para el experimento en macetas se realizaron dos ciclos de
cultivo con lechuga (Lactuca sativa L. “Celistra”) del tipo Little Gem, que se llevaron a cabo en
las instalaciones FertiLab-EPSO UMH (Orihuela, Espafia) bajo condiciones controladas. Durante
ambos ciclos de cultivo la temperatura se mantuvo entre 21y 25 °C, la humedad relativa estuvo
entre 50% y 60% Yy el fotoperiodo fue de 12h/12h (luz/oscuridad) mediante lamparas artificiales
(RX600, Solray® 285, Helsinki, Finlandia). Las macetas de plastico (g 11 cm, 1.200 cm?®) se
llenaron con 1.500 g de suelo, preparado de acuerdo con los test basados en suelo para plantas
OECD 207.1984 (Test No. 207: Earthworm, Acute Toxicity Tests, 1984); que consistié en una
mezcla de suelo natural franco (0-20 cm de profundidad, secado al aire y tamizado a 5 mm)
recolectado de la granja experimental de la EPSO-UMH (38°4'9.066" N, 0°59'6.148" W) y arena
fina y gruesa (50:25:25 peso:peso:peso, respectivamente) para obtener una textura franco
arenosa. El suelo sintético tuvo una distribucién granulométrica de 60% arena, 12.5% limo y
27.5% arcilla, una densidad aparente de 12.7 kg m3, un pH de 8.47 y una conductividad eléctrica
de 3.58 dS mt.

Los tratamientos se aplicaron superficialmente con una aplicacién normalizada de 200 kg
N ha? excepto IN100, que fue ajustado a 100 kg N ha. Se probaron 8 compost de alpechin (T1-
C, T1-B, T2-C, T2-B, T3-C, T3-B, T4-C y T4-B; donde T1 a T4 fueron distintas mezclas de
compostaje con alpechin mostradas en la primera publicacién, y C y B hacen referencia al
tratamiento sin aditivos y al tratamiento con aditivacion de Biochar). Se prepararon tres
tratamientos como control postivo: fertilizantes inorganicos con contenido NPK de 15-15-15%
(IN100 e IN200), Vermicompost de estiércol de cabra (Vermi) y estiércol vacuno fresco (Manure).
Ademas, se prepararon tres macetas que no recibieron ningin tratamiento y se utilizaron como
control. En cada maceta se aplicé una plantula de Lactuca sativa L. “Celistra” y los tratamientos
se aplicaron por triplicado, se distribuyeron aleatoriamente y se regaron consistentemente para
mantener la humedad del suelo al 60% de su capacidad de retencién hidrica.

El primer ciclo de cultivo duré 51 dias hasta la cosecha. Tras cosechar la lechuga, el suelo
de cada maceta del mismo tratamiento fue combinado, una fraccion fue utilizada para realizar

los analisis y otra fue reutilizada como sustrato para el segundo ciclo de cultivo. En el segundo
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ciclo de cultivo dur6é 48 dias y se mantuvieron las mismas condiciones que el primer ciclo,
incluyendo la variedad de la lechuga y las condiciones ambientales. En el segundo ciclo de cultivo
no se aplicd ningun tratamiento al suelo. La cosecha se llevo a cabo de la misma forma que en
el primer ciclo y el suelo fue utilizado para analisis.

Para realizar la prueba de fitotoxicidad se llevé a cabo un test de indice de germinacion
indirecto (IG) a todos los compost utilizando extractos acuosos (1:10 peso/volumen) y Lepidium
sativum L. tal y como se menciona en los métodos analiticos de la primera y segunda publicaciéon
(Zucconi, Pera, y col., 1981). Los dos compost que mostraron los mayores valores de IG se
seleccionaron para la prueba de viabilidad como sustrato (T1-C y T4-C) y la fitotoxicidad fue
evaluada mediante una prueba de crecimiento vegetal para la determinacion directa de toxicidad
aguda (OECD, 2006), utilizando diferentes proporciones de cada compost mezcladas con fibra
de coco (100/0, 50/50, 25/75, 12.5/87.5 wiw %). Se prepararon en torno a 60 g de sustrato en
alvéolos de plantacion, con 10 réplicas de cada mezcla, y una semilla de maiz (Zea mays L. var
“‘Rostrato”) en cada una. Se dejo crecer a las plantas 2 semanas desde la germinacion y
emergencia del 50% de las semillas del tratamiento control. La humedad de los sustratos se
mantuvo al 70% de su capacidad de retencion hidrica mediante riegos periodicos. Tras las 2
semanas de crecimiento se contabilizé el nimero de semillas que emergieron en cada
tratamiento y se midi6é el peso seco y fresco de la parte aérea y radicular de las plantulas. Se
calcularon la concentracién efectiva media (EC50) y la concentracion letal media (LC50)
aplicando una regresion lineal a la relacion entre el logaritmo del porcentaje de concentracion del
compost y el efecto tdéxico sobre el crecimiento fresco y seco y la emergencia de semillas, ambos
comparados frente al control (100% fibra de coco) (Clemente y col., 2020).

Para realizar la analitica de los suelos de las macetas de ambos ciclos, los suelos de todas
las réplicas del mismo tratamiento de cada ciclo fueron integrados, secados al aire tras retirar las
raices mas grandes, molidos y tamizados a < 2 mm. El pH de las muestras se analiz6 en
extracciones suelo/agua 1:2.5 (peso/volumen), la CE se midié en extractos suelo/agua 1:5
(peso/volumen), el nitrégeno total Kjeldahl (NTK) se midié por el método descrito por Bremner
(2018), el fésforo Olsen (Olsen-P) se midié por el método descrito por Olsen y col. (1954), el
potasio asimilable (Kava) se midi6 mediante el método descrito por Knudsen y col. (1982) y el
carbono oxidable (Cox) se midi6 mediante el método WIkley y Black modificado (Yeomans y
Bremner, 1988).

El desarrollo vegetal de las lechugas de ambos ciclos se analizé mediante el seguimiento
de la cobertura total de las plantas (fCOVER) y el contenido en clorofila (CCC) en los dias 10,25
y 45 desde la plantacion. La fCOVER se midié utilizando la aplicacién Canopeo (Patrignani y
Ochsner, 2015) y el CCC se midié mediante un clorofilbmetro manual (Konica Minolta Chlorophyll
Meter SPAD-502 Plus) (Casella y col., 2022). La cosecha del primer ciclo de cultivo se llevé a

cabo tras 51 dias desde el inicio del experimento y la cosecha del segundo ciclo se realizé a los
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48 dias desde el inicio del experimento. Tras cada una de las cosechas se peso la biomasa aérea
fresca de cada lechuga (g maceta?), se secaron a 60 °C durante 48 h y la biomasa seca fue
pesada de nuevo (g maceta?) para determinar la produccion en peso fresco y seco. Las muestras
de lechuga secas se molieron y tamizaron (< 1 mm) para su analisis quimico. El carbono total
(TOC) y el nitrogeno total (TN) fueron analizados mediante un microanalizador elemental
automatico (EuroVector, Milan, Italia). Los macro y micronutrientes (Ca, S, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn,
Na, P y K) se midieron mediante espectroscopia de emisién atbmica con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES) tras una digestidin con HNO3/HCIO4 (1:4 volumen/volumen). La eficiencia
de uso de nutrientes se calculd para el nitrdgeno (NUE) del primer ciclo de cultivo como la relacion
entre la aplicacion de nutrientes mediante los tratamientos y la toma de nutrientes de cada planta
(L6pez-Bellido y col., 2005).
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En este apartado se desarrollan los resultados obtenidos en cada uno de los trabajos que
forman esta tesis. Todos ellos fueron publicados en las revistas mencionadas anteriormente y el
documento completo se recoge en el apartado Anexos, incluyendo las respectivas tablas y
figuras.

La publicacién 1; sobre compostaje de alpechines; en el cual se utilizaron distintas fuentes
de nitrdgeno y carbono, se aplicaron como aditivos biochar y un aditivo organico-mineral, y se
utilizaron lonas para tratar de mitigar las emisiones de efecto invernadero; se publicé en la revista
Agronomy (2025) baijo el titulo “Composting of Olive Mill Wastewater Sludge Using a Combination
of Multiple Strategies: Assessment of Improvement in Biodegradability, GHG Emissions, and
Characteristics of the End Product” (Anexo 8.1.) y sus resultados se exponen en los siguientes
apartados:

Cambios en la temperatura e indices exotérmicos

Los cambios en el perfil térmico mostraron un rapido incremento de los valores de
temperatura en todas las pilas de co-compostaje independientemente de las estrategias
utilizadas. Los valores termodfilos (>40°C) se alcanzaron rapidamente y como minimo se
mantuvieron hasta el primer volteo (20 dias), excepto en la Mezcla 3 sin aditivo y sin cobertura.
Todas las pilas mantuvieron temperaturas terméfilas que se reavivaron tras los volteos hasta 80
dias desde el inicio del proceso. Tras el volteo que se llevé a cabo en el dia 90, la temperatura
decay0 progresivamente hasta alcanzar valores ambientales, indicando el fin de la fase bio-
oxidativa del compostaje. La maxima temperatura alcanzada mostré diferencias estadisticas
cuando se compararon las diferentes mezclas. Ademas, el comportamiento exotérmico también
mostré diferencias estadisticas cuando se compararon las mezclas, tal y como muestra el
namero de dias que cada mezcla pasé a mas de 50, 60 y 70°C. Las mezclas 1y 3 no alcanzaron
los 70°C, mientras que la Mezcla 2 y la Mezcla 4 mostraron temperaturas sobre los 70°C durante
1 y 11 dias respectivamente. Esto puede ser debido a mejores condiciones de difusion de
oxigeno en esas mezclas, ya que el incremento de temperatura es causado por la actividad
exotérmica microbiana durante la descomposicion de la materia organica (Nelson y col., 2007).
En lo que respecta a las diferentes variables experimentales, la mayor temperatura promedio se
encontré en las mezclas en las que la poda de vifia se utiliz6 como fuente de carbono. Las
mezclas con poda de vifia alcanzaron temperaturas mayores (+10°C de maxima y +6.1°C de
media), de manera que sus indices exotérmicos (EXi2) fueron también remarcablemente
mayores. La actividad exotérmica no se vio afectada por la fuente de nitrégeno y no se
encontraron grandes diferencias en el comportamiento térmico de las pilas de compostaje
dependiendo del uso de estiércol vacuno o caprino. El tipo de sistema de compostaje utilizado

en este estudio (escala comercial con volteo periédico) no produjo diferencias significativas entre
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las pilas con cobertura geotextil y aquellas que no la tuvieron. En este aspecto, estudios como
Sun y col. (2022) o Xiong y col. (2023) hablan de un efecto en la temperatura en sistemas de
compostaje con coberturas de membrana semipermeable, aunque en ambos casos estos
estudios fueron llevados a cabo en sistemas de compostaje con aireacion forzada intermitente.
Finalmente, los aditivos (biochar y bio-mineral) en la proporcién que se probaron (1% en peso
sobre materia fresca) no produjeron diferencias significativas. Czekala y col. (2016), co-
compostando estiércol de corral con aditivaciéon de biochar, informé sobre un efecto de
incremento en la temperatura; y Sebahire y col. (2024), en un experimento de compostaje a
escala de laboratorio con estiércol vacuno, indicé un incremento en la temperatura al utilizar
biochar en la mezcla. En ambos estudios, la aplicacién de biochar fue del 5% a diferencia del 1%

utilizado en este.

Dindamicas de la materia organica y andlisis térmico

La concentracion inicial de materia organica total fue mayor en la Mezcla 1 (76.9%),
preparada con estiércol vacuno y poda de almendro. Las mezclas 2 y 3 mostraron valores
iniciales de materia organica total cercanos, del 72.2% y 72.1% respectivamente. La mezcla
preparada con la combinacién de estiércol caprino, poda de vifia y alpechin obtuvo el menor valor
inicial de materia organica total (68.7%). En todas las pilas de este estudio la reduccion de
contenido en materia organica fue mayor durante etapas tempranas de la fase bio-oxidativa, pero
con diferente intensidad dependiendo de los materiales iniciales y estrategias de manejo
utilizadas. En lo que respecta a las fuentes de nitrégeno utilizadas, durante la fase termofila las
pilas preparadas con estiércol vacuno alcanzaron pérdidas de materia organica del 34.7%,
mientras que las pilas preparadas con estiércol caprino alcanzaron el 30.7% de pérdida de
materia organica. En un estudio sobre tratamientos de digestion anaerobia, Nleya y col. (2025)
encontré menor biodegradabilidad en el estiércol caprino (26% de biodegradabilidad) comparado
con el estiércol vacuno (81% de biodegradabilidad), atribuido a hidrélisis mas lentas y a una
composicion mas recalcitrante de la parte mineral del estiércol caprino. Un efecto similar se
observé en las pilas preparadas con podad de vifia (35% de pérdida de materia organica) durante
la fase termofila comparada con las pilas que contenian poda de almendro (29.7%) como
estructurante. Hachicha y col. (2009) reportd que la naturaleza de los agentes estructurantes
cumple un rol importante en el compostaje de alpechines, encontrando que el uso de paja de
maiz resultd en menores pérdidas de materia organica, con una fase termofila muy corta
comparada con el uso de residuos de algodén como estructurante. El uso de cubierta geotextil
resultd en una menor ratio de mineralizacion de materia organica comparado a las pilas sin
cobertura, con valores de degradacion de materia organica durante la fase termofila del 30.4% vy
el 34.9% respectivamente y un valor promedio al final del proceso de compostaje del 47.8% en

las pilas cubiertas y un 49.3% en las pilas sin cubrir. Este comportamiento contrasta con los
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resultados de Xiong y col. (2021) en su estudio de compostaje de estiércol vacuno y paja de trigo,
donde una membrana funcional semipermeable fue incorporada, resultando en mayor
degradacién de materia organica. Este resultado discordante observado entre la membrana
semipermeable utilizada por Xiong y col. (2021) y la membrana geotextil utilizada en este estudio
podria atribuirse a dos factores. El primero podrian ser las caracteristicas del material de
fabricacion, que producen dos tipos de cobertura con diferentes propiedades, tales como el
tamafo del poro, su distribucion, la permeabilidad al aire, o el ratio de transmisién de vapor de
agua. Otro factor podria ser el tipo de sistema de compostaje utilizado. Xiong y col. (2023) uso
un sistema de aireacion forzado mediante un dispositivo en el fondo de la pila que cred un medio
de presion ligeramente positiva bajo la membrana, mejorando el flujo de oxigeno en la pila (Xiong
y col., 2021). Finalmente, los aditivos utilizados mostraron una degradacién de materia organica
mas lenta durante la fase termdfila, alcanzando el 31.4% en los tratamientos con biochar, el
30.3% en los tratamientos bio-minerales y el 36.5% sin tratamientos aditivos. Mdltiples estudios
han mostrado que la adicion de aditivos exdgenos, como el vinagre de madera (Guo y col., 2021),
superfosfato (Zhang y col., 2017) o biochar (Akdeniz, 2019), pueden acelerar la descomposicion
de la materia organica y acortar el tiempo de compostaje. Se ha observado que el biochar puede
acelerar la mineralizacion de materia organica, principalmente debido a que las caracteristicas
fisicas y quimicas del material pueden mejorar la aireacion de la pila de compostaje (Godlewska
y col., 2017), estimular los microorganismos y sus niveles de actividad enzimatica (Yin. Y, Yang,
Tang, y col., 2021), y fomentar la degradacion de materia organica (Khan y col., 2016). En este
estudio, los resultados obtenidos no mostraron este efecto de mejora en la degradacién de la
materia organica, aunque el valor final de potencial de degradacién (A) fue ligeramente superior
en las pilas de bio-mineral y biochar en comparacion con las no aditivadas. Las R1 y R2 iniciales
presentaron valores similares en todas las pilas de compostaje, como se esperaba, ya que el
ingrediente principal en todos los casos fue alpechin de la misma balsa de almacenamiento.
Ademas, las proporciones de fuente de nitrégeno y carbono en las mezclas fueron calculadas
para obtener relaciones C/N iniciales similares. Segin el compostaje progreso, se observé un
incremento en R1y R2 en todos los casos, y se encontraron diferencias ligeramente significativas
en el comportamiento durante la fase termofila. El incremento de los valores de R1y R2 en las
mezclas 1 y 2, preparadas con estiércol vacuno, fueron superiores a las de las mezclas
preparadas con estiércol caprino. Este incremento de R1 y R2 durante el compostaje indicaron
un incremento en el contenido relativo de la fraccion de materia organica mas térmicamente
estable en comparacion con la menos estable (Martin-Mata y col., 2016). Los valores de R1y R2
se volvieron estables en las fases de maduracion de todas las pilas. Sin embargo, cuando se
comparan los valores de R1 y R2 entre muestras tomadas al final de la fase de maduracion y las
muestras tomadas al final de la fase bio-oxidativa se observan incrementos significativos. Esto

sugiere que los compuestos organicos alcanzaron buena estabilidad al final de la fase bio-
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oxidativa (Diaz y col., 2021), con tan solo cambios minimos durante la fase de maduracion. En
lo respectivo al FTIR, los valores muestran una intensa absorcion en la regién de la banda
relacionada con los carbohidratos (1096 y 1037 cm) (Martinez-Sabater y col., 2009). En lo que
respecta a los materiales iniciales, el alpechin alcanzé el valor mas alto (0.283), con grandes
diferencias comparado con otros materiales iniciales (0.081 el estiércol caprino, 0.067 el estiércol
vacuno, 0.065 la poda de almendro, 0.061 la poda de vifia y 0.03 el biochar). Al inicio del proceso
de compostaje, todas las mezclas presentaron las mayores absorbancias relativas, mostrando la
Mezcla 3 la mayor. Durante la fase termdfila, la banda correspondiente a los carbohidratos
decrecio abruptamente en todas las mezclas, tras lo cual los valores se mantuvieron estables
hasta el final del compostaje. Esto indica que los carbohidratos, incluyendo los compuestos
organicos facilmente biodegradables tales como carbohidratos simples, fueron la fracciébn mas
metabolizada por la microflora del compostaje al principio del proceso (Hachicha y col., 2009). El
andlisis estadistico mostré que la gran diferencia en el indice de termoestabilidad (R1) puede
explicarse por la variacion en la fuente de nitrogeno. Especialmente durante las fases termofila
y bio-oxidativa, el uso de estiércol vacuno como ingrediente en las pilas de compostaje llevé a
mayores valores de R1 y R2. Cuando la temperatura a la que ocurre la pérdida de peso es mayor,
la fraccion organica que se degrada es consecuentemente mas resistente y ordenada
estructuralmente (Diaz y col.,, 2021). El uso de cobertura también mostré diferencias
significativas, pero con valores casi idénticos en R1, especialmente tras el final de la fase bio-
oxidativa y durante la fase de maduracion. Asi pues, en vista de los datos, la cantidad de materia
organica quemada en las dos regiones de temperatura no fue influenciada por las principales
variables consideradas ni por el uso de diferentes fuentes de C o aditivos tales como el biochar

o el bio-mineral.

Cambios en los pardmetros fisicoquimicos durante el proceso de compostaje

En lo que respecta al pH, los valores mas bajos se encontraron al principio del tratamiento
en todas las estrategias utilizadas. Todas las mezclas empezaron con un pH cercano a la
normalidad (7.7 en promedio) y terminaron el proceso con valores promedio de 8.3 en la Mezcla
2,8.5enlaMezclal, 8.8 enlaMezcla4y 9.3 enla Mezcla 3, todos mas alcalinos. Wichuk y col.
(2010) afirma que la liberacion de amonio es la responsable del incremento de pH durante el
proceso y su volatilizacién causa una reduccién en el pH cercana a 9.5, lo que se correlaciona
bien con otros indicadores de estabilidad y madurez. En un test de correlacion Pearson, el pH
mostré una correlacién negativa (r = -0.611 a p < 0.001) con el contenido en nitrégeno total de
las pilas, apoyando la propuesta de Wichuk y col. (2010) sobre el incremento de pH con las
pérdidas de nitrégeno. La conductividad eléctrica esta relacionada estrechamente con la
salinidad en la bibliografia. En cualquier caso, la correlacién de Pearson mostrd una correlacion

positiva fuerte entre el nitrégeno total y la conductividad eléctrica (r = 0.696 a p < 0.001) y a
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correlacion positiva algo menor con el contenido en sodio (r = 0243 a p < 0.05). Tanto la Mezcla
1 como la Mezcla 4 exhibieron un comportamiento similar en su conductividad eléctrica a lo largo
del tiempo. Durante la fase termdfila (60 dias) la conductividad eléctrica decrecié en ambas
mezclas, pero luego incrementd gradualmente hasta exceder los valores iniciales en los casos
donde se utilizé el aditivo bio-mineral o la cobertura. La Mezcla 3 mostré un desarrollo diferente,
con un marcado incremento de conductividad eléctrica al final de la fase bio-oxidativa en las
pruebas de todas sus variantes. En general, los valores de conductividad eléctrica de los compost
maduros obtenidos se encontraron en el rango superior de los reportados en otros trabajos para
los compost hechos con alpechin (2.46 dS m-! — 2.31 dS m') (Cayuela y col., 2010; Saez y col.,
2021). La elevada conductividad eléctrica de los productos finales puede estar relacionada con
el alpechin como ingrediente, dependiendo del origen del alpechin utilizado, ya que puede causar
altas conductividades eléctricas (Hachicha y col., 2009) pero no tiene mayor impacto que las
fuentes de nitrdgeno o carbono (Azzam y Hazaimeh, 2021). Ya que la conductividad eléctrica
inicial del alpechin utilizado no fue tan alta como la encontrada en las fuentes de nitrégeno, no
parece ser la causa de la conductividad eléctrica elevada que se encuentra en el compost final
de todas las pilas. El alpechin es bien conocido por su elevada concentracion en sustancias
fendlicas. Estos compuestos aromaticos tienen un efecto fitotéxico y pueden actuar como
inhibidores del crecimiento de algunos microorganismos presentes en el compostaje (Azzam y
Hazaimeh, 2021). El alpechin de este estudio mostré una alta concentracion de compuestos
fendlicos, 29.840 mg kg, mas elevada que las reportadas en otros estudios que utilizaron
alpechines extraidos de balsas de almacenamiento: 19.996 mg kg (Saez y col., 2021) y 13.400
mg kg? (Kavvadias y col., 2017) Este valor disminuy6 en las mezclas iniciales debido al efecto
de la dilucién cuando el alpechin fue mezclado con los distintos ingredientes utilizados,
resultando en un rango de 4554-6708 mg kg. En todas las pilas de compostaje se observé un
descenso brusco en los compuestos fendlicos durante los primeros dos meses, con un
comportamiento similar a los descritos por Hachicha y col. (2009) y Saez y col. (2021). Estos
procesos de biodegradacion iniciales de la fraccién fendlica fueron mas pronunciados cuando se
utilizo el aditivo bio-mineral en las Mezcla 1 y la Mezcla 2, ambas de estiércol vacuno. Al final del
compostaje, la reduccion promedio en compuestos fendlicos de acuerdo a las distintas variables
fue del 47% al usar aditivo bio-mineral, 27% al aplicar biochar, 23% al no usar aditivo, 28% al
utilizar cobertura geotextil y 37% al no utilizar cobertura. Los compost con aditivo bio-mineral
mostraron un menor contenido final en polifenoles hidrosolubles al final de la fase de maduracion.
Cayuela y col. (2006) observé una reduccion de los polifenoles hidrosolubles entre el 34% vy el
44% durante un compostaje de alpechin en pilas, pero también encontré un comportamiento de
incrementos y reducciones que atribuyé a la degradacién de lignina. Esto podria explicar el

incremento repentino de los polifenoles hidrosolubles encontrados tras la fase bio-oxidativa en
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las mezclas 3 y 4. Hachicha y col. (2009) encontré una degradacion de fenoles del 72% tras 7

meses de proceso.

Emisiones de GEI durante el compostaje y evaluacion de GWP

Los mayores GWP se observaron en la Mezcla 4, mientras que las otras mezclas no
mostraron diferencias discernibles. Esto es atribuible a que la Mezcla 4 mostré las mayores
emisiones acumuladas de N2O (con un incremento en emisiones del 61%, 55% y 48% para la
Mezcla 1, 2 y 3 respectivamente). Sin embargo, los resultados estadisticos revelaron que las
mayores pérdidas de nitrégeno ocurrieron en la Mezcla 2 debido a las emisiones de NHs. No se
encontraron diferencias en las emisiones de CO; 0 CH4 para las mezclas probadas. Con respecto
a las fuentes de nitrogeno, el estiércol caprino fue el que mostré las mayores emisiones de N0,
aungue el estiércol vacuno emitié mas NHs. Por lo general, el GWP fue superior en los compost
de estiércol caprino. Ba y col. (2020) observé que las emisiones de N.O se correlacionaban
positivamente con el contenido en nitrégeno total del material a compostar, ya que se producen
durante procesos de nitrificacién/desnitrificacién incompletos bajo condiciones aerobias y
anaerobias. Aun asi, el estiércol caprino tenia menor nitrogeno total (1.87%) que el estiércol
vacuno (2.15%) y a consecuencia las pilas iniciales preparadas con estiércol caprino también
tuvieron un contenido de nitrégeno total inicial promedio menor (1.85%) que las pilas de estiércol
vacuno (2.05%). Otra explicacion puede provenir de Pardo y col. (2015) que, en su meta-analisis
sobre el efecto de diferentes sistemas de compostaje en emisiones de gases, sugirié que las
practicas de manejo tienen mayor influencia en las emisiones que la composicion de los residuos
sélidos en bruto. El uso de poda de vifia como fuente de carbono causé un incremento en las
emisiones de N.O y CO; comparado con la poda de almendro. EI comportamiento de las
emisiones de CO; fue similar al mostrado por las pilas con cubierta geotextil, sugiriendo que la
fuente de carbono y la presencia de cobertura fueron las causas principales de variabilidad en
las emisiones de CO.. El uso de aditivos no fue estadisticamente significativo para los diferentes
flujos de GEI o no tuvieron un efecto significativo en el GWP. Otros estudios han probado el
biochar como aditivo en sistemas de compostaje y han encontrado reducciones en las pérdidas
de nitrégeno en un rango de entre el 6% y el 86%, dependiendo de la proporcién aplicada, entre
un 3% y un 25%, con una reduccién proporcional a la proporcion utilizada (Sanchez-Monedero y
col., 2018). También se han probado de forma satisfactoria, con efecto de mitigacién de las
emisiones de GEl, otras dosis de aplicacion mayores, del 20% (Steiner y col., 2010) al 50% (Dias
y col., 2010). Sin embargo, las dosis mayores del 20% son desaconsejadas debido a un potencial
efecto negativo en la actividad microbiana que puede ralentizar el proceso(M. Liy col., 2017). Ya
que en este estudio el biochar se aplic6 al 1%, puede que el porcentaje de aplicacion fuera
insuficiente para representar un impacto estadisticamente significativo en las emisiones de N0,

NHs o CHas. Las pilas cubiertas con la membrana geotextil semipermeable incrementaron sus
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emisiones de CO; en un 67.5% comparado con las pilas de gestion convencional, en contraste
con otros estudios. Los autores de Varga y col. (2024) encontraron una reduccion significativa
de las emisiones de NHs;, CO,, CH4 y N2O cuando se utiliz6 una membrana semipermeable.
Ademads, Xiong y col. (2023), utilizando un sistema de compostaje con una membrana funcional,
reportd una reduccion del 23% en las emisiones de CH,, lo que se atribuy6 a las elevadas
temperaturas alcanzadas por la pila cubierta. Ademas, se observo que, en las pilas cubiertas, el
ratio de emisién de CH, decrecid gradualmente al inhibirse las bacterias metanogénicas debido
a las altas temperaturas de la fase termdfila (Ma y col., 2020).Sin embargo, como se menciona
anteriormente, bajo las condiciones experimentales de este trabajo no se encontraron diferencias

entre el comportamiento exotérmico de las pilas cubiertas y sin cubrir.

Caracteristicas del compost final

Aunque se utilizd la misma proporcion de alpechin para preparar todas las mezclas, la
Mezcla 1 mostro menor contenido en polifenoles hidrosolubles en el producto final. El uso de
aditivo bio-mineral o biochar no mostré ninguna tendencia clara. Aun asi, en general, las pilas
con cobertura mostraron una menor reduccion en el contenido de polifenoles hidrosolubles. Esto
es especialmente notable en la Mezcla 4. Al analizar tan solo las pilas sin cobertura, se observa
que la Mezcla 3 presenta el mayor contenido en polifenoles hidrosolubles. Los polifenoles
hidrosolubles presentaron una correlacion Pearson positiva con el pH (r = 0.718 a p < 0.001).
Los compuestos fendlicos se consideran acidos débiles y se espera que se neutralicen en medio
alcalino (bajo pH), formando sales de fenolato que estdn menos disponibles para la
biodegradacion (S. Wang y col., 2015). Esto puede haber ocurrido en la Mezcla 3, ya que tuvo el
mayor pH durante el compostaje. Todas las pilas alcanzaron valores por debajo del limite
establecido (< 8000 mg kg*) en las regulaciones espafiolas (RD 506/2013) para la venta de
compost derivado de alpechin. El contenido hiumico tampoco fue afectado significativamente por
el uso de aditivos, aunque los tratamientos con aplicacidn de biochar mostraron incrementos del
8% y 9% en la formacién de sustancias himicas en las pilas sin y con cobertura respectivamente.
Esto coincide con los hallazgos de otros autores (Jindo y col., 2016; M. Li y col., 2017), que
propusieron distintos mecanismos para explicar el efecto causado por el biochar: (1) la liberacién
de compuestos organicos solubles y restos aromaticos a partir del biochar puede ser incorporado
a las sustancias humicas, y (2) la adsorcion de estos compuestos en la superficie activa.
Adicionalmente, los diferentes tratamientos mostraron el mismo comportamiento en pilas
cubiertas y sin cubrir, lo que parece indicar que la estrategia de manejo no fue la causa y que las
diferencias en este parametro fueron causadas principalmente por la diferente composicion de
cada mezcla. Se registraron valores de indice de germinacion iniciales bajos en las cuatro
mezclas probadas, con 6.7%, 2.1%, 2.2% y 5.3% respectivamente para las mezclas 1, 2, 3y 4,

lo que sugiere severa fitotoxicidad en el sustrato de alpechin durante las fases tempranas de
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compostaje. Tras esto, el pardmetro aumenté durante todo el proceso hasta alcanzar > 50% en
el producto final, excepto la Mezcla 3. De acuerdo con el indice de germinacién, la Mezcla 3
mostrd altas caracteristicas fitotéxicas en todos los escenarios probados. Los aditivos no
mostraron el mismo comportamiento en otras mezclas y, por tanto, el estudio estadistico no
encontré un efecto claro. Sin embargo, en general, el indice de germinacién de las pilas con
aditivo bio-mineral fue ligeramente superior, quiza relacionado con la previamente mencionada
baja concentracion de polifenoles hidrosolubles que se encontré. Una correlacion Pearson apoya
esta conclusién, con una moderada correlaciéon negativa (r = -0.500 a p = 0.001) entre los
polifenoles hidrosolubles y el indice de germinacion. La capacidad de intercambio catiénico de
los compost finales fue afectada por la presencia de cobertura. Sin cobertura, no se encuentran
diferencias entre los distintos aditivos, pero con cobertura se muestran pequefios incrementos
en la capacidad de intercambio catiénico en las pilas que utilizaron biochar o aditivo bio-mineral
en comparacién con los grupos control. Notablemente, la Mezcla 1 y Mezcla 4 incrementaron su
capacidad de intercambio catidnico cuando ambos, cobertura y aditivo bio-mineral, fueron
utilizados. Las pilas con biochar también tuvieron mejor rendimiento en este aspecto bajo la
cubierta, como se observa en las mezclas 3 y 4. La mayor capacidad de intercambio catiénico
promedio encontrada en las pilas con biochar y cobertura se encuentra en concordancia con lo
observado por otros autores. Agyarko y col. (2017) reporté que la absorcién de tanto la materia
organica envejecida como disuelta llevé a la formacion de oxigeno enlazado organicamente con
un contenido en grupos funcionales en la superficie del biochar, y la primera y mas importante
consecuencia de esta modificacion de la superficie del biochar es el incremento de la capacidad

de intercambio catiénico y su habilidad para retener nutrientes (Sanchez-Monedero y col., 2018).

Contenido en nutrientes y valor econdmico de mercado

De acuerdo con el contenido en unidades fertilizantes y sustancias himicas, las mezclas 2
y 3 produjeron aparentemente un producto de mayor valor econémico. Sin embargo, la Mezcla 2
tuvo un rango de valores mayor (199-225€/t) que el de la Mezcla 3 (190-214€/t), sugiriendo que
la Mezcla 2 es la mejor alternativa econémica. El valor econémico de la Mezcla 2 esta también
mas relacionado con su contenido en sustancias humicas-falvicas (61.7% del valor total) que con
su contenido NPK (38.3% del valor total). En lo que respecta a los aditivos utilizados, el biochar
parece tener algo de impacto sobre el valor econémico. El valor de las pilas con biochar vario
entre 199 €/t y 214 €/t, aparentemente mas alto que el control (182-208 €/t) o las pilas con aditivo
bio-mineral (179-208 €/t). Nguyen y col. (2022) menciona que la aplicacion de biochar entre el
2.5% y 10% en varios procesos de compostaje que involucran estiércol vacuno incrementaron el
nitrégeno total en torno al 45%. En este estudio, el mayor incremento en el nitrégeno total, fosforo
total y especialmente potasio total se observd cuando los aditivos bio-mineral y biochar fueron

utilizados. Aun asi, el incremento en el precio de mercado fue principalmente justificado por el
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incremento en sustancias himicas causado por los aditivos como se menciona anteriormente.
Finalmente, el uso de cobertura geotextil no mostrdé ningdn impacto en el valor econémico total

del compost final comparado con no usarla.

La publicacién 2; sobre compostaje avanzado y optimizado de alpechines a dos
proporciones distintas con aditivacion de biochar y un consorcio microbiano; se publicé en la
revista Environmental Pollution (2026) bajo el titulo “Combined effect of assisted
Bioagumentation and Biochar incorporation on Olive Mill Wastewater sludge composting” (Anexo

8.2.) y los resultados se desarrollan en los siguientes apartados:

Evolucion de la temperatura e indices exotérmicos

Las temperaturas medidas durante la fase bio-oxidativa mostraron que todas las pilas
llegaron a temperaturas termofilas en los primeros 5 dias del proceso. La fase termdfila
(temperatura sobre 45 °C) es el resultado de la generacién de calor por la actividad microbiana
sobre los materiales facilmente accesibles (Chowdhury y col., 2014). La misma tendencia se
observa en el co-compostaje de alpechin a escala industrial (Gigliotti y col., 2012; Michailides y
col., 2011). Desde el primer volteo (dia 6 del proceso), se observé un comportamiento distinto
entre las pilas de compostaje preparadas con la Mezcla A y las preparadas con la Mezcla B, lo
que se reflejo en un valor final del indice Exi2 significativamente mayor. Ademas, las pilas
preparadas con la Mezcla A también mostraron mayores temperaturas maximas, mayor
temperatura promedio y mayor nimero de dias a mas de 50°C, 60 °C y 70 °C. La aplicacion de
in6culo no produjo grandes diferencias comparado con las pilas sin inoculacion. Sin embargo, el
biochar como aditivo caus6 una pequefia reduccidon del nimero de dias que las pilas se
mantuvieron a mas de 60 y 70 °C, reduciendo asi el valor final del indice EXi2 y llevando a la
reduccion de la temperatura promedio en 3 °C. Czekata y col. (2016) observo que la fase termofila
fue 4-5 dias mas corta en las pilas de compostaje con enmienda de biochar al 5%. Vandecasteele
y col. (2016) también encontré6 menores temperaturas en el compostaje con biochar y mayor
descenso en la velocidad de degradacién de materia organica que puede ser el causante de la
rapida estabilidad térmica. Sin embargo, Olivera-Begué y col. (2025) no encontrd ningln efecto
en las temperaturas maximas alcanzadas en pilas de compostaje de fraccion organica de
residuos municipales cuando se aplicé biochar a partir de madera en un 10%. Pila A-Inoc mostré
el mayor indice EXi2. Aun asi, los resultados obtenidos sugieren mayor variacion en el
comportamiento exotérmico de las pilas de la Mezcla A que en las de la Mezcla B. Pila A-Bioch
no recuperé temperaturas terméfilas tras el quinto volteo, aparentemente llegando a la
estabilidad térmica en etapas tempranas. La Pila A-Inoc mantuvo la fase terméfila mas tiempo y

obtuvo asi el mayor valor EXi2 final. Por ultimo, la combinacién de biochar e indculo (Pila A-
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Bioch+Inoc) aparentemente indujo a la reduccion del perfil térmico durante todo el proceso de
compostaje. En contraste, entre las pilas preparadas con la Mezcla B, Pila B-Bioch mostrdé un
indice EXi2 mayor que el resto, a pesar de que el biochar mostré estadisticamente menor EXi2

en promedio.

Dinamica de la degradacion de materia orgdnica

En lo que respecta a la mineralizacion de la materia organica, todas las pilas se ajustaron
a curvas de degradacion similares a las observadas en otros estudios de compostaje con
alpechin o estiércol de cerdo (Hachicha y col., 2009; A. Santos y col., 2016) con degradacion de
materia organica mas intensa al inicio del proceso y una reduccion de velocidad con la
subsecuente estabilizacion del contenido en materia organica restante. En el modelo de la
ecuacion cinética de primer orden, el ratio de degradacion (k) depende de la concentracion de
materia organica mineralizable. En este caso, el ratio de degradacion medio de las pilas de
Mezcla A fue mayor (0.0305) que el de las pilas de Mezcla B (0.0205). Los datos sugieren que
un mayor porcentaje de alpechin en la Mezcla B es el causante de la menor k, lo que puede
deberse a su naturaleza recalcitrante (Paraskeva y Diamadopoulos, 2006). Esto es apoyado por
la menor actividad terméfila de la Mezcla B. El mayor ratio de degradacion de materia organica
de la Mezcla A se encuentra en la Pila A-Control, en contraste con la Pila B-Control que no superé
a la Pila B-Bioch ni la Pila B-Inoc. Por otro lado, el maximo potencial de degradacion (A) de la
Pila B-Inoc es mayor que el promedio de la Mezcla B, sugiriendo que el in6culo puede ser capaz
de degradar los compuestos organicos recalcitrantes presentes en el alpechin a mayor velocidad
que las bacterias presentes de forma natural en las pilas y que esto se muestra de forma notable
en las dinamicas de la materia organica, ya que la actividad microbiana del compost se reduce

en presencia de alpechin (Abid y Sayadi, 2006).

Evolucion de los parametros fisico-quimicos durante el compostaje y caracteristicas

del compost final

Las propiedades de los compost muestran una idea del grado de madurez y estabilidad
gque han alcanzado, asi como su capacidad fertilizante (Bernal y col., 2009). En lo que respecta
a los valores de pH, al inicio del proceso las pilas de Mezcla A mostraron valores cercanos a 7,
pero al afadir biochar el pH incremento ligeramente, probablemente debido al pH alcalino del
biochar. En las pilas de Mezcla B, una composicion mas alta en alpehin indujo una reduccién
inicial del pH debido a las caracteristicas acidicas del alpechin utilizado (5.36). En dichas pilas,
la proporcion de biochar aplicada (5% sobre peso fresco) no fue capaz de afectar al pH inicial de
la mezcla. Durante el proceso se observd un efecto de alcalinizacion en todas las pilas,
especialmente en las de Mezcla B. El incremento en pH durante el compostaje puede ser debido

a la descomposicion de las sustancias facilmente biodegradables como los &cidos organicos
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(Dias y col., 2010). Ademas, el elevado contenido en NH4+ restante en las pilas de la Mezcla B
hacia el final del compostaje pudo contribuir al elevado pH observado (Steiner y col., 2010). Los
valores de CE iniciales fueron ligeramente reducidos por el incremento en la concentracion de
alpechin, debido a la reduccion de la proporciéon de estiércol vacuno en la mezcla, el cual
present6 elevados valores de CE. Todo el compost mostré valores superiores a 7dS m-*. Un valor
de CE superior a 4dS m es considerado un potencial inhibidor del crecimiento vegetal (Luo y
col.,, 2018). En otros estudios, extractos acuosos de alpechin aplicados en el suelo fueron
utilizados de forma eficiente como inhibidores de la nitrificacion (Di Martino y col., 2021). Esto
podria explicar por qué en este estudio la nitrificacion observada en la Mezcla B (22.4% de media)
fue inferior al observado en las pilas de la Mezcla A (32.5% de media), a pesar de que ambos
mostraran un contenido inicial en NHs+-N similar. Aun asi, el in6culo aparentemente incremento
esta actividad de manera similar en ambas mezclas, Mezcla B (+8.69%) y Mezcla A (+8.21%)), al
compararlas con sus respectivos controles. Zhao y col. (2020) describe un comportamiento en el
cual la inoculacion con ciertos consorcios bacterianos termotolerantes aumenta la nitrificacion y
las poblaciones de bacterias nitrificantes, especialmente durante la fase termdfila. En contraste,
en este trabajo se observo que la inoculacién aumentd la nitrificacion especialmente durante la
fase de maduracién, puede que debido posibles caracteristicas mesofilas del inéculo. Por otro
lado, el biochar aparentemente caus0 una reduccion en la nitrificacion de la Mezcla A (-
5.03%z=0.82 vs Control) que no fue notable en las pilas de la Mezcla B con biochar. La aplicacién
de biochar aparentemente caus6 el menor incremento de TN durante el proceso. Las pilas con
biochar mostraron un incremento del 39.8%=+7.09 del TN de media, inferior al del control, in6culo
y biochar+inéculo, los cuales incrementaron su TN en 57.2%+9.26, 55.3%6.07 y 52.8%4.59
respectivamente. Aunque el fésforo al final del proceso fue muy similar entre los compost, el
incremento en fosforo hacia la fase de madurez en los compost con biochar+indculo fue
aparentemente inferior (58.3%z4.31) al del resto de casos. El inéculo y el biochar no provocaron
este comportamiento de forma independiente, ya que el inéculo aparentemente aumentd el
fésforo mas que cualquier otra variable (79.8%z+11.5). Respecto al potasio del compost final, los
datos sugieren que la Mezcla B (28.0 g/kg+1.93) tuvo mayor contenido en este nutriente que la
Mezcla A (25.2g/kg+1.39). El alto contenido en potasio del alpechin puede ser el principal
causante de esta diferencia. Ademas, los datos también sugieren que las pilas con biochar
terminaron teniendo menores concentraciones de potasio (25.6 g/kg+1.49 para el biochary 25.0
0/kg+1.56 para el biochar+in6culo) y menores incrementos en el potasio durante el proceso (4.34
0/gk+5.20 para el biochar y 4.77%+2.49 para el biochar+inéculo) comparadas con las
concentraciones de potasio finales de los controles y las pilas con indculo (28.7 g/kg+2.19y 27.1
0/kg+2.55 respectivamente) y con sus incrementos en potasio durante el compostaje
(17.2%+13.0 y 23.4+8.82 respectivamente).
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Emisiones de GEI durante el compostaje y andlisis del GWP

Las mayores emisiones de N»O se encontraron en la Pila A-Control y se redujeron con la
aplicacion de biochar, inéculo y biochar+indculo progresivamente. Sin embargo, las menores
emisiones de N2O de la Mezcla A (Pila A-Bioch+Inoc) siguieron siendo mas elevadas que las
mayores emisiones de la Mezcla B (Pila B-Control). Por otro lado, la Pila B-Control y la Pila B-
Inoc causaron la menor cantidad de emisiones de N2O y fueron significativamente parte del
mismo grupo estadistico. Ambos, biochar e inoculo, estan relacionados con menores emisiones
de N2O promedio. Este comportamiento puede estar relacionado con la mejora del proceso de
nitrificacion, y tanto los organismos nitrificantes como el biochar han sido propuestos como
alternativas para incrementar los indices de nitrificacion en otros trabajos (Caceres y col., 2018;
Yin, Y., Yang, C. y col., 2021). Las emisiones de NH; fueron notablemente superiores en la Pila
A-bioch, seguida por la Pila A-Inoc. La Pila A-control tuvo menores emisiones de NHs; que
cualquier otro tratamiento de la Mezcla A. Nguyen y col. (2022) observo que el biochar puede
absorber NHs;, disminuyendo las emisiones de este gas, y otros autores encontraron que el
biochar estimula la volatilizacién de amonio cuando se aplica en condiciones acidicas (Shay col.,
2019). A pesar de que las emisiones fueron generalmente superiores en la Mezcla A, las
emisiones de CO; de la Pila A-bioch+inoc fueron estadisticamente similares a las de la Pila B-
bioch y Pila B-bioch+inoc. Aun asi, las menores emisiones de CO; se encontraron en la Pila B-
control y la Pila B-inoc. La Pila A-control y la Pila A-inoc mostraron las mayores emisiones, a
pesar de que el in6culo caus6 una reduccion en las emisiones de la Mezcla B comparada con su
control. Las emisiones de CO, estan directamente correlacionadas con la actividad de los
microorganismos, sugiriendo que la Pila A-inoc y la Pila A-control desarrollaron sus comunidades
microbianas pero la Pila B-inoc no lo hizo (Gémez y col., 2006). Las emisiones de CH4 més bajas
se encuentran en la Pila A-bioch+inoc y la Pila B-control, sugiriendo que el biochar junto al inéculo
tuvieron efectos que provocaron esta actividad similarmente baja. Ademas, la Pila B-bioch y la
Pila B-bioch+inoc mostraron emisiones similares, expresando evidencia estadistica del biochar
teniendo un efecto de disminucién de las emisiones de CH,4 de las pilas de compostaje con
alpechin. Finalmente, la Pila B-inoc emitié las mayores cantidades de CH, tras la Pila A-control
y puede ser causado por la mayor actividad microbiol6gica relacionada con el alpechin, aunque
no hay una relacién estadistica como para afirmarlo. Las emisiones de CH4 son causadas
generalmente por la descomposicién anaerébica de la materia organica, sugiriendo problemas
de degradacioén de la Pila B-inoc, que también emitié similares cantidades de CO; que la Pila B-
control (Chen vy col., 2014). Esto puede ser debido a la alta concentracion de alpechin de la
Mezcla B, ya que la Pila A-inoc redujo sus emisiones de CH, comparado con su control. En lo
gue respecta al GWP total, el mayor GWP se encontrd6 en la Mezcla A, probablemente

relacionado al efecto ecotoxico del alpechin y sus efectos en altas concentraciones sobre el
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microbioma de las pilas de la Mezcla B (Di Martino y col., 2021). El in6culo y el biochar causaron
una reduccion estadisticamente significativa de las emisiones de N»,O y un incremento en las
emisiones de NHs. La reduccion de las emisiones de N2O por el biochar fue reportada en suelos,
apoyando este resultado, pero el incremento en las emisiones de NH; puede estar mostrando
bajos ratios de nitrificacion y la volatilizacion de formas del nitrégeno, pero en forma de gases sin
efecto sobre el calculo del GWP (Borchard y col., 2019; Caceres y col., 2018). El biochar también
causo6 una reduccion en las emisiones de CH4, un comportamiento anteriormente observado en
otras condiciones por otros autores (Nan y col., 2021; Nguyen y col., 2022). Las emisiones de
CO; de las pilas con in6culo fueron menores que las de sus contrapartes sin inéculo, a pesar de
gue las emisiones de CO, son marcadores de actividad microbiolégica (Gomez y col., 2006). Por
altimo, el biochar y el in6culo provocaron efectos similares sobre las emisiones de GWP de sus

respectivas pilas, siempre causando una reduccién de las emisiones finales.

Reduccion de los compuestos fendlicos y efecto en la toxicidad

La evolucion de los compuestos fendlicos totales durante el compostaje exhibié una
tendencia general a decrecer en ambas mezclas, reflejando una degradacién microbiol6gica
progresiva de los compuestos recalcitrantes (Bouhia y col.,, 2021). Esta reduccion esta
comunmente vinculada con la madurez del compost y la reduccion en la fitotoxicidad (Martinez-
Gallardo y col., 2020). En la Mezcla A, todos los tratamientos mostraron un descenso significativo
del contenido fendlico en relacion a sus valores iniciales (~2330 mg/kg). El tratamiento de biochar
(Pila A-bioch) alcanzé la menor concentracion final (1501 mg/kg), seguido por el tratamiento de
solo in6culo (Pila A-inoc, 1588 mg/kg) y el efecto de ambos tratamientos combinados (Pila A-
bioch+inoc, 1780.78 mg/kg). Etos resultados sugieren que tanto el biochar como el inéculo
potenciaron la degradacién de fenoles, probablemente mediante la estimulacién microbiana y/o
mecanismos de absorcién (Kavvadias y col., 2017). A pesar del descenso general, todos los
tratamientos de la Mezcla A mostraron un incremento transitorio en el contenido en fenoles en
torno al dia 60, coincidiendo con la fase termofila. Este pico esta probablemente relacionado con
la despolimerizacion enzimatica del material lignocelulésico, temporalmente incrementando los
fenoles en la fase soluble (Jurado y col., 2014; Martinez-Gallardo y col., 2020; Qin y col., 2016).
En la Mezcla B, caracterizada por una mayor proporcién de alpechin y una consecuente
recalcitrancia quimica, los tratamientos relacionados con la inoculacion microbiana (Pila B-inoc
y Pila B-bioch+inoc) mostraron las menores concentraciones finales de compuestos fendlicos
(1849 y 180 mg/kg respectivamente). Estos valores fueron inferiores a los observados en el
control (Pila B-control, 2070 mg/kg) y el tratamiento de biochar (Pila B-bioch, 1976 mg/kg). Estos
resultados sugieren que el inéculo microbiano fue particularmente efectivo en condiciones mas
inhibitorias, posiblemente debido a las capacidades enziméaticas y la resiliencia del consorcio

microbiano introducido (Martinez-Gallardo y col., 2020). En general, el in6culo microbiano mostré
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mayor efectividad en la Mezcla B, que contenia una mayor carga organica y mayor fitotoxicidad,
indicando su viabilidad para el compostaje de sustratos quimicamente complejos. En contraste,
el biochar mostré un rendimiento mas consistente en la Mezcla A, posiblemente debido a su
estructura porosa y su habilidad para adsorber nutrientes en entornos menos recalcitrantes (Nain
y col., 2024). Aunque el uso combinado de biochar e in6culo no siempre resultd en efectos
sinérgicos, contribuy6 consistentemente a la reducciébn de compuestos fendlicos y la
estabilizacion del compost. Estos resultados remarcan el potencial del protocolo de
bioaumentacion aplicado en este trabajo para mejorar la degradacion de fenoles en una matriz
recalcitrante y rica en lignocelulosa. El indice de germinacién (IG) es un indicador bien
establecido para evaluar la fitotoxicidad de enmiendas organicas, asi como la madurez y
estabilidad biologica del compost (Yang y col., 2021). En este estudio, la fitotoxicidad se evalu6
utilizando semillas de Lepidium sativum y el protocolo descrito por Zucconi y col. (1984). Los
valores de IG por debajo del 50% denotan severa fitotoxicidad, entre 50-80% moderada
fitotoxicidad y entre 80-100% ausencia de fitotoxicidad. Los valores superiores al 100% denotan
potencial fitoestimulante. Al final del proceso de compostaje (dia 160), se observan claras
diferencias entre las dos mezclas. Todos los tratamientos de la Mezcla B alcanzaron valores de
IG superiores al 80%, indicando madurez y ausencia de fitotoxicidad. Los tratamientos
inoculados (Pila B-inoc) alcanzaron los valores mas elevados (111.4%), sugiriendo un efecto
estimulador en la germinacion y enraizamiento temprano de las semillas. Alternativamente, los
valores de IG de la Mezcla A se encontraron en un rango entre 73.6% y 80.9%, con tan solo el
tratamiento inoculado superando el 80%, reflejando una mejora modesta en la reduccion de la
fitotoxicidad. Estos hallazgos resaltan la efectividad de la inoculacién y la mejora en la calidad
del compost, particularmente bajo condiciones de elevada carga organica y alta recalcitrancia
quimica. El in6culo probablemente contribuy6 a la degradacién de los compuestos fitotoxicos vy,
bajo ciertas condiciones, promovi6 efectos positivos en el desarrollo temprano de las plantas (Xu
y col., 2019). Resultados similares fueron observados por Hu y col. (2019) donde se us6 un
consorcio capaz de degradar la lignocelulosa en el co-compostaje de sustrato de setas agotado
con estiércol porcino. Una explicacién razonable de este fenémeno fue que la inoculacion pudo
incrementar la poblacion de microorganismos, acelerando asi la descomposicion de las
sustancias fitotoxicas tales como &acidos organicos. Por Ultimo, es interesante remarcar que,
aunque los compost finales de la Mezcla B mantuvieron mayores concentraciones de
compuestos fendlicos, exhibieron superiores valores de |G comparados con la Mezcla A. Este
resultado puede ser explicado por las diferencias cualitativas en los perfiles fendlicos, ya que
compuestos especificos a concentraciones moderadas pueden causar respuestas estimulatorias

en plantas, en lugar de efectos inhibitorios (Bouhia y col., 2023).
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Perfil microbioldgico del compost final

La composicion microbiana del compost final sirve como un indicador clave de su madurez
biolégica, estabilidad funcional y potencial de rendimiento agronémico. En general, la inoculacion
microbiana incrementd la abundancia de los grupos microbianos generales y funcionales en
ambas mezclas, aunque su eficacia dependi6 de las caracteristicas del sustrato. En la Mezcla A,
el mayor conteo microbiano fue observado consistentemente en los tratamientos inoculados y
combinados (bioch+inoc). La abundancia total de los grupos bacterianos y fingicos alcanz6 8.07-
8.99 y >5.2 log UFC g respectivamente en esos tratamientos, contrastando con los menores
valores del control y los tratamientos de solo biochar. Los grupos funcionales como los
microorganismos glucoliticos, quitinoliticos y solubilizadores de nutrientes siguieron la misma
tendencia, con la inoculacién aumentando las poblaciones microbianas de forma significativa.
Estos resultados sugieren que la aplicacién del in6culo estimulé de forma efectiva el desarrollo
microbiano en esta matriz (Lerma-Moliz y col., 2024; Li, J. y col.,, 2023). El medio fisico-
quimicamente estable de la Mezcla A aparentemente facilitd la persistencia y expresion a lo largo
del tiempo de los microorganismos. En la Mezcla B, el tratamiento combinado Pile B-bioch+inoc
expresd el mayor nimero conteo microbiano de entre los grupos, incluyendo bacterias totales
(8.10 log UFC g-1), hongos (5.88 log UFC g-1), y organismos glucanoliticos y quitinoliticos (6.06
y 5.65 log UFC g-1), asi como organismos solubilizadores de Ca y P. En contraste, el in6culo
solo mostré un recuento bacteriano y fungico reducido, indicando que la presencia de biochar
fue esencial para permitir la colonizacién microbiana bajo condiciones mas inhibitorias. Esto
sugiere que la capacidad del biochar para estabilizar el entorno y retener nutrientes es
fundamental para mejorar la persistencia y actividad del in6culo. Estos resultados sugieren un
efecto sinérgico entre el biochar y los inoculos microbianos en facilitar la actividad de las

comunidades con potencial de biocontrol (Li, J. y col., 2023; Nguyen y col., 2022).

La publicacién 3; sobre la prueba agronémica de los compost de alpechin producidos para
la primera publicacién en lechugas plantadas en macetas en dos ciclos de cultivo y la prueba de
uso de los compost como sustrato para cultivos sin suelo utilizando maiz; se publicé en la revista
Agronomy bajo el titulo “Agronomic assessment of olive mil wastewater sludge compost on

Lactuca sativa and Zea mays: fertilizing efficiency and use as substrate for soilless crops” (Anexo

8.3.) y sus resultados se muestran en los siguientes apartados:

Parametros del suelo

Los suelos donde se aplicaron los tratamientos de compost mostraron diferencias en el
Cox al final del primer ciclo de cultivo, con valores mayores que los tratamientos inorganicos y

similares a otros tratamientos organicos como Manure o Vermi. Tras el segundo ciclo de cultivo,
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los valores de Cox en los suelos con compost de alpechin fueron similares o superiores a los de
los otros tratamientos organicos. La Unica excepcion a este comportamiento general fue T4-B,
que mostro los mayores valores de Cox tras el primer ciclo de cultivo y el menor valor tras el
segundo ciclo. El incremento en el Cox tras la aplicacion de compost muestra un aumento en el
stock de carbono del suelo y un incremento en la materia organica edafica (Doublet y col., 2010;
Picariello y col., 2020). Otros estudios también mencionan que el alpechin, asumiendo que se
neutralizan sus efectos fitotoxicos, puede ser utilizado como enmienda en areas semiaridas
pobres en materia organica (Piotrowskay col., 2011). De Sosay col. (2021) comentaron un efecto
acumulativo en el secuestro de carbono en los suelos tratados con compost urbano y
agroindustrial en cultivos de oliva bajo condiciones mediterrdneas durante afios consecutivos.

La aplicacion de los tratamientos de compost causé un incremento en el NTK de los suelos
al final del primer ciclo de cultivo, con valores similares a los de los tratamientos inorganicos.
Ademas, los suelos con tratamientos de T1 mostraron mayores valores de NTK que los
inorganicos. Todos los tratamientos fertilizantes tuvieron valores estadisticamente superiores al
control sin fertilizacion, siendo Vermi el que mas destacé. Doublet y col. (2010) observé quelas
particulas de la fraccion de tamafios 0-50 um presentaron los mayores valores de humificacion
de materia organica y contribuyeron en mayor medida a la mineralizacion del nitrogeno del lodo
y a la disponibilidad del nitrdgeno tras la aplicacion de compost al suelo.

Respecto al Olsen-P, al final del primer ciclo de cultivo los valores mas altos se encontraron
en el tratamiento IN200, como se esperaba. Este tratamiento tuvo una aplicacion de fésforo 2,2-
2,5 veces superior al de los tratamientos de compost. En este caso, los compost T1-C, T2-B y
T3-B mostraron valores finales similares a los del tratamiento IN100. Al final del segundo ciclo
de cultivo se observé la misma tendencia, pero con menores diferencias, incluso no llegando a
encontrar diferencias significativas al comparar IN200 con los tratamientos T1-B, T1-C, T2-C, T3-
C y T3-B. El suelo del tratamiento T2-B mostrd el mayor contenido en Olsen-P. Grigatti y col.
(2019), en un experimento de macetas con Lolium perenne L., discutid que el digestato de
biorresiduos y en particular el compost de lodo de depuradora asegura la disponibilidad del
fésforo durante dos ciclos de cultivo gracias a la proporcién de sus formas del fésforo, con un 26-
38% de fosforo labil y un 5-11% de fosforo extraible (NaOH-P), los cuales reconocido que se
encuentra disponible para las plantas de forma inmediata y a medio-largo plazo respectivamente
(Tampio y col., 2016). De este modo, parece que la eficiencia relativa del aporte de fésforo en el
compost de alpechin utilizado podria ser similar a la de estos tipos de compost de lodo.

Al final del primer ciclo de cultivo, los suelos tratados con compost con alpechin mostraron
valores de Kava significativamente mayores que los del resto de tratamientos. Este
comportamiento fue especialmente marcado en los compost T3 y T4 (con estiércol caprino), que
superaron a los tratamientos inorganicos. T1y T2 mostraron este mismo efecto, pero no de forma

tan potente como los tratamientos previos, aunque llegaron a causar valores similares de Kava
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a los de los tratamientos inorganicos. Tras el segundo ciclo de cultivo, todos los compost de
alpechin mostraron este incremento en el Kava del suelo por encima de los tratamientos
inorgénicos e incluso similares los organicos en algunos casos. Piotrowska y col. (2006) también
observé incrementos en el Kava de los suelos tras la aplicacion de alpechin en un experimento
de mineralizacion y atribuyeron el efecto a la naturaleza acidica del alpechin. Sin embargo, a
diferencia de en dicho estudio, ninguno de los tratamientos de alpechin de este estudio fue

acidico ni tampoco lo fue el suelo.

Rendimiento del cultivo

En el primer ciclo de cultivo, todos los tratamientos organicos excepto T1-C tuvieron
estadisticamente mayor rendimiento en peso fresco y seco que el control. El mejor resultado de
rendimiento corresponde al tratamiento inorganico IN200, seguido por IN100. Esto sugiere que
la disponibilidad de nutrientes del compost de alpechin fue similar a la de otros tratamientos
inorganicos como estiércol o vermicompost, pero es sobrepasada por la de los tratamientos
inorgéanicos, ya que los nutrientes disponibles estdn directamente relacionados con el
rendimiento y la produccion (Alkhader y col., 2013).

Tras el segundo ciclo de cultivo, el peso seco de los tratamientos organicos fue ligeramente
superior al del control, pero sin diferencia estadistica. Incluso cuando el peso seco de los
tratamientos fue similar al del control algunos tratamientos tuvieron rendimientos algo inferiores,
como T3-B o Manure, que fueron los mas bajos; y otros tuvieron rendimientos notables, como
T4-By T4-C, que causaron el mayor incremento en peso seco de entre los tratamientos
organicos. Hernandez y col. (2016) observaron un rendimiento significativamente superior al
aplicar compost de estiércol en dos cultivos consecutivos de lechuga al compararlos con una
fertilizacién inorganica, pero en este estudio el ratio de aplicacién de nitrégeno de los compost
fue de 1,8 g N/maceta contra 0,5 g N/maceta en el caso de la fertilizacion inorganica. Por otro
lado, en un estudio a largo plazo bajo condiciones de campo, de Sosay col (2021) no observaron
diferencias en el rendimiento de produccion de olivas o el crecimiento de los olivos al comparar

la aplicacion de compost urbano con la de fertilizantes inorganicos.

Desarrollo del cultivo

Tras 10 dias desde el inicio del primer ciclo de cultivo no se encontraron diferencias en el
CCC entre los tratamientos y el control, tan solo IN1000 mostré un contenido en clorofila
significativamente superior, mientras que Vermi y T1-C mostraron influencia negativa durante el
crecimiento inicial. Tras 25 dias, IN100, IN 200, Vermi, T3-C y T4-B mostraron valores de CCC
significativamente superiores al control, mientras que el resto de tratamientos presentaron
mayores valores que el control pero sin diferencias estadisticas. En la cosecha, 45 dias tras el

inicio del ciclo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

57



Resultados y Discusion Miguel Angel Mira Urios

tratamientos y el control excepto IN200, IN100 y T2-C. Todos los tratamientos mostraron una
evolucion similar en el CCC, aunque con diferencias entre ellos. Todos los tratamientos,
especialmente IN200 e IN100, indujeron un incremento rapido (0-25 dias) en el contenido en
clorofila de las hojas, y luego se observé un marcado descenso hasta la cosecha. El descenso
en CCC observado desde el dia 25 fue el siguiente: IN100 -34,1%, IN200 -33,7%, Vermi -16,4%,
Manure -9,2%, y un valor promedio entre los compost de -9,0%. Este parametro aporta
informacién sobre el estado nutricional de las plantas y se correlaciona con el contenido en
nitrégeno en las hojas (Jayara y col., 2023). El comportamiento observado otorga una idea de
como los nutrientes se encuentran disponibles en los diferentes tratamientos. Los fertilizantes
inorganicos presentan un contenido en nutrientes disponibles para las plantas desde las primeras
fases de crecimiento, mientras que los compost presentan un comportamiento similar al del
vermicompost o el estiércol, estimulando el crecimiento de la planta en estados de intermedios y
de senescencia. El Hayany y col. (2023) report6é que la aplicacion de té de compost y sustancias
hamicas tuvo un menor efecto estimulante en la planta durante las fases iniciales e intermedias
del crecimiento, mientras que en las fases finales mostro efectos significativamente positivos en
las propiedades biométricas y fisiologicas, tales como la biomasa o la produccién de clorofila.

En el segundo ciclo de cultivo, durante los primeros 10 y 25 dias, tan solo IN200 mostré
mayores valores de CCC que el control. Tras 45 dias, los tratamientos inorganicos (IN100 e
IN200), Manure, T1-B, T3-C y T4-B sobrepasaron al control. Todos los demas tratamientos
fueron superiores al control pero, debido a la amplia dispersion de los datos en esta etapa del
crecimiento, no se encontraron diferencias estadisticas. Las dinamicas observadas sugieren que,
excepto con IN200, el nitrégeno residual de los tratamientos no fue suficiente para cubrir la
demanda del cultivo hasta la cosecha. Estos resultados se correlacionan con los del rendimiento.

Respecto a las dinamicas del fCOVER, el primer ciclo no mostré diferencias significativas
durante los primeros 10 dias. Tras los primeros 25, todos los compost excepto T2-B mostraron
un incremento similar en fCOVER al de Manure y ligeramente menor al del Vermi, mientras que
los tratamientos inorganicos causaron el mayor efecto estimulante en las plantas. Tras 45 dias
desde el inicio del ciclo de cultivo, todos los tratamientos obtuvieron un incremento similar en
fCOVER respecto al control. ElI andlisis estadistico establecié tres grupos distintos: los
tratamientos control, todos los tratamientos organicos junto IN100, y finalmente IN200 como el
grupo de mayor desarrollo de fCOVER.

Tras 10 dias del segundo ciclo de cultivo, ninguno de los tratamientos excepto IN200
mostré efectos en el fCOVER al compararlo con el control. Tras 25 dias, T2-B mostré un
incremento significativo comparado con el control. Todos los demas tratamientos fueron
estadisticamente similares al Vermi, Manure y el control. Al final del segundo ciclo de cultivo, el
comportamiento previo persiste. El desarrollo de la cobertura vegetal fue inferior al observado en

el primer ciclo de cultivo, lo que corrobora la idea del agotamiento de nutrientes durante el
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segundo ciclo de cultivo. No hubo evidencia para sugerir ningun efecto negativo en el desarrollo
causado por el compost, ya que los tratamientos con alpechin mostraron el mismo CCC y
fCOVER o superior al control en todos los muestreos y ambos ciclos de cultivo, similar a los otros

tratamientos organicos e IN100.

Eficiencia de uso de nutrientes

En el primer ciclo de cultivo, las plantas con compost de alpechin como tratamiento
mostraron similares contenidos en nitrdgeno a las de los tratamientos Vermi y Manure, que fueron
estadisticamente mayores al control, excepto T1-C. Las diferencias pueden ser a causa de la
disponibilidad del nitrégeno de cada tratamiento, ya que la dosis fue igual para todos los
tratamientos (200 kg de nitrdgeno/ha) y los tratamientos inorganicos tienen mas disponibilidad y
eficiencia de uso del nitrdgeno que los organicos (Fandika y col., 2007). La absorcion de fosforo
de los cultivos fue superior en los tratamientos inorganicos, seguidos por Vermi y Manure. Al
comparar los tratamientos de compost con Vermi y Manure, tan solo T1-B mostré valores
similares de absorcién de fosforo. A pesar de esto, Vermi y Manure alcanzaron los mayores
valores de absorcion de fésforo, y es interesante destacar que los compost tuvieron mayor
contenido en fésforo que Manure y T1-B, T3-C, T3-B, T4-C y T4-B tuvieron mayor contenido que
Vermi. Sin embargo, durante el segundo ciclo de cultivo se observé un patrén distinto: la
absorcion de fosforo del compost fue superior a la de Vermi y en muchos casos comparable o
superior a la de Manure (T1-C, T2-B, T3-C, T4-B y T4-C). De este modo, parece que los compost
de alpechin representan una fuente valiosa de nitrégeno disponible para las plantas a corto plazo
y también una fuente de fésforo a medio plazo.

Los cultivos tratados con compost de alpechin mostraron una absorcion de potasio similar
a la del vermicompost, estiércol y el control, siendo superados por los tratamientos inorganicos.
Paraddjicamente, el Kava de los suelos fue superior en los tratamientos de compost de alpechin
que en los inorganicos. Yin y col. (2023) observé que mayores concentraciones de potasio en
los fertilizantes pueden hacer decrecer la eficiencia de uso del nutriente. Ademas, los
desbalances en la fertilizacién de potasio pueden causar filtraciones del potasio soluble en el
suelo, previniendo la absorcion por la planta (Z. Liy col., 2019; M. Yin y col., 2023).

Tras el segundo ciclo de cultivo, la absorcién de nitrégeno de todos los tratamientos fue
muy similar, con IN200 y T4-B incrementando la absorcion de forma significativa sobre los valores
del control. El agotamiento del stock de nitrégeno del suelo desde el primer ciclo de cultivo puede
haber causado pequefias diferencias entre tratamientos, ya que la concentracion de nitrégeno
en los suelos es cercana a la del control. Finalmente, tan solo IN200 obtuvo cambios significativos
en la absorcidn de potasio al final del segundo ciclo, a pesar del elevado Kava presente en los

suelos de los tratamientos con alpechin al final del segundo ciclo.
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El NUE de los compost de alpechin y de los tratamientos organicos fue similar. Tan solo
los tratamientos inorganicos mostraron estadisticamente mayor NUE, con ambos tratamientos
inorgénicos en torno al 60%. EI NUE promedio de los tratamientos de compost de alpechin estuvo
entre 9.49% y 15.0%, y fueron estadisticamente similares a Vermi y Manure, sugiriendo un
rendimiento similar al de otros tratamientos organicos convencionales. Salim y col. (2020)
menciona que los fertilizantes con menores contenidos en nitrégeno tienden a tener mayor
eficiencia de uso de nutrientes. Ademas, Agegnehu y col. (2016) observé que los tratamientos
organicos mostraron similares NUE en el cultivo de paja de cebada entre tratamientos organicos,
con mayor rendimiento en los casos en los que se combinaron con otros materiales inorganicos
para actuar como fertilizantes organico-minerales.

Los compost no mostraron diferencias en el NUE dependiendo de sus ingredientes. Aln
asi, las fuentes de carbono aparentemente diferenciaron a los compost con poda de almendro,
de menor NUE; y los compost de poda de vifia, con mayor NUE. El biochar no caus6 ninguna
diferencia estadistica en el NUE. Esto contrasta con los resultados de Agegnehu y col. (2016),
ya que en ellos se encontré6 que el biochar y el biochar co-compostado tuvieron mejores
rendimientos en este aspecto que el compost convencional. Esto puede deberse a la proporcion

de biochar utilizada en el compostaje de los tratamientos probados (1% sobre materia fresca).

Test de fitotoxicidad del compost

La LC50 obtenida fue del 65,5% de concentracion de compost T1, lo que indica que el
compost aplicado a esta concentracion puede provocar un efecto letal en el 50% de las semillas,
mientras que para el compost T4 la LC50 se encontré al 75,7% de concentracién. Ademas, el
compost T1 mostré incrementos en la germinacion hasta una concentracion del 29,2%, mientras
que T4 mostré un efecto fitoestimulante en la germinacién hasta una concentracién del 42,6%,
lo que indica mayor toxicidad en el compost T1. Los valores de EC50 no se encontraron para
ninguno de los dos compost, lo que indica que el uso de estos compost no causa efectos
negativos en el crecimiento de las plantulas, ni siquiera en una concentracion del 100%. El peso
seco total increment6 tras una aplicaciéon del 12,5% y no decrecié hasta la concentracion del
25%. Ademas, el peso seco de la raiz siempre fue superior al peso aéreo, sugiriendo la ausencia
de actividad inhibitoria y un potencial efecto fitoestimulante en el crecimiento de las raices. Tal y
como discuten Muscolo y col. (2010), la dilucién es una de las principales estrategias para reducir
la fitotoxicidad del alpechin, y los tratamientos preliminares pueden causar diferencias
significativas en el rendimiento, apoyando la idea de que el compost podria haber mejorado las
caracteristicas del alpechin como un pretratamiento, al tiempo que lo diluia. Alvarenga y col.
(2007) reportaron valores de EC50, en compost de fraccion organica de residuos soélidos

municipales, al 70% para cebada (Hordeum vulgare L.) y 39.9% para berro (Lepidium sativum
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L.), justificando la idea de que la alta salinidad del compost es el mayor factor limitante porque

genera fitotoxicidad sobre algunas plantas.
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Esta tesis doctoral se ha centrado en el desarrollo de nuevas tecnologias de compostaje
para la valorizaciéon de alpechines abandonados en balsas de secado para la obtencion de
materiales inocuos para el medio o de valor agronémico para la mejora de las caracteristicas del
suelo y la fertilizacion de cultivos. El trabajo se ha realizado teniendo en cuenta el punto de vista
ambiental y las emisiones de GEI, orientando la optimizacion del proceso de compostaje de
manera que se mitiguen las potenciales emisiones, ofreciendo asi alternativas de valorizacion
mas respetuosas a nivel ambiental, escalables a nivel industrial y con un valor afiadido final. De
esta forma, esta tesis doctoral se ha alineado con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la
agenda 2030 n°12 (Produccion y Consumo Responsables), n°13 (Accion por el Clima) y n°15
(Vida de Ecosistemas Terrestres).

Los resultados obtenidos durante la realizacion de los trabajos presentados en los
apartados previos han permitido extraer las siguientes conclusiones relacionadas con los

objetivos marcados:

1. EIl alpechin ha demostrado ser un material con dificil tratamiento debido a su alto
contenido compuestos fendlicos y a sus caracteristicas fisico-quimicas. De hecho, su alto
contenido en sustancias antimicrobianas caus6 un lento aumento en las temperaturas de
las pilas de compostaje en sus fases tempranas. Algunas de las caracteristicas mas
problematicas, como la salinidad, tuvieron consecuencias a nivel de calidad en los
materiales finales.

2. Durante el compostaje con aditivos y cubiertas, las pilas formadas usando poda de vifia
y estiércol vacuno mostraron los mejores comportamientos exotérmicos y produjeron
mejores compost. Las pilas con Biochar como aditivo produjeron mejores compost, con
mayor capacidad de intercambio cationico y contenido en &cidos humicos. Ademas, el
Biochar redujo las emisiones de los GEI, en especial NH; y N.O, convirtiéndose en el
aditivo mas recomendable para el compostaje de alpechines. Por tanto, la estrategia de
co-compostaje acondiciona y mejora las caracteristicas del alpechin y la aditivacion con
Biochar supone una mejora en la calidad del compost y disminuye el impacto ambiental.

3. Eluso del inéculo microbiano propuesto (desarrollado en colaboracién con la Universidad
de Almeria) supuso una mejora significativa en el proceso de compostaje, causando
mejoras sustanciales en la estabilidad y el indice de germinaciéon de los productos.
Ademas, el inéculo indujo a un aumento de la nitrificacién y la combinacién de inéculo
con Biochar causo la reduccion de las emisiones totales.

4. Los compost de alpechin obtenidos son validos como enmiendas organicas, no muestran
efectos fitotoxicos observables, y se comportan como otros fertilizantes organicos
convencionales usados como referencia como el vermicompost. Los compost ademas

mejoraron las caracteristicas del suelo, como el incremento en el stock de carbono o el
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aumento de fésforo y potasio biodisponible. Los test de fitotoxicidad demostraron los
efectos fitoestimulantes de estos compost cuando se utilizaron como ingrediente en

sustratos en proporciones inferiores al 30%, especialmente para el desarrollo radicular.

De manera general se podria concluir que las estrategias propuestas y desarrolladas a lo
largo de esta tesis doctoral han demostrado ser viables y beneficiosas para la gestion de
alpechines, obteniendo productos de valor agron6mico mediante sistemas de compostaje mas
respetuosos con el medio ambiente. Las diferentes estrategias utilizadas mostraron una gran
variedad de resultados dependiendo de las necesidades del residuo y de los materiales co-
compostados, permitiendo el uso de alternativas diferentes adaptadas para cada escenario. Los
materiales finales obtenidos mostraron una reduccion considerable de las caracteristicas mas
problematicas del alpechin, permitiendo el uso de las técnicas desarrolladas para la gestion de
estos residuos producidos o almacenados y ayudando asi a la mitigacion de su impacto

ambiental, econémico y social.
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El principal objetivo de este trabajo era la gestion de alpechines procedentes de balsas
abandonadas mediante compostaje y la optimizacién del proceso para obtener productos de
valor afladido para el sector agronédmico que tuvieran en cuenta la perspectiva de la economia
circular y pudieran utilizarse como enmienda organica en suelos, fomentando la recirculacién de
nutrientes al medio. Durante la realizacion de esta tesis hemos observado diferentes puntos
débiles en la gestion de este tipo de residuos que abren una serie de oportunidades de desarrollo
para futuros trabajos.

En primer lugar, el ritmo de produccion de los residuos de almazara depende en gran
medida del tamafio de las instalaciones, de la cantidad de producto que se extrae y de la
estacionalidad. En este sentido, el compostaje a gran escala no es abarcable para una almazara
pequefa o que forme parte de un consorcio de agricultores que no genere un volumen
suficientemente elevado de alpechines. Por esto, la aplicacion de modelos de compostaje
comunitario o compostaje in situ orientado a almazaras y otros lugares de produccién, como
fincas privadas, podria tener un impacto positivo a nivel global, permitiendo a los productores
gestionar sus propios residuos sin tener que depender de gestores externos. Ademas, también
permitiria tener un efecto mucho mas directo en los campos de los cuales se extrajo la aceituna,
permitiendo recircular de forma especifica la materia organica extraida del suelo de vuelta al
terreno agotado.

Un punto importante a tener en cuenta es la heterogeneidad de los productos obtenidos
mediante el compostaje, debido a que las caracteristicas del compost estan extremadamente
influenciadas por los materiales utilizados para su produccion. Esto puede suponer un grave
problema debido a la amplia heterogeneidad de los alpechines, que depende en gran medida de
su procedencia. Debido a esto, es de especial relevancia desarrollar sistemas de compostaje
gque tengan en cuenta estas diferencias, probando alpechines de distintas fuentes en sistemas
de compostaje optimizados mediante los inéculos estudiados en este trabajo. De esta forma, se
podrian buscar los parametros clave que influyen en el compostaje de estos materiales de
manera que los sistemas se puedan extrapolar a otras partes de la cuenca mediterranea. Un
analisis mas exhaustivo de distintos residuos de almazara, no solo alpechin, permitiria crear una
base de datos con la que disefiar y optimizar sistemas de compostaje con materiales de similar
procedencia, permitiendo una economia circular de cercania.

El desarrollo de nuevos métodos de aplicacién agronémica de los compost deberia ser un
objetivo importante para futuros trabajos. Debido a las caracteristicas del compost de alpechin,
no siempre balanceado a nivel nutricional, nuevos sistemas de aplicacién, como los pellets,
suponen una oportunidad para optimizar el equilibrio de nutrientes mediante la adicién de

fertilizantes minerales y ademas facilitar la aplicacion.
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Finalmente, a lo largo de este trabajo se han discutido ampliamente los problemas de
fitotoxicidad causados por los materiales y las estrategias en la mitigacién, pero también se han
mencionado cambios beneficiosos en el suelo. Se puede afirmar que existe un nicho de uso de
estos compost en la restauracién de suelos degradados. Para poder asegurar la idoneidad de
estos materiales, los ensayos en campo y en suelos afectados por distintos procesos
degradativos, como pueden ser los incendios o la desertificacion, son una direccion interesante

en la que orientar futuros proyectos.
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Abstract: In this study, several composting strategies such as the use of semipermeable
geotextile covers and biochar as an additive were investigated to improve olive mill wastewater
(OMW) biodegradability and mitigate greenhouse gas (GHG) emissions during industrial-scale
composting. In addition, the final characteristics of the compost obtained and its marketable value
were also assessed. For this purpose, four different co-composting mixtures were prepared with
OMW as the main ingredient, and two types of manure (cattle and goat manure) and bulking
agents (almond pruning and vineyard pruning waste) as N and C sources. The results showed
that exothermic behavior and biodegradability were more influenced by the co-composting
strategy. The use of biochar as an additive showed a reduction in N losses (-14%) via GHG
emissions and a significant improvement in cation exchange capacity (+35%) or the content of
humic substances (+10%) in the final product. Lastly, the use of a geotextile cover was shown to
be the worst cost-effective strategy, as it did not improve compost quality and showed no effect
on GHG emissions.

Keywords: olive mill waste sludge; greenhouse gas emissions; biochar; geotextile membrane cover

1. Introduction
Olive oil is a key agro-industrial product in several countries in the Mediterranean area, as

it accounts for nearly 90% of olive oil production worldwide [1]. As the leading olive oil producer,
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Spain is home to 2,768,267 ha of olive orchards [2]. Olive mill wastewater (OMW) sludge is a by-
product of olive oil production in olive mills and presents significant environmental challenges.
OMW is rich in organic matter (OM) and phytotoxic compounds such as phenolic compounds [3],
has a strong odor, and can cause severe soil and water pollution if not properly managed. In
addition, it is estimated that approximately 90% of the total olive volume processed in the three-
phase system is converted into OMW [4]. Another critical environmental concern associated with
OMW is the emission of greenhouse gases (GHGs) due to long-term storage in evaporation
ponds and their slow decomposition. Therefore, traditional disposal methods are environmentally
unsustainable, prompting the need for innovative solutions that are able to use OMW as a low-
cost raw material to obtain an N and C source that can be used to restore the fertility of soils. Co-
composting systems have shown potential for degradation of this recalcitrant waste and can be a
suitable technique to obtain an environmentally safe product with improved agronomic
characteristics for soil application [1,4]. Although composting can produce significant amounts of
CH4 and N0 if not managed properly [5], composting systems, when correctly managed, have
shown great potential for organic waste treatment and GHG mitigation [6]. Different approaches
to the use of these techniques could be the solution to OMW environmental issues.

Thus, the application of various additives to compost has been explored as a method to
optimize the degradation process and reduce GHG emissions. Recently, several research studies
[7-9] have shown the potential of biochar for mitigating GHG emissions and improving
composting treatment. Biochar has many physical and chemical properties, such as high porosity,
large surface area, and abundant surface functional groups, which have attracted much attention
in the last few years. It can interact with the main nutrient cycles and induce changes in microbial
communities that can alter biogeochemical cycles (degradation of OM, humification, nitrification,
and denitrification), helping to enhance the quality of composts and mitigate GHG emissions [10].

In recent years, membrane-covered composting has received widespread attention as a
new composting technology [11-13]. Some studies, such as the one by Varga et al. [14], have
proposed covers as an additional strategy for mitigating GHG emissions. These studies have
suggested that this methodology could help control moisture levels and temperature within
compost piles, creating optimal conditions for microbial activity and thus reducing the time of the
treatment process and the release of GHG emissions from composting piles. Along with the
integration of advanced measurement techniques, such as portable devices for measuring GHG
emissions, the use of geotextile covers is proposed as a feasible alternative to this environmental
concern.

Other studies, such as the one by Luo et al. [15] and Yang et al. [16], proved that different
organic covers also had an impact on the GHG emissions of composting piles. In those studies,
organic biomass materials, such as mature composts or cornstalks, utilized as a cover over

manure, reduced the emissions of ammonia or N2O, but also increased CH4 emissions (16—43%)
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in some situations by increasing anaerobic zones during heap composting. Semipermeable
membranes with selective permeability, used over compost piles and under forced ventilation that
facilitates O penetration, improved compost quality and reduced methane emissions in studies
carried out by Xiong et al. [17] and Li et al. [18], and Fang et al. [12] demonstrated improvements
in physicochemical indicators such as temperature, pH, and germination index when this
technique was used. In addition, Ma et al. [19] observed that membrane covering accelerated
organic matter degradation, which was reflected in the amount of mineral components produced
during the decomposition process.

Despite all the benefits of composting using membrane covers, the initial investment is high
due to the characteristics and high price of these types of materials, and even prohibitive in certain
scenarios. Alternative covers have been researched for GHG reduction, such as organic covers
or superficial layers of mature compost [15]. Other alternatives, such as geotextile membranes,
are commonly used in a wide variety of agricultural applications [20], although they have rarely
been tested for this use.

In order to validate the quality of composts, the change in OM is a key factor. Moreover,
several composting studies have assessed C sequestration in soils as a tool to mitigate climate
change through the improvement of the carbon cycle efficiency of compost OM [21,22]. Thus,
thermal analysis (TA) techniques such as Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy and
thermogravimetry analysis (TGA) have been applied due to their high sensitivity to the chemical
changes produced during the biotransformation of organic wastes, and because they are
reproducible, informative, rapid, low-cost, and small-sample-consuming methods that can be
used to elucidate the structural features of OM. They also provide important information about the
chemical characteristics of the samples and the progressive biodegradation of the more labile
organic compounds, as well as the formation of more resistant and structurally ordered
compounds such as humic compounds [23-25]. This information, through the R1 and R2
parameters, allows for the quantitative evaluation of the stabilization of organic matter in the
composting process and could be considered a reliable parameter to check the maturity level of
organic matter [24,26].

The main objective of this work was to evaluate the feasibility of co-composting technology
on a commercial scale to manage and recycle OMW mixed with different types of manures and
bulking agents used as the N source and C source, respectively. In addition, different
management strategies were tested, such as the use of additives, including biochar, and a bio-
mineral supplement, or the use of geotextile covers. In order to obtain a comprehensive
assessment, the study mainly focused on (i) process assessment, through the changes in key
chemical parameters, the exothermic behavior of compost piles, and the biodegradability of the
organic matter through FTIR and TGA techniques; (ii) the assessment of the environmental

impact with respect to GHG emissions from compost piles; and (ii) the assessment of the
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agronomic quality and economic value of the end products obtained based on their characteristics

and nutrient content.

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Design

Table 1. Physicochemical properties of the raw materials used in the composting piles.

Mixture oMW CM GM Alm Vn
Mixture 1 (% f.w.) 50 40 - 10 -
Mixture 2 50 40 - - 10
Mixture 3 50 - 40 10 -
Mixture 4 50 - 40 - 10
Moisture (%) 71.2 55.4 47.9 10.2 7.1
pH 6.06 8.11 8.79 6.76 7.65
EC (dSm™) 1.48 9.46 9.31 1.11 1.23
TOC (%) 51.1 36.8 36.6 45.3 35.4
TN (%) 1.72 2.15 1.87 0.44 1.02
TOC/TN 29.5 17.1 19.6 104 34.7
PPH (mg kg™) 29,804 1963 3480 3928 960
Total elements

P (g kg™) 2.61 7.16 7.43 0.41 1.22
K (g kg™) 33.2 23.2 25.3 2.1 6.4
Ca(g kg™ 0.80 2.63 3.17 0.50 4.81
Cd (mg kg™) 0.04 0.20 0.16 0.01 0.15
Cr (mg kg™) 4.79 15.1 12.9 5.43 30.7
Cu (mg kg™) 43.2 46.9 43.4 3.02 35.9
Ni (mg kg™) 4.40 6.86 5.12 2.08 6.22
Pb (mg kg™) 3.12 5.01 2.84 0.92 8.91
Zn (mg kg™) 53.3 189 319 6.76 42.8

CM: cattle manure; GM: goat manure; Alm: almond tree pruning; Vn: grapevine pruning;

OMW: three-phase olive mill wastewater.

The composting process was carried out in the CompoLab treatment plant of the EPSO
(Orihuela, Alicante, Spain) from April to July 2023 using a windrow composting system. All piles
were turned 4 times, and the entire process consisted of 119 days of the bio-oxidative phase and
46 days of the maturation phase, for a total of 165 days. The optimization procedure was based
on four main variables: (a) nitrogen source, (b) carbon source, (c) additives, and (d) use of

semipermeable geotextile cover. The materials used for this purpose were olive mill wastewater
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(OMW) sludge as the main ingredient in all piles, which was then mixed with cattle manure (CM)
or goat manure (GM) as the N source, and almond tree pruning waste (Alm) or vineyard pruning
waste (Vn) as the C source. Biochar and a bio-mineral (BM) supplement mixture composed of
biochar, almond powder, an inorganic P-rich material, and a pH regulator were used as additives.
Lastly, for covering the composting piles, a semipermeable geotextile cover (TenCate Toptex®,
polypropylene non-woven, 200 g-m~2) was used.

The physicochemical characteristics of each ingredient are shown in Table 1. These
materials were blended in different proportions on a fresh weight basis to obtain optimal C/N ratios
(20 = 2). A total of 4 different mixtures were mechanically prepared with 3 ingredients each (Table
1). Then, each mixture was divided into 6 different trapezoidal windrows composting piles: (1)
without additive and no cover as the control, (2) with a biochar additive (1% f.w.) and no cover,
(3) with the BM additive (1% f.w.) and no cover, (4) without additive and with a cover, (5) with
biochar and cover, and (6) with the BM additive and a cover. Therefore, a total of 24 trapezoidal
windrows composting piles were made (base dimensions of 3 m x 4.5 m x 1.3 m). The biochar
(pH 6.5, EC: 1.7 dS m™, TOC: 54.1%, TN: 1.4%) used as the additive was obtained from a

pyrolysis process (450 °C, 24 h) using urban pruning waste.

2.2. Physicochemical Analyses

The composting piles were sampled at 0 (start-up), 60 (thermophilic), 120 (end bio-
oxidative), and 165 days (mature compost) from the start of the process. In each sampling, all
piles were sampled using the same method: four subsamples were taken from the bottom to the
top at four different points of the pile and were blended together as a representative sample for
analysis. All collected samples were dried (60 °C), milled, and sieved to 0.5 mm prior to analysis.
All analyses were performed in triplicate (n = 3). Both raw materials and compost were analyzed
according to the methods described by Bustamante et al. [27]: electrical conductivity (EC) and pH
were analyzed in a 1:10 (w/v) water extract. Total organic matter (TOM) was determined by loss-
on-ignition at 430 °C for 24 h. Total nitrogen (TN) and total organic carbon (TOC) were measured
by ignition at 1020 °C using automatic elemental microanalyzers (EuroVector elemental Analyzer,
Milano, Italy). Humic (Cha) and fulvic content were measured after 1:20 alkaline (NaOH)
extraction using an automatic analyzer for liquid samples (TOC-VCSN Analyzer, Shimadzu,
Kyoto, Japan). Water-soluble polyphenols (PPHs) were determined using the modified Folin—
Ciocalteu method in a 1:20 (w/v) water extract. After microwave acid digestion, the total elemental
contents of P, K, Ca, Mg, Na, and heavy metals were analyzed using ICP-OES. To measure the
germination index (GI) of the compost obtained, the germination and radicle length of garden
cress (Lepidium sativum) were assessed according to the method of Zucconi et al. [28]. The

cation exchange capacity (CEC) was determined using the BaCl,-triethanolamine method.
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2.3. OM Modeling and Thermal and Spectroscopic Analysis
Organic matter mineralization during composting was calculated as the OM losses during
the process, according to the equation
[X; (100— X, ) ]
[X; (100 — X;) ] 1)
where X; and Xz are the initial (O days) and specific (60, 120, and 165 days) ash content,

OM loss (%) = 100 — 100

respectively. The results were fitted to a first-order kinetic model [29]:
OM loss = Ax (1 —e7 k)
2)

where A is the maximum degradation of OM (%), k the degradation rate constant, and t the
composting time (days). SigmaPlot 13 software was used for curve fitting.

Thermal analysis was performed with a thermobalance (Mettler Toledo
TGA/SDTA851e/LF/1600) coupled with a mass spectrometer (Pfeiffer Vacuum Thermostar
GSD301T). This system allows the recording of thermograms and mass spectra at the same time.
All samples (5—6 mg per sample) were combusted in an Al,O3; pan with a mixed stream of
oxygen/He (20/80%) at a constant gas flow of 100 mL min~?, within a temperature range of 25 to
650 °C, with an increase of 10 °C min™' and self-controlled calibration. To evaluate the
transformation of organic matter during the composting process, as well as the OM stability of the
end product, the R1 and R2 indexes were used. The R1 index is obtained from thermogravimetry
(TG) data and is the ratio of the weight losses associated with the second (400-580 °C) and first
(250-400 °C) exothermic peaks. It has been identified as a reliable parameter for evaluating the
level of stabilization of OM in compost samples [30]. And the R2 index indicates the ratio of energy
needed by a compound for its combustion, corresponding to the same peaks obtained by DTA
[31]. Therefore, these indicators correlate with the enrichment of aliphatic compounds (more
refractory) relative to labile carbohydrates at lower temperatures. All samples taken during the
different composting phases were measured in triplicate. The FT-IR spectra were obtained using
a Bruker IFS 66 spectrometer. In all cases, 7—-10 mg of each sample was accurately weighed and
then mixed with 100 mg of KBr, dried and pressed into pellets. The wavelength resolution was
set at 4 cm™, with a range of 400—-4000 cm™. In all samples, the average value of 20 scans was

recorded and corrected using ambient air as the background.

2.4. GHG Measurement During Composting

The gaseous fluxes (CO2, CH4 and N2O) from the composting piles were measured with an
opaque and isolated closed chamber (3.534 dm?) using a Gasera One device photoacoustic gas
analyzer (Gasera One, Gasera Ltd.Finland). The measurements of CO,, CH4, and N2O were
undertaken on days 0, 6, 20, 35, 49, 62, 76, 91, 109, and 154 after the beginning of the process.

The concentration of each gas (ppm) was measured in situ from the top of the composting piles
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and then converted into flux (mg gas m? day?) according to the protocol established by Sanchez-
Navarro et al. [32]. Cumulative gas emissions during the experimental period were calculated by
multiplying the average flux of the two consecutive measurements by the time elapsed between
them. In addition, the total surface area (trapezoidal prism shape) of each pile was taken into
account to calculate the total gaseous emissions from the composting piles. The total global
warming potential (GWP) for each pile was expressed as CO;-eq and calculated according to the
factor proposed by the IPCC 2023 [33] for each gas, where N>O and CH4 account for GWP (100-
year time horizon) values of 273 and 27.2, respectively. CO? emissions from the composting

process were not included in the GWP, as they are considered to be of biogenic origin [34].

2.5. Economic Value of the Product

The economic value of the compost obtained was calculated according to its fertilizing units
and humic substance content, determined using analytical methods. It was calculated based on
the value of the N, P>Os, and K-O fertilizing units and humic fertilizer as mineral fertilizer urea,
diammonium phosphate (DAP), and potassium chloride (KCI) [35], respectively. Each value was
obtained from the average marketable values (EUR/) of these fertilizers in 2023, provided by the
World Bank. A compost moisture content of 25% was considered, as it is the average water
content in commercial compost that complies with the range established by Spanish Royal Decree
999/2017 (BOE-A-2017-14332) (<40% moisture for commercial compost).

2.6. Statistical Analyses

The data analysis was performed using Infostat® (v.2020), a statistical software package
linked to the R programming environment [36]. One-way analysis of variance (ANOVA) and the
least significant difference (LSD) test at p < 0.05 were used to assess the statistical significance
of differences between the values of each parameter (N sources and C sources) studied during
composting. SigmaPlot 13 software was used to calculate the OM loss during composting,
according to the first-order kinetic function. Adjusted R-squared (R?adj) and F values were used
to fit the curve to the kinetic function and ensure the statistical significance of the correlation. Two-
way ANOVA and LSD tests were used to assess the differences between the values of each
parameter (N sources, C sources, cover, additives, and OMW) studied during composting. Daily
greenhouse gas fluxes, accumulated greenhouse values, and GWP were also analyzed using
one-way and two-way ANOVAs, as previously discussed. The exothermic index (EXI?) is defined
as the quadratic sum of the daily difference between the temperature inside the pile and the
environmental temperature during the bio-oxidative phase. Pearson’s correlation coefficients
between the physicochemical parameters of the end products and the GHG flux emissions of the

different compost piles were also determined.
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3. Results and Discussion

3.1. Temperature Changes and Exothermic Indexes

The changes in the temperature profile (Supplementary Data) showed a quick increase in
the temperature values for all co-composting piles independently of the strategies used.
Thermophilic values (>40 °C) were quickly reached and lasted at least until the first turning event
(day 20), except for Mixture 3, without additive and no cover. All the piles maintained thermophilic
temperatures, which were reactivated after the turning events for 80 days after the beginning of
the process. After the turning event carried out on day 90, the temperatures progressively fell,
reaching ambient values, indicating the end of the bio-oxidative phase of composting. As shown
in Table 2, the maximum temperature reached showed a statistical difference when the different
mixtures tested were compared. In addition, the exothermic behavior also showed statistical
differences when comparing mixtures, supported by the number of days each mixture was found
to be over 50, 60, and 70 °C. In this sense, Mixture 1 and Mixture 3 did not reach 70 °C in the
piles, while Mixture 2, and especially Mixture 4, showed temperatures over 70 °C for 1 and 11
days, respectively. This could be explained by better conditions of oxygen diffusion in these
mixtures, as the temperature increase is caused by the microbial exothermic activity during
aerobic organic matter decomposition [37].

Regarding the different variables tested, the highest average temperature was found in
mixtures in which Vn was used as the C source. Vn mixtures reached higher temperatures (+10
°C as the maximum and +6.1 °C on average), so their exothermic index (EXI) was also remarkably
higher. The exothermic activity was not affected by the N source, and no major differences were
found in the thermal behavior of the composting piles depending on the use of CM or GM. The
type of composting system used in this study (commercial scale with periodic turning) did not
produce significant differences between the piles with a geotextile cover and those without. In this
sense, research studies such as Sun et al. [38] or Xiong et al. [39] have reported an effect on
temperature in composting systems with the use of semipermeable-membrane covers. But in both
cases, these studies were conducted in composting systems with intermittent forced aeration.
Finally, as can be observed in Table 2, the additives (biochar and BM) in the proportion tested
(1% f.w.) did not produce significant differences. Czekala et al. [40], when co-composting poultry
manure amended with biochar, reported an increase in temperature effect, and Sebahire et al.
[9], in a laboratory-scale composting experiment with cow manure, indicated a higher increase in
temperature with the use of biochar in a mixture. In both studies, the biochar amendment added

was 5%.
3.2. OM Dynamics and Thermal Analysis

The initial concentration of TOM was higher in Mixture 1 (76.9%), prepared with CM and

Alm. Mixture 2 and Mixture 3 presented close initial values of TOM, at 72.2% and 72.1%,
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respectively. The mixture prepared with the combination of GM, Vn, and OMW obtained the

lowest initial value of TOM (68.7%). In all the piles studied, the decrease in the OM content was

the greatest during the early stage of the bio-oxidative phase (Figure 1), but with a different

intensity depending on the raw material or management strategies used. Regarding N source

ingredients, during the thermophilic phase, the piles prepared with CM reached an OM loss of
34.7%, while the piles prepared with GM reached 30.7% of OM loss (Table 3).
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Figure 1. OM loss (%) behavior in the composting pile studied. Lines represent kinetic curve

fitting. OM: organic matter.

Table 3. Estimated kinetic model parameters for OM loss during composting according to

the variables used and mixtures.

A k A k

N source CM 49.2 0.0199 Cover No Cover 49.3 0.021
GM 48.1 0.0218 Cover 47.8 0.021
F-anova ns ns F-anova ns ns

C source Alm 46.2 b 0.0176 Additive SN 48.3 0.021
Vn 5l.1a 0.0245 B 49.0 0.027

BM 49.6 0.014

F-anova 1.25* ns F-anova ns ns
Mixtures A k R? RMS F-value
Mixture 1 46.3 0.0191 0.99 0.8 16,467
Mixture 2 52.1 0.0208 0.99 7.2 19,298
Mixture 3 46.1 0.0162 0.98 4.1 3457
Mixture 4 50.1 0.0273 0.99 5.5 933
F-anova ns ns
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A: maximum potential mineralization of OM (%); k: rate constant (d™1); RMS: residual mean
square. *: significant difference between treatments at p < 0.05; ns = not significant. Different
letters within a column indicate significant differences between treatments (p < 0.05).

In this sense, in a study about anaerobic digestion treatment, Nleya et al. [41] reported a
lower biodegradability of goat manure (26% biodegradability) compared to cow manure (81%
biodegradability), attributed to slower hydrolysis rates and the more recalcitrant composition of
the mineral part of goat manure. A similar effect was observed in the piles prepared with Vn (35%
OM Loss) during the thermophilic phase compared with the piles that contained Alm (29.7%) as
the bulking agent. Hachicha et al. [42] reported that the nature of the bulking agent plays an
important role in the composting of OMW sludge, finding that the use of maize straw results in a
lower OM loss, with the thermophilic phase being very short compared with cotton gin waste as
the bulking agent. The use of a geotextile cover resulted in a lower OM mineralization rate than
the piles without a cover, with OM degradation values during the thermophilic phase of 30.4 and
34.9%, respectively, and an average value at the end of the composting process of 47.8% in
covered piles, and 49.3% in no-cover piles (Figure 1). This behavior contrasts with the findings
by Xiong et al. [17] in a composting study of dairy cattle manure and wheat straw, where a
semipermeable functional membrane cover was incorporated, resulting in greater OM
degradation. This discordant result observed between the semipermeable membrane cover used
by Xiong et al. [17] and the geotextile membrane cover used in our study can be attributed to two
factors. One factor may be the characteristics of the manufacturing material, which provide the
two types of covers with different properties, such as pore size distribution, air permeabilities, or
water vapor transmission rate. Another factor could be the type of composting system used. Xiong
et al. [39] used a forced aeration system with a device at the bottom of the pile, which created a
slightly positive-pressure environment under the membrane, enhancing the flow of oxygen into
the pile [17]. Finally, the additives used showed slower OM degradation during the thermophilic
phase, reaching 31.4% for the biochar treatment, 30.3% for the BM treatment, and 36.5% when
no additives were added. Many studies have shown that the addition of exogenous additives,
such as wood vinegar [43], superphosphate [44], and biochar [45], can accelerate the
decomposition of organic matter and shorten composting time. Biochar has been shown to
accelerate the mineralization of organic matter, mainly because the physical and chemical
characteristics of this material can enhance the aeration of compost heap [46], stimulate
microorganisms and their enzyme activity levels [10], and promote the degradation of organic
matter [47]. In our study, the results obtained did not show this organic matter degradation-
enhancing effect, although the final value of A was slightly higher in BM and B piles compared
with SN piles (Table 3).

The initial R1 and R2 presented similar values in all composting piles, as expected, since

the main ingredient in all cases was the OMW sourced from the same storage pond. In addition,
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the proportions of N source and C source ingredients in the mixtures were calculated in order to
obtain close initial CN ratio values. As the composting process progressed, an increase in both
R1 and R2 values was observed in all cases, and slight significant differences were found in
behavior during the thermophilic phase. The increases in the R1 and R2 values in Mixture 1 and
Mixture 2 prepared with CM were higher than those prepared with GM. This increase in R1 and
R2 values during compositing indicates an increase in the relative amount of the most thermally
stable fraction of the OM with respect to the least stable one [48].

As shown in Table 4, the values of R1 and R2 became stable in the maturation stages of
the composting process in all piles. However, when comparing the values of R1 and R2 between
samples taken at the end of the maturation phase and the samples taken at the end of the bio-
oxidative phase, insignificant increases were observed. This suggests that at the end of the bio-
oxidative phase, the organic compounds reached good stability in the composting piles [24], with
only minimal changes occurring during the maturation phase. With regard to FTIR, Table 4 shows
the value of an intense absorption band in the region related to carbohydrates (1096 and 1037
cm™) [49]. With respect to the raw materials, the OMW reached the highest value (0.283), with
large differences compared with the other raw materials (0.081 GM, 0.067 CM, 0.065 Alm, 0.061
Vn, and 0.03 biochar). At the beginning of the composting process, all the mixtures presented the
highest relative absorbance values, with Mixture 3 having the highest absorbance. During the
thermophilic phase, the band corresponding to carbohydrates sharply decreased in all the
mixtures, after which the values remained stable until the end of composting. This indicates that
carbohydrates, including easily biodegradable organic compounds, such as simple
carbohydrates, were the most metabolized fraction by the composting microflora at the beginning
of the process [42].

Table 4. Evolution of the OM mineralization and R: and R: indexes of TGA during

composting.
Start-Up (Day 0) Thermophilic (Day 60) Egg) Bio-Oxidative (Day Matured (Day 165)
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
N source CM 0.69 1.77 1.03 a 281a 1.15a 3.29b 1.15 3.20b
GM 0.70 1.71 0.98 b 2.36 b 1.11b 2.58 a 1.11 2.55a
F-anova ns ns 8.52 ** 15.3 *** 445 * 25.4 *** ns 31.9 ***
C Source Alm 0.71 1.83 1.00 2.59 1.13 3.05 1.15 3.04
Vn 0.68 1.64 1.01 2.57 1.13 2.82 1.11 2.71
F-anova ns ns ns ns ns ns ns ns
Cover No Cover0.70 1.74 0.96 a 2.60 1.17b 3.14 1.16 3.00
Cover 0.70 1.74 1.02b 2.57 1.08 a 2.73 1.10 2.84
F-anova ns ns 4.45 * ns 27.9 ** 6.86 * 8.70 ** ns

* ok xeke Significant at p < 0.05, 0.01, 0.001, respectively; ns: not significant. Average values
in a column followed by the same letter are not significantly different at p < 0.05 (LSD test). Mixture
1: OMW + CM + Alm (50:40:10%) f.w.; Mixture 2: OMW + CM + Vn (50:40:10%) f.w.; Mixture 3:
OMW + GM + Alm (50:40:10%) f.w.; Mixture 4: OMW + GM + Vn (50:40:10%) f.w.
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The statistical analysis showed that the greater difference in thermostability index (R1)
(Table 5) values can be explained by the variable N source. Especially during the thermophilic
and bio-oxidative phases, the use of CM as an ingredient in the composting piles leads to higher
values of both R1 and R2. When the temperature at which the weight loss occurs is higher, the
organic fraction that degrades is consequently more resistant and structurally ordered [24].

The use of coverage also showed significant differences, but with nearly identical values of
R1, especially after the end of the bio-oxidative phase and during the maturation phase.
Therefore, in view of the data, the amount of OM burned in the two temperature regions was not
influenced by the main variables considered, namely the use of different C sources or additives
such as biochar or BM.

Table 5. Indexes R; and Rz according to the variables tested.

Start-Up (Day 0)  Thermophilic (Day 60) End Bio-Oxidative (Day 120) Matured (Day 165)

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2

N source CM 0.69 1.77 1.03a 2.81a 1.15a 3.29Db 1.15 3.20b

GM 0.70 1.71 0.98 b 2.36b 1.11b 2.58 a 1.11 2.55a
F-anova ns ns 8.52 ** 15,3 *** 4,45 * 25.4 *** ns 31.9 ***
C Source Alm 0.71 1.83 1.00 2.59 1.13 3.05 1.15 3.04

Vn 0.68 1.64 1.01 2.57 1.13 2.82 1.11 2.71
F-anova ns ns ns ns ns ns ns ns
Cover No Cover 0.70 1.74 0.96 a 2.60 1.17b 3.14 1.16 3.00

Cover 0.70 1.74 1.02 b 2.57 1.08 a 2.73 1.10 2.84
F-anova ns ns 4.45 * ns 27.9 ** 6.86 * 8.70 ** ns

* ** x6k Significant at p < 0.05, 0.01, 0.001, respectively; ns: not significant. Average values

in a column followed by the same letter are not significantly different at p < 0.05 (LSD test).

3.3. Changes in Physicochemical Parameters During the Composting Process

Regarding pH (Figure 2), the lowest values were found at the beginning of the treatment
process for all strategies tested. All the mixtures started with a pH close to neutrality (7.7 average
value) and finished the process with average values of 8.3 in M2, 8.5 in M1, 8.8 in M4, and 9.3 in
M3, becoming more alkaline. Wichuk et al. [50] affirmed that the release of ammonium is
responsible for the increase in pH during the process, and its volatilization causes a pH reduction
as the compost matures. However, Cayuela et al. [51] found that OMW compost kept its pH near
9.5, which correlated well with other indicators of stability and maturity. In the Pearson correlation
test, pH showed a negative correlation (r = -0.611 at p < 0.001) with TN content in the piles,
supporting the proposal by Wichuk et al. [50] about the increase in pH with nitrogen losses.
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Figure 3. Changes in the electrical conductivity of each mixture.
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The EC (Figure 3) is closely related to salinity content in the bibliography; however, the
Pearson correlation showed a strong positive relation between TN and EC (r = 0.696 at p <0.001),
and a lower positive significant correlation was found with Na content (r = 0.243 at p < 0.05). Both
Mixture 1 and Mixture 4 exhibited similar behavior in their EC changes. During the thermophilic
phase (60 days), EC decreased in Mixture 1 and Mixture 4, but then gradually increased,
eventually exceeding the initial levels when BM or a cover were used. Mixture 3 showed a different
development, with a marked increase in EC values for all the variables tested at the end of the
bio-oxidative phase.

In general, the EC values of the mature composts obtained were found to be in the upper
range of values previously reported for compost made from OMW (2.46 dS m™2-7.31 dS m™)
[52,53]. The high EC of the end products could be related to OMW as an ingredient, depending
on the sources of OMW, as it can cause a high EC [42], but have no impact greater than N or C
sources [54]. As the initial EC of OMW was not as high as the one found in our N sources (Table
1), a high EC of the final compost found in every pile seems to be not caused by it.

OMW is well known for its high concentration of phenolic compounds. These aromatic
compounds have a phytotoxic effect and can act as growth inhibitors against some
microorganisms present in composting piles [55].

The OMW in our study showed (Table 1) a high concentration of phenolic compounds
(29,840 mg kg™), which is higher compared to those reported in other studies that used OMW
extracted from storage ponds: 19,996 mg kg™ [52] and 13,400 mg kg™ [56]. This value decreased
in the initial mixtures due to the dilution effect when OMW was mixed with the different ingredients
used (Figure 4), resulting in a range of 4554—-6708 mg kg™ . In all the composting piles, a sharp
decrease in phenolic compounds was observed during the first two months, with a behavior
similar to that described by Hachicha et al. [42] and Saez et al. [52]. These initial biodegradation
processes of the phenolic fraction were more pronounced when BM was used in the process for
Mixture 1 and Mixture 2. At the end of the composting process, an average reduction in phenolic
compounds was found according to the variables tested: BM 47%, biochar 27%, SN 23%, cover
28%, and no cover 37%. The composts with BM showed a lower PPH content at the end of the
maturation phase. Cayuela et al. [57] found a reduction in PPH between 34% and 44% during a
windrow OMW composting process, but also found a behavior of increases and decreases in
OMW that was attributed to lignin degradation. This could explain the sudden increase in PPH
found after the end of the bio-oxidative phase in Mixture 3 and Mixture 4. Hachicha et al. [42]

reported a phenol degradation of 72% after 7 months of processing.
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Figure 4. Changes in the water-soluble polyphenols of each mixture.

3.4. Greenhouse Gas Emissions During Composting and GWP Assessment

The highest GWP was observed in Mixture 4 (Figure 5), while the other mixtures exhibited
no discernible differences. This is attributable to Mixture 4, showing the highest accumulated
emission of N2O (Figure 6) (with an increase in emissions of 61%, 55%, and 48% for Mixture 1,
Mixture 2, and Mixture 3, respectively). However, the statistical results revealed that the greatest
nitrogen losses were observed in Mixture 2 due to NH; emissions (Figure 7). No differences were
found in CO; (Figure 8) or CH4 (Figure 9) emissions for the different mixtures tested. With respect
to the N source, GM was responsible for the highest N,O emissions, although CM expressed
higher emissions of NHs. Overall, the GWP index was higher in GM composts.

Ba et al. [58] found that N.O emissions were positively correlated with the TN content of
composting material, as they are produced during incomplete nitrifying/denitrifying processes
under aerobic or anaerobic conditions. However, GM had a lower TN content (1.87%) than CM
(2.15%), and subsequently, the initial mixtures prepared with GM also had a lower average
nitrogen content (1.85%) than those prepared with CM (2.05%). Another explanation can be the
one provided by Pardo et al. [59], who in a meta-analysis about the effect of different composting
systems on gaseous emissions, suggested that management practices have an even greater
influence than the composition of raw solid waste. The use of Vn (Table 6) as the carbon source

caused an increase in N2O and CO, emissions compared to Alm. The behavior of CO; emissions
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was similar to that shown by geotextile-covered piles, suggesting that the C source and the
presence of a cover were the main causes of variability in CO, emissions. The additives used
were not statistically significant for different GHG flux emissions or did not have an effect on the
GWP index.

Table 6. Accumulated GHG emissions of composting piles depending on the mixture, N

source, C source, cover use, and additive used.

Mixture g NHa/pile g N2O/pile g CHalpile kg COulpile i\évzoz-eq oile)
N source

CM 98 b 30a 79 397 104 a
GM 75 a 55b 63 440 16.8b
F-anova 4.88 * 16.77 *** ns ns 13.90 **
C source

Alm 80 33a 68 333 a 10.8 a
Vn 92 53b 73 503 b 165b
F-anova 1.09 ns 8.84 ** ns 9.12 ** 9.60 **
Cover

No Covered 87 42 67 337 a 13.2
Covered 86 44 75 500 b 14.1
F-anova ns ns ns 8.06 ** ns
Additive

Control 93 44 69 374 13.7
Biochar 79 40 71 455 12.8
BM 87 45 73 427 14.3
F-anova ns ns ns ns ns

CO; equivalent from N2O and CH, flux emissions were calculated according to their GWP
(IPCC, 2023). *, ***: significant difference between treatments at p < 0.05 and p < 0.0001,
respectively; ns: not significant. Different letters within a column indicate significant differences

between treatments (LSD test, p < 0.05).

Other studies have tested biochar as an additive in composting processes and found a
reduction in N losses ranging from 6% to 86%, depending on the application rate of biochar, from
3% to 25%, with a decrease proportional to the rate of biochar added [60]. Higher application
doses have also been successfully applied, with a mitigating effect on GHG emissions, from 20%
[61] to 50% [62]. However, doses higher than 20% are discouraged due to the potential negative
effect on microbial activity, which can slow down the process [63]. As this study applied biochar
at 1%, this percentage could be insufficient to represent a statistically significant impact on N»O,

NHs, or CH4 emissions.
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Figure 5. Global warming potential (GWP) of each pile. Different letters on the bar graph or

bracket indicate significant differences between treatments (p < 0.05). ***: Significant at p < 0.001.
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or bracket indicate significant differences between treatments (p < 0.05). ***: Significant at p <
0.001.
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Figure 7. Cumulative NH3z emissions of each treatment. Different letters on the bar graph
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Figure 8. Cumulative CO; emissions of each treatment, ns: not significant.
Piles covered with a semipermeable geotextile material increased their CO, (Figure 8)
emissions by 67.5% compared to the regular pile management, which was in contrast to the

observations in other studies. The authors of [14] found a significant decrease in NH3z, CO2, CHa,
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and N2O emissions when a semipermeable membrane was used. In addition, Xiong et al. [39],
when using a composting system with a functional membrane cover, reported a decrease of 23%
in CH4 emissions, which they attributed to the highest temperatures reached in the covered pile.
They observed that in the covered piles, the methane emission rate gradually decreased as
methanogenic bacteria became inhibited by the high temperatures reached during the
thermophilic period [64]. However, as noted above, under our experimental conditions, we found

no differences in the exothermic behavior between cover and no-cover piles.
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Figure 9. Cumulative CH4 emissions of each treatment. ns: not significant

3.5. Characteristics of the Final Compost

Although the same OMW proportion was used to prepare all the mixtures, Mixture 1 showed
a lower overall PPH content in the final product (Figure 10). The use of BM and B additives did
not show a clear tendency. However, in general, covered piles showed a lower reduction in
phenolic compound content. This fact was especially noticeable in Mixture 4. If the no-cover piles
group is analyzed, it is observed that Mixture 3 presented the highest content value in all
scenarios tested. The PPH content presented a positive Pearson correlation with pH value (r =
0.718 at p < 0.001). Phenolic compounds are considered weak acids and are expected to become
neutralized in alkaline media (high pH), forming phenolate salts that are less available for
biodegradation [65]. This may have occurred in Mixture 3, which had the highest pH values during
the composting process. All the piles reached values (<8000 mg kg™?) below the limit established

in the Spanish regulations (RD 506/2013) for the marketing of compost derived from OMW.
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The humic-like content (Figure 11) was also not significantly affected by the use of additives,
although the treatment group with biochar application showed an 8% and 9% increase in the
formation of humic substances for no-cover piles and cover piles, respectively. This agrees with
the findings of other authors [63,66], who proposed several mechanisms to explain the effect
caused by biochar: (1) the release of soluble organic compounds and aromatic moieties from
biochar that can be incorporated into the humic substance, and (2) the adsorption of these
compounds onto its active surface.

In addition, the different treatments showed the same behavior in covered and uncovered
piles, which seems to indicate that the management strategies were not the cause, and that the

differences found for this parameter were mainly due to the different composition of each mixture.
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Figure 10. Water-soluble phenolic content of the final compost depending on the treatment.
Different letters on the bar graph or bracket indicate significant differences between treatments
(p < 0.05). The number on the bracket indicates the average value of this treatment group. *:

significant difference between treatments at p < 0.05.
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Figure 11. Carbon humic compound of the final compost depending on the treatment.

Different letters on the bar graph or bracket indicate significant differences between treatments

(p < 0.05). The number on the bracket indicates the average value of this treatment group, ns:

not significant.
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Figure 12. Germination index of the final compost depending on the treatment. The number

on the bracket indicates the average value of this treatment group, ns: not significant.

Low initial Gl values were recorded in the four mixtures tested, with 6.7%, 2.1%, 2.2%, and

5.3%, respectively, for M1, M2, M3, and M4, suggesting severe phytotoxicity in the OMW

substrate in the early composting stage. Afterwards, this parameter increased during the

composting process to reach > 50% in the final product, except for Mixture 3 (Figure 12).

According to the GI values, Mixture 3 showed high phytotoxic characteristics in all scenarios
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evaluated. The additives did not present the same behavior in all the mixtures, and therefore, the
statistical study did not show a clear effect. However, in general, the Gl in piles with BM was
slightly higher, and this may be linked to the previous low PPH concentration found with this
additive. A Pearson correlation supports this, with a moderate negative correlation (r = —=0.500 at
p < 0.001) between PPH and Gl.

The final CEC (Figure 13) of the final composts was affected by the presence of a cover.
Without a cover, no differences between additives were found, but its presence showed a slight
CEC increase in biochar piles and BM compared with the control group. Notably, Mixture 1 and
Mixture 4 increased their CEC when both BM and cover were applied. Biochar piles also
performed better under the cover, as observed in Mixture 3 and Mixture 4. This highest average
CEC found in the biochar-covered group piles is in concordance with that found by other authors.
Agyarko et al. [67] reported that both aging and dissolved organic matter adsorption led to the
formation of organically bonded oxygen containing functional groups on the surface of biochar.
And the first and most important consequence of such modification of the biochar surface is an

increase in CEC and its ability to retain nutrients [60].
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Figure 13. Cation exchange capacity of the final compost depending on the treatment.
Different letters on the bar graph or bracket indicate significant differences between treatments
(p < 0.05). The number on the bracket indicates the average value of this treatment group. *:

significant difference between treatments at p < 0.05, ns: not significance.
4. Nutrient Content and Economic Marketable Value

According to their fertilizer unit and humic substance content (Figure 14), Mixture 2 and

Mixture 3 seemed to produce a more valuable product. However, the Mixture 2 range of value is
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higher (199-225 EUR/t) than the Mixture 3 range (190-214 EUR/t), suggesting that Mixture 2 is
the best alternative. The value of Mixture 2 is also more related to its humic—fulvic substance
content (61.7% of the total value) than to its NPK content (38.3% of the total value). Regarding
the additives used, biochar appeared to have some impact on economic value. The value of piles
with biochar addition ranged from 199 EUR/t to 214 EUR/t, apparently higher than the control
(182—-208 EUR/t) or BM piles (179-208 EUR/t). Nguyen et al. [68] found that the application of
biochar at 2.5 to 10% in various composting processes involving cow manure increased TN by
around 45%. In our study, the highest increase in TN, TP, and especially in TK was observed
when BM and B were used. But the increase in price was mainly justified by the increase in humic
substance content described above. Finally, the use of a geotextile cover showed no impact on

the total economic value of the final compost compared with no-cover piles.
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Figure 14. Economic value of the final compost depending on the mixture, treatment, and

cover-use, and proportion of total economic value associated with NPK content and humic
substances.
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5. Conclusions

In view of the results obtained, we can conclude that the use of the tested strategies does
not result in a global improvement in composting performance for all the parameters evaluated.
However, the use of some strategies or the combination of more than one can improve some
aspects of the process or the final quality of the product.

Regarding exothermic behavior and biodegradability, the co-composting strategy showed
the greatest influence due to the conditioning of the OMW characteristics. The use of a cover or
additives did not show any statistically significant effect on temperature, or changes in thermal
indexes. Nevertheless, all the compost piles reached the correct stability and maturity after 4
months of composting.

The use of biochar as an additive showed a reduction in GHG emissions and nitrogen losses
via NH3z and N2O release, although no statistical significance was found in the proportion tested
(1% f.w.). Furthermore, due to characteristics such as large active surface, biochar improved the
quality of the final product in parameters such as a higher CEC or humic substance content.
Regarding the degradation of phenolic compounds and the reduction in phytotoxicity of OMW,
the combination of using a cover and biochar, and especially a cover and BM, was shown to be
the most efficient strategy. In addition, the use of both B and BM additives showed an increase in
the economic value. However, it would be necessary to carry out field experiments to evaluate
the bioavailability of nutrients (NPK) in the end products obtained for crops under different
environmental conditions, soil textures, or moisture content.

Finally, under the composting conditions tested (piles with periodic turning at a commercial
scale), the worst cost-effective strategy was the use of a geotextile membrane cover, because
there was no difference in thermic behavior caused by the presence of the cover; it did not improve
the quality of the final composts. Although the use of a cover did not have a statistically significant

effect on the GWP, an increase in CO; emissions from covered piles was observed.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at
www.mdpi.com/xxx/s1, Table S1: Pearson correlation analyses in end-product obtained.
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Abstract: The main environmental issue of the olive oil agro-industry has been the
disposal of olive mill wastewater (OMW) due to its recalcitrant characteristics. This study
aimed to assess the potential of co-composting combined with assisted Bioaugmentation
and Biochar application (5 % f.w.) as a treatment technique for OMW. For this purpose,
two different co-composting mixture with increasing amount of OMW (Mixture A 30%
f.w.- Mixture B 50% f.w.) were prepared and composted under commercial conditions.
The results showed that assisted Bioagmentation lead to a higher reduce in phenolic
compounds and improve of the phytotoxicity and microbial profile. The use of biochar did
not alter the evolution of the process, however, the assessment of greenhouse gas
emissions revealed a reduction in N2O and CH4 emissions and in the overall global
warming potential (GWP) of the process, although an increase in NHs emission were
observed. Finally, the combined use of biochar and Bioaugmentation produced a
synergistic effect in Mixture B leading enhanced organic matter degradation in this

recalcitrant environment.

Keywords: Olive mill waste sludge bioremediation, Bioaugmentation treatment,

Greenhouse gas emissions, Biochar additive

1. Introduction
In the olive oil industry, the management and disposal of olive oil mill wastewater
(OMW) presents a significant environmental challenge in Mediterranean countries, which

are responsible for 97% of global olive oil production (Galliou et al., 2018) resulting in a
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high concentration of waste in regions dedicated to olive oil sector. Additionally, the olive
oil extraction season is limited to a few months of the year (November-February).
Consequently, OMW removal is difficult and temporary storage is required (Bernal et al.,
2009). In addition, these wastes are highly phytotoxic but they also contain high
percentages of organic matter and a wide range of plant nutrients that could be reused
as fertilizers for sustainable agricultural practices (Muktadirul Bari Chowdhury et al.,
2013).

The characteristics of OMW make difficult to apply a cost-effective treatment
method (Galliou et al., 2018). The common practice for its management in
Mediterranean countries has been the storage in evaporation ponds. However, with
this management strategy, these effluents are transformed into a more polluting and
recalcitrant solid

sediment high in toxic compounds (Kavvadias et al., 2017). Several studies have
proposed the composting as treatment to stabilize OMW (Martinez-Gallardo et al., 2020;
Sanchez-Monedero et al.,, 2010), shown as a feasible method with low technical
requirement that allow obtained humus-like product and recover nutrients for
environmentally safe agronomic application.

Raw OMW obtained from storage ponds is not immediately suitable for
composting. Due to its characteristics, several factors have been described that can limit
its treatment by composting, such as, acidic pH (Hachicha et al., 2009), excessive
moisture content, a very high C/N ratio (Sanchez-Monedero et al., 2010) or high content
in phenolic compound, lipid and organic acids (Martinez-Gallardo et al., 2022). For this
reason, several studies (Chowdhury et al., 2014; Masmoudi et al., 2024; Tortosa et al.,
2012) have proposed co-composting as a feasible method to modify the characteristics
of OMW with low technical requirements. In the co-composting technique, OMW is mixed
with other raw ingredients such as Olive leave, rice husk (Chowdhury et al., 2014),
Almond pruning waste (Mira-Urios et al., 2025), grape stalks (Cayuela et al., 2010) which
act as bulking agents improve the physical properties and aeration of OMW and/or with
different type of manure Poultry manure, Sheep manure (Tortosa et al., 2020), cow
manure (Aviani et al., 2010) to improve the OMW nutrient balance and facilitate the
colonization and growth of microorganisms necessary for the composting process.

The use of biochar in organic waste composting has attracted interest in the last
decade due to its reported environmental and agronomical benefits (Sanchez-Monedero
et al.,, 2018). In particular, the large surface area and porosity of biochar have been
proved to enhance the environmental conditions during composting process and act as
physical support for microbial growth, having several benefits to treatment in terms of

enhanced organic matter degradation, humification and in reduction of N losses and
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greenhouse gas emissions (GHG), (Kammann et al., 2016; Schmidt et al., 2014). In
addition, applied in soil, Mukherjee and Zimmerman (2013) presented evidence that
higher temperature biochars (650°C) displaying greater nutrient sorption than low
temperature biochars and reasoned that this was due to their greater surface area and
organic matter sorption capacity.

Recently several methods have been applied for OMW treatment such as
Bioremediation technique, which involves the use of living organisms, typically
microorganisms or their products, to degrade, detoxify, or separate toxic chemicals
present. Besides, the Bioremediation can be accelerated by incorporating microbial
species capable of degrading the contaminant, a process known as bioaugmentation
(Crawford & Rosenberg, 2014), by adding nutrients, or by providing conditions that
stimulate the activity of the microbiota naturally present in contaminated matrices, or by
a combination of both (Tyagi et al., 2011).

The aim of this study was to evaluate the environmental and agronomic benefits of
applying biochar as a composting additive in combination with bioaugmentation strategy,
during co-composting of OMW. To achieve this, the study focusing on the following
aspects: 1) The monitoring of the treatment process through the thermal profile and the
evolution of chemical parameters; b) the assessment of the agronomic quality of the end-
products obtained, c) evaluation of the main GHG (N0, CHsand CO,) produced during
the process d) assessing the reduction in phenolic compounds and tracking the

persistence of inoculated microbiota in final compost.

2. Materials and Methods

2.1. Experimental set-up

A Total of 8 different composting piles were prepared using two different mixtures:
a) Mixture A: prepared with OMW 30% Cow manure (CM) 60% and vineyard pruning
(Vn) 10% proportion in fresh weight f.w.; and b) Mixture B: prepared with OMW 50% f.w.,
Cow manure 40% f.w., and vineyard pruning 10% f.w. Properties of raw materials are
enclosed in supplementary materials (Table S1). Two piles received a Biochar addition
of 5% f.w. (Pile A-Bioch and Pile B-Bioch), two piles were inoculated with a microbial
consortium (Pile A-Inoc and Pile B-Inoc), and two piles received both treatments: Biochar
5% f.w. and microbial consortium (Pile A- Bioch+Inoc and Pile B-Bioch+Inoc). The
composting process was carried out from March to July of 2024 in the Compolab facility
of the UMH-EPSO (Orihuela, Spain). The Bio-oxidative phase finished after 115 days of
composting and all piles stayed in maturation for 60 days. All piles were turned every 15

days and watered as necessary to keep optimal moisture conditions. All piles were
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sampled at the beginning of the process, after 30, 60, 90 and 120 days from the

beginning and after maturation phase.

2.2. Bioaugmentation protocol for compost piles

The strains selected as microbial inoculants were Burkholderia vietnamiensis OR3,
Pseudomonas extremaustralis OR1, Bacillus safensis 190 and Aspergillus ochraceus
H2. These microorganisms are members of the strain collection of the BIO-175 research
group of the University of Almeria. All of them have been previously isolated and
enzymatically characterized (Jurado et al., 2014; Lopez-Gonzalez et al., 2013; Martinez-
Gallardo et al., 2020). The selection of these strains to be applied in four of the eight
compost piles previously described in section 2.1., was based on their specific metabolic
functionality: B. viethamiensis OR3, P. extremaustralis OR1 and B. safensis 190 were
chosen for their biofertilizing capacity, while A. ochraceus H2 was selected for its
efficiency in degrading phenolic compounds, which are primarily responsible for the
toxicity and recalcitrance of the material to be composted. The stock strains stored by
cryopreservation at -80 °C were reactivated on Plate Count Agar (APHA, ref.
2135102275 liofilchem®), while A. ochraceus H2 was reactivated on potato dextrose
agar (PDA, ref. 1101300500 Merck). Optimal incubation conditions for the bacterial
strains were 30 °C for 24 h, while H2 was incubated for 96 h at the same temperature.
After incubation time, the cultures were stored at 4 °C until use.

The methodology for inocula production and assembling the microbial consortia
are enclosed in supplementary materials (Method S1).

At the beginning of the composting process, the Pile A-Inoc, Pile B-Inoc, Pile A-
Bioch+lnoc and Pile B-Bioch+Inoc were supplemented with a mix of the microbial
biomass (OR1, OR3 and H2) at the rate of 6 log CFU g™ of waste mixture and strain.
For that, biomass was incorporated into the water used to adjust the moisture content of

the composting piles.

2.4. Physico-Chemical analyses

The initial raw materials and compost samples were analysed according with
methods described by Bustamante et al., (2008): pH and electrical conductivity (EC)
were analyzed in a 1:10 (w/v) water extract. Total organic matter (TOM) was determined
by loss-on-ignition at 430 °C for 24 h. The Total nitrogen (TN) and Total organic carbon
(TOC) was measured by ignition at 1020°C in automatic elemental analysers
(EuroVector elemental Analyser, Milano, Italy). Water soluble polyphenols (PPH) were
determined by the modified Folin-Ciocalteu method in a 1:20 (w/v) water extract

(Paredes et al., 2009). The Germination Index (GI) of the final compost obtained, was
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assessed with seeds of Lepidium sativum according to the method of Zucconi et al.,
(1981). Total elemental contents of P, K, Ca, Mg, Na and heavy metals were measured
in ICP-OES after microwave acid digestion. A total of 6 sampling event was done during
composting process at 0 (start- up), 30 (Thermophilic), 60, 90, 120 (End Bio-oxidative)
and 180 days (Mature compost) from the beginning of the process. Each sample was
composed of 7 subsamples taken from the entire profile (from the bottom to the top) of
each pile. The integrated samples were dried (60 °C), milled, and sieved to 0.5 mm prior

to analysis. All analyses were performed in triplicate (n=3).

2.5. OM modelling analysis

Organic matter mineralization during composting was calculated as the OM losses
during the process, according to the equation (Paredes et al., 2000b):

— 100 — 100 X1 100-%)]
OM loss (%) = 100 — 100 ="t

(1)

where X is the start point (0 days) and X are the punctual sampling (30,60,90,120
days and Maturity) ash content, respectively. The results were fitted to a first order kinetic
model:
OM loss = Ax (1 —e™kt)

where, A is the maximum degradation of OM (%), k the degradation rate constant
and t the composting time (days). SigmaPlot 13 software was used for curve fitting and

first order kinetic model.

2.6. GHG measurement during composting

The gaseous emissions (CO,, CH,, and N,O) from the composting piles were
monitored using an opaque, insulated closed chamber (3.534 dm3) with a Gasera One
equipped with photoacoustic sensor (Gasera One, Gasera Ltd). Measurements were
taken once a week the first 4 weeks and every 15 days after that until the end of the bio-
oxidative phase. The gas concentrations (ppm) were measured directly from the top of
the composting piles in duplicate and then the flux emission (mg gas m2 day™) calculated
according with described by Sanchez-Navarro et al. (2022). Cumulative emissions over
the experimental period were calculated by multiplying the average flux of two
consecutive measurements by the time interval between them. The total surface area
(trapezoidal prism shape) of each pile was also considered to determine the overall
gaseous emissions. The total GWP for each pile was expressed as CO,-equivalents and
calculated using the IPCC 2021 factors for each gas, with N,O and CH, having GWP
values of 273 and 27.2, respectively. CO, emissions from the composting process were
excluded from the GWP calculation as they are considered biogenic (Christensen et al.,
20009).
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2.6. Statistical analyses

One-way analysis of variance (ANOVA) and least significant difference (LSD) test
at p < 0.05 were used to assess the statistical significance of differences between values
of each variable studied during composting. Sampling of greenhouse gas fluxes,
accumulated greenhouse values and GWP were also analyzed via one-way and two-
way ANOVAs as previously discussed. The exothermic index (EXI?), defined as the
quadratic sum of the daily difference between the temperature inside the pile and the
environmental temperature during the bio-oxidative phase (Vico et al., 2018). All

statistical analyses were performed using the IBM SPSS version 30.0 software package.

3. Results and discussion

3.1. Temperature evolution and exothermic indexes

Temperatures measured during the bio-oxidative phase showed how all
composting piles reached thermophilic temperatures during the first 5 days of
composting process. The thermophilic phase (temperature over 45°C) is the result of the
heat generation from aerobic microbial activities on readily available organic materials
(Chowdhury et al., 2014). The same trend was also observed in co-composting of OMW
at industrial-scale (Gigliotti et al., 2012; Michailides et al., 2011). From the first turning
event (Day 6 of the process), a different behaviour was observed between the
composting piles prepared with Mixture A and those prepared with Mixture B, which was
reflected in a significantly higher final value of EXi2 Index (Table 1). In addition, the piles
prepared with Mixture A also showed higher maximum temperature, higher average
temperature and a higher number of days over >50°C. >60°C and <70 °C (Table 1). The
application of Inoculum did not produce major differences compared with the piles
without inoculation. Nevertheless, Biochar used as additive caused a small reduction of
the number of days the piles maintained their temperature over 60 and 70 °C, thus
lowering the final value of EXi2 Index, and reducing the average temperature by 3 °C.
Czekata et al. (2016) observed that thermophilic phase was shorter 4-5 days or
composting mixtures amended with 5% of Biochar. Vandecasteele et al (2016) also
reported lower temperatures in composting piles with Biochar and faster OM degradation
decline that could be the cause for early thermic stability. However, Olivera-Begué et al.,
(2025) found no effect on the maximum temperatures reached in composting piles.of
Organic fraction of municipal solid waste when wood-derived biochar was applied at
10%.

Pile A-Inoc showed the highest EXi2 Index. However, the result obtained (Fig S1)
suggests greater variation between the exothermic behaviour of piles prepared with

Mixture A than those prepared with Mixture B piles. Pile A-Bioch after of fifth turning
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event not recovered thermophilic temperatures, therefore apparently reached thermal
stability in the early stage. The Pile A-Inoc sustain the thermophilic phase of the
composting process and subsequent obtained a highest final EXi2 value. And finally, the
combination of Bioch and Inoc (Pile A-Bioch+lnoc) seem induce a reduction in
temperature profile during whole composting process.

Table 1. Temperature values sorted by variable and mixture. Tmax: average
maximum temperatures.

Tmax Tave Days>5 Days>60° Days>70° EXi2

(°C) (°C) 0eC C C (x1000)
Mixture A 73 b 48 b 56 b 28b 10b 130744 b
Mixture B 71 a 44 a 33 a 13 a 4 a 93372 a
F- anova 4.67 * 28.9 24,23 *** 89,6 *** 66.1 *** 38.8 ***
*%%
Inoculo NI 72 46 48 17 a 8 114559
| 72 46 41 24 b 7 109556
F- anova ns ns ns 19.9 *** ns ns
Biochar NO 72 47b 48 27b 10b 124205 b
YES 72 44 a 40 14 a 4a 99910 a
F- anova ns 16.5 ns 56.2 *** 77.3 *** 16.4 ***

*%k%

Tave: average temperature; days>50°C: average temperature of days over 50
°C; days>60°C: average temperature of days over 60 °C. EXI2 (x1000):
guadratic exothermic index. *, **: significant difference between treatments at
p <0.01 and p < 0.001, respectively. ns= not significant. Different letters within
a column indicate significant differences between treatments (p < 0.05).

In contrast, among piles prepared with Mixture B, Pile B-Bioch displayed an
apparently higher EXi2 than the rest, despite biochar causing statistically lower EXi2 by

average.

3.2 OM degradation dynamics

Regarding to OM mineralization (Fig. S2.) all the piles obtained fitting curves similar
to those observed in other composting studies with OMW or pig manure (Hachicha et
al., 2009; Santos et al., 2016) with more intense OM degradation at the beginning of the
process and a subsequent slowed down with stabilization of the remained OM content.
In the first-order kinetic model, the degradation rate (k) depend on the concentrations of
mineralizable OM. In this sense, the average degradation rate of the piles prepared with
Mixture A (0.0305) than those prepared with Mixture B (0.0205).

The data displayed in Table 2 suggests that higher OMW percentage of Mixture B
causes a lower k, which could be due to the recalcitrant nature of OMW (Paraskeva &
Diamadopoulos, 2006).This is supported by the lower thermophilic activity of Mixture B

piles. The highest OM degradation rate in Mixture A were found in Pile A-Control, in
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contrast to Pile B-Control which did not exceed the Pile B-Bioch or Pile B-Inoc. On the
other hand, maximum degradation potential (A) on Pile B+ Inoc is higher than the
average of the Mixture B, suggesting the Inoculum might be able to degrade recalcitrant
Organic compounds present in OMW at faster rate than naturally present bacteria and it
is noticeable in OM dynamics, as regular microbial activity in compost is reduced by
OMW (Abid & Sayadi, 2006).

Table 2. Parameter values obtained from Fitting organic matter mineralization
to first-order kinetic function (y= A*(1-e’)).

Composting Pile Ig:\zlal (F)Il?/lal A k RMS F-values
Pile A-Control 77.2 65.2 44,1 0.0388 6.924 219***
Pile A-Bioch 78.0 67.9 40.3 0.0311 1.405 856***
Pile A-Inoc 75.8 66.1 41.7 0.0279 12.28 87.1*
Pile A-Bioch+Inoc 76.4 68.6 341 0.0243 8.168 101**
Mean value 76.8 66.9 40.1 0.0305

Pile B-Control 78.5 68.6 43.4 0.0178 9.190 142**
Pile B-Bioch 79.1 68.5 43.8 0.0229 0.591 2309***
Pile B-Inoc 80.3 67.9 49.4 0.0281 1.090 1644
Pile B-Bioch+Inoc 79.5 70.0 458 0.0141 26.19 53.1**
Mean value 79.4 68.75 45.6  0.0207

A: Maximum degradation of OM; k: rate constant; RMS: residual mean square:
**: Significant at P<0.01, ***: Significant at P<0.001

3.3 Physico-chemical parameters evolution during composting process and
characteristics of the final compost

The properties of the composts hint the degree of maturity and stability of the
composts, as well as their fertilizing capacity (Bernal et al., 2009). Regarding pH values
(Table 2 and Table 3) at the beginning of treatment process the piles prepared with
Mixture A showed pH close to 7, but adding Biochar increased pH slightly, probably due
to alkalinity pH value of the Biochar (Table S1). In Piles-B, the addition of more OMW
induce an initial reduction in pH value due to acidic characteristics of OMW (5.36) used
(Table S1). In these piles, the proportion of biochar added (5% f.w.) is not able to affect
the initial pH of the mixture. During the process, an alkalization effect was observed in
all piles, especially in Mixture B piles.

The increase of pH during composting might be due to the decomposition of the
readily biodegradable substances such as organic acids (Dias et al., 2010). Besides, the
higher remaining NH*4 content available in piles-B towards the end of the composting
process may also contribute to the highest value of pH observed. (Steiner et al., 2010).

Initial EC values was slightly reduced with increasing OMW concentrations, due

to the reduction in Cow manure quantity, which presented high EC values (Table
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S1). All compost obtained had values above 7 dS m™. An EC value > 4 dS mtis
considered potentially inhibitory to plant growth (Luo et al., 2018).

In other studies, water extract of OMW applied in soil have been used efficiently
as nitrifying inhibitors (Di Martino et al., 2021). This could explain why in our study the
nitrification observed in Mixture B (22.4 % on average) was lower than in piles prepared
with Mixture A (32.5 % on average), despite both displaying similar initial NH4+-N content
(Table 3). However, Inoculum apparently increased this activity with a similar trend in
both, Mixture B (+8.69%) and in Mixture A (8.21 %) if compared with their respective
control piles. Zhao et al. (2020) describes a behavior where the inoculation with certain
thermotolerant microbial consortia enhanced the nitrification and the population of
nitrifying bacteria during thermophilic phase. In contrast, in our study observed that the
inoculate treatment enhanced nitrification specially during the maturity phase, probably
because the inoculum used presents the maximum metabolic activity at mesophilic
temperatures (30-35°C). Biochar apparently caused the lowest increment of TN during
the process. Biochar piles displayed a 39.8%increase of TN on average, lower than
Control, Inoculum and Biochar+Inoculum piles, which increased their TN in 57.2%,
55.3%, and 52.8% respectively. The increment of P at the end of the process was very
similar in all composts and no clear trend was observed. Regarding K in the final
compost, the data suggests that Mixture B (28.0g/kg+1.93) had higher content than
Mixture A (25.2g/kg+1.39). The high K content of OMW might be the main cause (Table
S1).
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Table 3. Evolution during composting process of the main physico-chemical parameter in piles prepared with Mixture A. Different letters
within a column indicate significant differences between treatments (ANOVA;p < 0.05).

Composting Stage Bulk density oH EC NH4*-N NOs-N TN P K
(gLh (dsm?) | (mgkg? (mgkg™) | (gkg™) |(@gkg?h |(gkgh
Pile A-Control (30% OMW+60% CM+10% Vn)
Start 278 7.2 9.8 1468 61.3 23.9 8.43 25.1
Thermophilic 322 8.9 9.9 208 118 - - -
End of Bio-oxidative phase 476 9.0 9.1 128 175 - - -
Maturity 497 8.8 8.0 47.4 547 36.0 12.9 27.1
Pile A-Bioch: (30% OMW+60% CM+10% Vn) + Biochar
Start 255 8.8 8.6 1346 56.1 23.3 7.80 24.1
Thermophilic 416 8.9 9.2 209 110 - - -
End of Bio-oxidative phase 507 8.9 8.8 121 165 - - -
Maturity 539 8.8 7.3 80.1 426 31.4 12.2 24.5
Pile A-Inoc (30% OMW+60% CM+10% Vn) + Inoculum
Start 256 7.1 9.6 1165 61.3 24.1 7.05 21.6
Thermophilic 362 8.8 104 204 127 - - -
End of Bio-oxidative phase 421 8.8 10.8 144 194 - - -
Maturity 524 8.7 9.2 71.4 548 36.4 12.1 25.3
Pile A-Bioch+lnoc (30% OMW+60% CM+10% Vn) + Biochar + Inoculum
Start 241 8.6 8.5 1216 60.5 22.4 7.15 23.2
Thermophilic 349 8.9 9.0 164 132 - - -
End of Bio-oxidative phase 426 9.0 8.6 132 205 - - -
Maturity 562 8.8 7.3 96 399 33.5 111 23.9

EC: Electrical conductivity; TN: Total Nitrogen; P: Phosphorus content; K: Potassium content.




Table 4. Evolution during composting stage of the main physico-chemical parameter in piles prepared with Mixture B. Different letters within

a column indicate significant differences between treatments (p < 0.05).

Bulk

. . EC NH4*-N (mg NO3-N TN P K
composting Stage iy | @sm?) | kg (mgkg?) | (@ke?) | @ke?H | (gkg?
Pile B-Control (50% OMW+40% CM+10%Vn)
Start 282 7.3 8.9 1104 58.5 21.5 6.73 23.9
Thermophilic 321 9.0 9.2 122 100
End of Bio-oxidative phase 426 9.2 9.0 160 141
Maturity 449 9.2 8.0 106 274 35.2 12.2 30.2
Pile B-Bioch (50% OMW+40% CM+10% Vn) + Biochar
Start 260 7.2 9.1 1305 62.3 22.1 6.53 24.4
Thermophilic 381 9.0 8.7 102 88.7
End of Bio-oxidative phase 430 9.1 9.0 103 115
Maturity 510 9.2 8.4 102 272 32.0 11.8 26.6
Pile B- Inoc (50% OMW+40% CM+10% Vn) + Inoculum
Start 270 7.0 9.6 1341 55.1 21.3 5.96 22.3
Thermophilic 353 9.0 8.7 135 88.7
End of Bio-oxidative phase 422 9.1 9.0 121 122
Maturity 497 9.3 7.7 103 427 34.0 11.2 28.9
Pile B- Biochar +Inoculum (50% OMW+40% CM+10% Vn)
Start 271 6.9 9.2 1201 56.4 20.7 6.57 24.5
Thermophilic 312 8.9 8.6 148 107
End of Bio-oxidative phase 432 9.1 8.3 107 158
Maturity 510 9.1 8.2 110 374 32.3 10.6 26.1

EC: Electrical conductivity; TN: Total Nitrogen; P: Phosphorus content; K: Potassium content.
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3.4. Greenhouse gas emissions during composting and GWP assessment

The behaviors of NHs;, CO2, and CH4 emissions were very similar, showing the highest
emission fluxes during the early stages of the process and then reducing gaseous emission until
end of the process. In opposite trend, N,O showed the highest emission fluxes during the
maturation phase. Therefore, it appears that nitrous oxide in the compost piles studied is
generated as by-product of the aerobic nitrification, that mainly occurred during the last stage of
composting process (Sanchez-Monedero et al., 2010).

The highest N.O emissions were found in Pile A-Control and were reduced by Biochar>
>lnoculum > and Biochar + Inoculum addition. However, the lowest N,O emissions from Mixture
A (Pile A-Bioch+Inoc) were still higher than the highest emissions from Mixture B. Pile B-Control
and Pile B-Inoc caused the lowest N>O emissions. Both Biochar and Inoculum are related to lower
average N2O emissions (Sha et al., 2019). This behavior could be related to an improved
nitrification process, and both nitrifying microorganisms and Biochar had been proposed as an
alternative to increment the nitrification rate (Caceres et al., 2018; Yin et al., 2021). The addition
of 20 % of biochar has been suggested to enhance nitrogen retention and reduce N>O emissions
during the composting (Steiner et al., 2010).

NHs emissions were noticeably higher in Pile A-Bioch, followed by Pile A-Inoc. The Pile A-
Control had lower emissions of NHs than all piles prepare with Mixture A. Mixture B piles NH3
emissions were very similar between themselves (lowest emissions found in Pile B-Inoc), but
always lower than the emissions of Mixture A piles. Nguyen et al. (2022) reported that Biochar
can absorb NH3 lowering the emissions of this gas, contrary to the results obtained. Biochar and
Inoculum caused an increment on the NH3z emissions.

Despite the emissions being generally higher in Mixture A piles, CO; emission of Pile A-
Bioch+Inoc was statistically similar to Pile B-Bioch and Pile B-Bioch+Inoc. The lowest CO;
emissions were found in Pile B-Control and Pile B-Inoc. The CO2 emission is directly correlated
with microorganism activity (Gomez et al., 2006) and Biochar enhances environmental conditions
for microbial growth in composting pile. The enhanced environmental conditions can promote a
change in the microbial communities that can affect important microbially mediated
biogeochemical cycles: organic matter degradation and humification (Kammann et al., 2016).
Therefore, the result obtained suggesting that the chemical and microbiological properties in
composting pile of OMW are favorable for the interaction with biochar, even a synergetic effect is
observed with combined application of Biochar+Inoculum when the OMW quantity increase in
composting mixture.

The lowest CH4 emissions were found in Pile A-Bioch+Inoc and Pile B-Control. Additionally,
Pile B-Bioch and Pile B-Bioch+Inoc showed similar emissions, expressing statistical evidence of
Biochar produced an inhibitory effect over CH4 emissions of composting piles with OMW. Lastly,

Pile B-Inoc emitted the highest quantity of CH4 if compared with other pile prepared with Mixture
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B, and could be caused by higher microbiological activity. This fact may indicate that the oxygen
transfers within the composting mass was insufficient to meet the metabolic demands of
microorganisms, which limited the free air space, forming anaerobic micro-sites (Eftoda &
McCartney, 2004).
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Fig. 1. Accumulated emissions of N2O, NH3, CO2 and CHa. Different letters within the
graphic indicate significant differences between treatments (p < 0.05). ***: p < 0.001.

Regarding the total GWP emissions, the highest values were found in Mixture A piles,
probably related to the OMW ecotoxic effect and its higher concentration on Mixture B (Di Martino
et al., 2021). Inoculum and Biochar significantly reduced N,O emissions and incremented NHs
emissions. The reduction of No.O emissions by Biochar was reported in other composting studies
as an effect on nitrifying and denitrifying microbiota, supporting this result. However, the
mechanism incrementing NHz emissions is not clear.

We hypothesized that the hydrophobic characteristics of OMW and its high initial moisture
content (74.3 %) could have negatively affected the adsorption of NH*4 or volatile NH3 onto the

surface of biochar (Hua et al., 2009; Lépez-Cano et al., 2016).

F-Anova 41.1 ***
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Biochar also reduced CH, emissions, a behavior previously reported in other treatments
conditions (Nan et al., 2021; Nguyen et al., 2022) by improving the physical characteristics of the
piles. The CO, emissions of Inoculum piles were lower than their counterpart, despite CO being
a microbial activity marker (Gomez et al., 2006).

Lastly, Biochar and Inoculum caused a similar effect on the GWP of their piles, both

reducing the final emissions (Fig. 2).
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Fig. 2. Total global warming potential sorted by variable. The x symbol represents the
average value. **: p < 0.01; ***: p<0.001. Different letters under each boxplot indicate
significant differences between treatments (p < 0.05).

3.5. Reduction in Phenolic compounds and Toxicity effect

The evolution of total phenolic compounds during composting exhibited a general
decreasing trend in both mixtures A and B (Fig. S3), reflecting the progressive microbial
degradation of these recalcitrant compounds (Bouhia et al., 2021), a behaviour commonly linked
to compost maturation and diminished phytotoxicity (Martinez-Gallardo et al., 2020). In Mixture
A, all treatments showed a significant decrease in phenolic content relative to the initial value
(~2330 mg/kg). The biochar treatment (Pile A-Bioch) reached the lowest final concentration (1501
mg/kg), followed by the inoculum-only treatment (Pile A-Inoc, 1588 mg/kg) and the combined
treatment (Pile A- Bioch+Inoc) (1780.78 mg/kg). These results suggest that both Biochar and
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inoculum independently enhanced phenolic degradation, likely through microbial stimulation
and/or adsorption mechanisms (Kavvadias et al., 2017). Despite the overall decline, all Mixture A
treatments exhibited a transient increase in phenolic content around day 60, coinciding with the
thermophilic phase. This peak is likely related to enzymatic depolymerization of lignocellulosic
material, temporarily releasing bound phenolics into the soluble phase (Jurado et al., 2014;
Martinez-Gallardo et al., 2020). In Mixture B, with higher OMW proportion and consequently
greater chemical recalcitrance, treatments involving microbial inoculation (Pile B-Inoc and Pile B-
Bioch+Inoc) yielded the lowest final phenolic compound concentrations (1849 and 1840 mg/kg,
respectively). These values were lower than those observed in both the control (Pile B, 2070
mg/kg) and the biochar-only treatment (Pile B-Bioch, 1976 mg/kg). These results suggest that
Inoculum was particularly effective under more inhibitory conditions, possibly due to the
enzymatic capabilities and resilience of the microbial consortium (Martinez-Gallardo et al., 2020).
Overall, Inoculum showed greater effectiveness in Mixture B, which contained a higher organic
load and greater phytotoxicity, indicating its suitability for the composting of chemically complex
substrates. In contrast, biochar displayed more consistent performance in Mixture A, possibly due
to its porous structure and ability to adsorb nutrients (Nain et al., 2024) in less recalcitrant
environments. Although the combined use of biochar and inoculum did not always result in
synergistic effects, it contributed consistently to the reduction of phenolic compounds and the
stabilization of the compost. These results highlight the potential of this bioaugmentation protocol
for phenolic degradation in a recalcitrant, lignocellulose-rich organic matrix.

The germination index (Gl) is a well-established indicator for assessing the phytotoxicity of
organic amendments, as well as compost maturity and biological stability (Yang et al., 2021). In
this study, phytotoxicity was evaluated using a germination bioassay with Lepidium sativum
seeds, following the protocol described by (Zucconi et al., 1984). Gl values below 50% denote
severe phytotoxicity, values between 50-80% indicate moderate toxicity, values from 80-100%
reflect the absence of phytotoxic effects, and values above 100% are associated with
phytostimulant potential. At the end of the composting process (day 160), clear differences were
observed between the two mixtures (Fig. S4). All treatments from Mixture B reached Gl values
above 80%, indicating mature and non-phytotoxic compost. The inoculated treatment (Pile B Inoc)
achieved the highest value (111.4%), suggesting a stimulatory effect on seed germination and
early root development. Conversely, Gl values for Mixture A ranged from 73.6% to 80.9%, with
only the inoculated treatment exceeding the 80% threshold, reflecting a modest improvement in
phytotoxicity reduction. These findings highlight the effectiveness of microbial inoculation in
enhancing compost quality, particularly under conditions of elevated organic load and chemical
recalcitrance. The inoculum likely contributed to the degradation of phytotoxic compounds and,
under certain conditions, promoted positive effects on early plant development (Xu et al., 2019).

The similar result was also observed by (Hu et al., 2019) where they used lignocellulose-
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degrading consortium in co-composting of spent mushroom substrate with swine manure. A
reasonable explanation for this phenomenon was that inoculation could increase the population
of microorganisms, thereby accelerating the decomposition of phytotoxic substance such as
organic acids.

Interestingly, although final composts from Mixture B retained higher concentrations of
phenolic compounds, they exhibited superior Gl values compared to those from Mixture A. This
outcome may be explained by qualitative differences in phenolic profiles, since specific
compounds at moderate concentrations can elicit stimulatory responses in plants, rather than
inhibitory effects (Bouhia et al., 2023).

3.6. Microbial profile of final compost

The microbial composition of the final compost serves as a key indicator of its biological
maturity, functional stability, and potential agronomic performance. Figure 3 displays the
abundance of total bacteria (Fig. 3a), total fungi (Fig. 3b), and functional microbial groups with
potential biofertilizing and biopesticide roles, including glucanolytic (Fig. 3c), chitinolytic (Fig. 3d),
calcium (Ca)-solubilizing (Fig. 3e), and phosphorus (P)-solubilizing microorganisms (Fig. 3f) in
the compost samples at final time. Overall, microbial inoculation improved the abundance of
general and functional microbial groups in both mixtures, although its efficacy depended on
substrate characteristics. In Mixture A, the highest microbial counts were consistently observed
in the inoculated and combined treatments (Bioch+Inoc). Total bacterial and fungal abundances
reached 8.07-8.99 and >5.2 log CFU g1, respectively, in these treatments, contrasting with lower
values in the control and biochar-only treatments. Functional groups such as glucanolytic,
chitinolytic, and nutrient-solubilizing microorganisms followed the same trend, with inoculation
enhancing microbial populations significantly. These results suggest that inoculum application
effectively stimulated microbial development in this more buffered matrix (Lerma-Moliz et al.,
2024; Li et al., 2023). The stable physicochemical environment in mixture A likely supported
microbial persistence and functional expression over time. In mixture B, the combined treatment
(Pile B- Bioch+Inoc) yielded the highest microbial counts across most groups, including total
bacteria (8.10 log CFU g1), fungi (5.88 log CFU g1), glucanolytic and chitinolytic microorganisms
(6.06 and 5.65 log CFU g), as well as Ca- and P-solubilizing microorganisms. In contrast, the
inoculum alone showed reduced bacterial and fungal counts, indicating that the presence of
biochar was essential to support microbial colonization under more inhibitory conditions. This
suggests that the capacity of biochar to stabilize the environment and retain nutrients is
fundamental for enhancing inoculant persistence and activity. These results suggest a synergistic
effect between biochar and microbial inoculants in promoting microbial communities with potential

biocontrol activity (Li et al., 2023; Nguyen et al., 2022).
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Fig. 3. Microbial profile analysis of the final compost obtained after the composting
process in the piles composed of mixture A or B. Four treatments were applied to each
mixture: control without additives (Pile A or Pile B), addition of microbial inoculum (Inoc),
biochar (Bioch), or the combination of both (Bioch+Inoc). Microbial counts are shown,
expressed as Log CFU/qg, for Total Bacteria (a), Total Fungi (b), as well as Glucanolytic
(c), Chitinolytic (d), Ca-solubilizing (e), and P-solubilizing (f) microorganisms. Data are
presented as the mean of three replicates, and error bars represent the LSD value
calculated using Fisher’s test (p < 0.05). Different letters indicate statistically significant
differences among treatments.
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4. Conclusions

The use of biochar as an additive in OMW co-composting does not present major changes
in the evolution of the process or the final quality of the compost, however an environmental
benefit is observed due to the reduction in NoO and CH4 emissions, which reduces the GWP of
the process. The bioagmentation strategy with the microbial consortium selected accelerated the
degradation of organic matter and reduced phenolic compounds during composting, even in
composting mixture with high amount of OMW. Compost from inoculated treatments showed
greater maturity and stability, with germination indices over 80% and up to 111.4%, demonstrating
consortium effectiveness even under recalcitrant conditions and supporting its agricultural use.
The treatment also enhanced microbial functions related to nutrient solubilization and biocontrol.
Overall, these findings highlight the potential of microbial inoculants, specially combined with
biochar, to improve compost quality from OMW obtaining environmental benefit in terms of
reduction in GHG emissions from the composting pile.
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Abstract: Olive mill wastewater is a polluting residue generated from the olive oil industry
and is one which constitutes an environmental concern in Mediterranean countries. Composting
has been reported as a viable valorization alternative, as it reduces the volume and the phytotoxic
characteristics of OMW. In this study, several composts derived from OMW were evaluated under
controlled conditions over two growing season pot experiments using Lactuca sativa as a test
crop. The analysis focused on soil quality changes, crop yield, and plant development.
Additionally, potential phytotoxicity was also evaluated through a direct acute toxicity plant growth
test. Application of OMW composts improved soil fertility indicators, including oxidizable carbon,
Kjeldahl total nitrogen, Olsen phosphorous, and plant availability. Crop yields were comparable
to those obtained with other organic amendments such as vermicompost and fresh cattle manure
in both growing seasons and plant development (in terms of chlorophyll content and canopy
cover) was not negatively affected. Nutrient uptake (NPK) was consistent during both growing
seasons, with similar nitrogen use efficiency to that achieved in other organic treatments.
Regarding the potential toxic effect, the OMW composts tested enhanced seed germination when
mixed with coconut fiber at weight ratios below 29.2%. No half-maximal effective concentration
(EC50) values were detected, even at 100% compost concentration, while half-maximal inhibitory
concentration (LC50) values ranged between 65-75%. These results indicate that OMW
composts can serve as an effective short-term source of plant-available nitrogen and a medium-
term source of phosphorus, without risk of finding inhibitory or phytotoxic effects on crops.

Keywords: Olive mill wastewater, composting, C-stock, nutrient efficiency

1. Introduction

One of the main environmental concerns from the olive oil industries is the disposal of olive
oil mill wastewater (OMW). Olive oil in Mediterranean countries accounts for nearly 90% of
worldwide production [1], which implies that waste derived from this agroindustry is highly

concentrated in some regions [2]. OMW presents significant management challenges due to its
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physicochemical characteristics. OMW is rich in organic matter (OM) and phytotoxic compounds,
such as phenolic compounds with a strong odor, and can cause severe soil and water pollution,
inhibiting plant growth, exacerbating soil hydrophobicity and disrupting ecosystemic balance [3—
6].

Traditionally, OMW has been managed through evaporation in drying ponds. However, this
method has proven inadequate for handling this hazardous waste, mainly due to poor
maintenance of the ponds and the subsequently high environmental impact [7] and the recalcitrant
characteristics of OMW [8]. Through different techniques, OMW has proven to have great
potential for the obtention of different high-value products such as organic amendments,
compounds of pharmaceutical interest, or bio-stimulants for agricultural purposes [9]. Other
strategies have been addressed, such as ultrafiltration/reverse osmosis [10,11], flocculation
clarification [12], thermal concentration and evaporation [13], incineration and combustion, and
gasification [14,15]. However, these strategies are costly, present a high technical requirement,
and the pollution problems are not sufficiently reduced. Therefore, more research about viable
technological procedures to manage these wastes is needed. In this context, some authors have
proposed biological methods, such as composting, as the most cost-efficient management
systems [16,17].

As the use of inorganic fertilizers in the EU rises, it creates dependence on external
industries, which in turn rely on high carbon footprint processes like the Haber—-Bosch process
[18,19]. However, these fertilizers tend not to improve soil health nor to replace organic matter
[20]. Thus, N- and K-rich fertilizers of inorganic sources are used to compensate for nutrient-poor
soils [21].

Optimizing nutrient application is key to reducing negative effects on the environment and
increasing the sustainability of ecosystems. Applied fertilizers though several consecutive crop
seasons either accumulate in the soil or are lost by lixiviation or runoff when the N supply exceeds
the demand of the crops, causing several physiological responses that can reduce the profit of
growers [22]. As the nutrient content of composts heavily depend on the initial materials, OMW
composts can inherit some of their characteristics, like phytotoxicity or low nutrient availability.
Biochar, a product derived from the pyrolysis of biomass and which can be used as a soll
amendment, can enhance nutrient availability in some agricultural soils when applied with
compost [23]. Thus, testing OMW composting systems with Biochar addition can result in
improved agronomic characteristics and lower environmental impact.

This study aims to investigate the feasibility of composting to reduce the toxic effects and
limiting characteristics commonly associated with OMW, enabling its use as an agronomic
fertilizer. For this purpose, different OMW-derived composts were tested in an experiment with
lettuce (Lactuca sativa) under controlled conditions, in order to assess the viability of the

composts as soil amendment, their effect on crop production and development, and the impact
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of their application on soil during two growing seasons. The potential acute toxicity of composts
was also evaluated through an experiment on maize (Zea mays), using different concentrations
of composts blended with coconut fiber to determine their half-maximal inhibitory concentration

(LC50) and half-maximal effective concentration (EC50).

2. Materials and Methods

2.1. Pot Experimental Design

A two-growing season pot experiment with lettuce (Lactuca sativa L. “Celistra”) was carried
out in the FertiLab-EPSO UMH (Spain) under controlled conditions. During both growing seasons,
the temperature was between 21 and 25 -C, the relative humidity was 50-60%, and the
photoperiod was 12 h/12 h (light/dark, respectively) through artificial lamps (RX600, Solray® 285,
Helsinki, Finland). Plastic pots (& 11 cm, 1200 cm?3) were filled with 1500 g of soil, prepared
according to the OECD 207. A total of 1984 soil-based plant tests were undertaken, consisting of
a mixture of natural, loamy soil (0—20 cm depth, airdried, and 5 mm sieved) collected at the EPSO-
UMH (38°4'9.066" N, 0-59'6.148" W mixed with fine, and coarse sand (50:25:25% w:w:w,
respectively). The resulting synthetic soil presented a granulometric distribution of 60% sand,
12.5% silt, and 27.5% clay, classified as a sandy loam texture (USDA taxonomy) with a bulk
density of 1.27 kg dm™3, a pH of 8.47, and an electrical conductivity (EC) of 3.58 mS cm™.

The fertilization treatments were superficially applied according to a normalized N
application rate of 200 kg N ha™* (except IN100, which was adjusted to 100 kg N ha™). A total of
8 composts were tested, all with OMW as their main ingredient (Table 1). As positive controls,
three different treatments were applied—inorganic fertilizers with NPK content of 15-15-15%,
vermicompost produced using goat manure, and fresh cattle manure. Additionally, three pots did
not receive any fertilizer treatment and were used as blank. One seedling of Lactuca sativa L.
“Celistra” was sown in each pot. All treatments were applied in triplicate (n = 3) and randomized
placed and irrigated to constantly maintain the soil at 60% of its water-holding capacity. Applied
treatments are displayed in Table 1.

The growing season lasted for 51 days until harvest. After harvesting the lettuce, the sall
from each pot of the same treatment was combined for its use for analytical purposes and was
reused as a substrate for a second growing season. The second growing season lasted for 48
days until harvest under the same conditions as the first growing season, including lettuce variety
and environmental conditions. No fertilizer treatment was applied to the soil before the second
growing season. The harvesting was carried out as per the first growing season and the soil was
used for analysis.

2.2. Compost Production

All composts used for this test were produced during the experiments developed by Mira-

Urios et al. [24]. The composting process was carried out in the CompoLab treatment plant of the
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EPSO (Orihuela, Alicante, Spain) in a windrow composting system. All piles were turned 4 times
and the entire process consisted of 119 days of the bio-oxidative phase and 46 days of the
maturation phase, for a total of 165 days. The materials utilized were olive mill wastewater (OMW)
sludge as main ingredient (50% f.w.) in all piles, cattle ma-nure (CM) (T1 and T2) or goat manure
(GM) (T3 and T4) as the N source, and almond tree pruning (Alm) or vineyard pruning waste (Vn)
as the C source and bulking agent. In addi-tion, in other replicates of each mixture, Biochar
obtained from the pyrolysis process of urban pruning waste (450 °C, 24 h) was applied as an
additive (1% f.w.). The physico-chemical characteristics of the resulting composts were analyzed

following the methods of [25] and are shown in Table 2.

Table 1. Fertilizer treatments applied to the pot test for evaluation.

Type Acronym N Source C Source Biochar Treatment
Reference Control - - - No fertilizer treatment applied
Complex (15-15-15)  IN100 - - - Inorganic fertilizer (15-15-15) rate 100 kg N/ha
Complex (15-15-15)  IN200 - - - Inorganic fertilizer (15-15-15) rate 200 kg N/ha
Vermicompost Vermi - - - Vermicompost
Fresh Manure Manure - - - Fresh CM in direct application
Compost T1-C CM Alm No OMW 50% +CM 40%+ Alm 10%
Compost T1-B CM Alm Yes OMW 50% +CM 40%+ Alm 10% + 1% f.w. Biochar
Compost T2-C CM vn No OMW 50%+CM 40%+Vn 10%
Compost T2-B CM vn Yes OMW 50%+CM 40%+Vn 10% + 1% f.w. Biochar
Compost T3-C GM Alm No OMW 50%+GM 40%+ Alm 10%
Compost T3-B GM Alm Yes OMW 50%+GM 40%+ Alm 10% + 1% f.w. Biochar
Compost T4-C GM Vn No OMW 50%+GM 40%+Vn 10%
Compost T4-B GM Vn Yes OMW 50%+GM 40%+Vn 10% + 1% f.w. Biochar

OMW: Olive Mill Wastewater sludge; CM: Cattle Manure; GM: Goat Manure; Alm:
Almond tree pruning; Vn: Vineyard pruning waste.

Table 2. Physico-chemical characteristics of the compost treatments.

Compost Vermi Manure T1-C T1-B T2-C T2-B T3-C T3-B T4-C T4-B

pH 7.48 8.80 8.72 8.39 8.60 8.57 9.62 9.30 9.00 8.84
EC (dS/m) 1.74 8.52 9.61 10.3 9.19 9.23 8.41 9.48 7.84 7.65
TOC (%) 32.0 42.6 36.7 64.6 32.7 58.7 60.0 91.3 54.4 55.0
TN (%) 2.88 3.05 3.04 3.13 2.79 2.79 2.63 2.58 2.49 2.48
TOC/TN 11.4 14.0 12.1 115 11.7 11.7 12.4 13.1 30.5 12.4
PPH (mg/kg) 250 - 3649 3679 3913 4190 4551 5558 3212 2763
Total elements
P (g/kg) 1.00 1.92 0.98 1.28 0.89 0.89 1.45 1.29 1.04 1.10
K (g/kg) 1.94 1.65 3.02 3.19 3.32 3.42 3.75 3.89 3.23 3.09
Ca (g/kg) 7.81 2.23 3.81 4.12 4.42 4.38 4.22 3.82 4.92 4.86
Cd (mg/kg) <0.01 0.14 0.28 0.33 0.30 0.34 0.30 0.36 0.31 0.32
Cr (mg/kg) 13.2 7.91 22.2 26.0 325 29.0 22.4 27.21 36.8 36.5
Cu (mg/kg) 60.9 33.1 70.3 72.9 67.5 68.3 58.2 54.5 59.5 60.0
Ni (mg/kg) 7.13 6.04 0.67 0.71 0.67 0.69 0.80 0.82 0.61 0.57
Pb (mg/kg) 13.1 0.93 9.10 10.44 11.6 10.6 10.3 11.2 12.7 12.6
Zn (mg/kg) 1046 130 6.69 7.20 12.2 9.11 6.87 6.07 9.36 9.52

EC: electrical conductivity; TOC: total organic carbon; TN: total nitrogen; PPH: water-
soluble polyphenols.
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2.3. Test of phytotoxicity

An indirect germination index (Gl) test was performed for all composts using water extracts
(1:10 w/v) and seed of Lepidium sativum L. in accordance with the method described by Zucconi
et al. [26]. The Gl was calculated from the percentage of seed germination (G) and root elongation

(R), determined by comparison with the results of the control using the following Formula (1):

_[G x R]
T 100

The two composts that obtained the highest germination index (Gl) were selected (T1 and

GI 1)

T4) and the potential phytotoxicity of the composts was evaluated through a direct acute toxicity
plant growth test (OECD 208), using different proportions of compost mixed with coconut fiber
(100/0, 50/50, 25/75, 12.5/87.5 wiw %). Around 60 g of substrate was placed in plastic seedbeds,
with 10 replicates for each mixture and one seed of maize (Zea mays L. var. “Rostrato”). The
plants were left for 2 weeks to grow after 50% of seeds in the control treatment had emerged.
Humidity of the substrates was maintained at 70% of their water-holding capacity. The number of
emerged plants in each treatment was recorded and the fresh and dried weight of their aerial
parts and roots were determined. The Half maximal effective concentration (EC50) and median
lethal concentration (LC50) were calculated by applying a linear regression analysis to the
relationship between the logarithm of the percentage compost concentration and the toxic effect
percentage on plant growth (fresh and dry weight) and seedling emergence with respect to the

control (100% coconut fiber without compost) [27].

2.4. Sampling and Analytical Methods

2.4.1. Soil Analysis

After each growing season, all the soil from pots with the same treatment were inte-grated
and used as samples for analysis. This soil samples were air-dried after removal of all large roots,
ground and sieved to <2 mm. Samples were analyzed for pH in a 1:2.5 soil/water extraction (w/v)
and EC in a 1:5 soil/water extraction (w/v), while total Kjeldahl nitrogen (TKN) [28], Olsen
phosphorus [29], plant-available potassium (Kava) [30], and oxidizable carbon (Cox) were

determined by a modified Walkley and Black method [31].

2.4.2. Plant development and Vegetal tissue Analysis

In both growing seasons, the green cover factor (fCOVER) and chlorophyll content (CCC)
were measured for each plant after 10, 25 and 45 days. fCOVER was determined using Canopeo
[32] and CCC was determined using a hand-held chlorophyllmeter (Konica Minolta Chlorophyll
Meter SPAD-502Plus) [33].
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The first growing season harvesting was performed after 51 days of the experiment and the
second growing season harvest was carried out 48 days after the second planting. Fresh
aboveground biomass was weighted (g pot™), then dried at 60 °C for 48 h, and lastly dry biomass
was weighted (g pot™). Dry samples were ground and sieved (<1 mm) for chemical analysis. Total
C (TOC) and N (TN) content was analyzed using an automatic elemental microanalyzer
(EuroVector, Milan, Italy). Macro and micronutrients (Ca, S, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, Na, P and K)
were determined by inductively coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP-OES) after a
HNO3/HCIO4 (1:4 viv) digestion.

Nutrient efficiency of the first growing season for N (NUE) was calculated as the ratio

between the nutrient application rate from the treatments and the nutrient uptake [34].

2.4.3. Statistical Analysis

Statistically significant differences between the treatments were assessed by one-way
analysis of variance (one-way ANOVA), with each treatment as a factor, using the IBM SPSS
Statistics 22.0 software. The normality of the data was tested using the Shapiro—Wilks test, and
the homogeneity of variance was assessed using the Levene test (p > 0.05). The Tukey b test
was used to analyze significant differences and multiple comparisons between the different

treatments at a 5% significance level (p < 0.05).

3. Results and discussion

3.1. Soil Parameters

The soils where compost treatments were applied showed differences in Cox at the end of
the first growing season, with values higher than inorganic treatments and similar to the other
organic treatments—manure and vermicompost. After the second growing season, Cox values of
the soils with compost were similar to or higher than the other organic treatments. The only
exception to the general behavior was T4-B, which showed the highest values of Cox after the
first growing season and the lowest after the second growing season. The increase in the Cox
after compost application shows an increment of the C stock of the soil and an increase in the
edaphic organic matter [35,36]. Other studies have also reported that OMW, provided that their
phytotoxic effects are neutralized, can be used as soil amendments in semiarid areas poor in
organic matter [37]. de Sosa et al. [38] re-ported a cumulative effect in C sequestration in soil
treated with urban and agro-industrial compost in an olive crop under Mediterranean conditions
during four consecutive years.

The application of compost treatments caused an increment in KTN of the soils at the end
of the first growing season with overall values similar to inorganic treatments. Nonetheless, soils
with T1 treatments had higher KTN than inorganics. All fertilizer treatments had statistically higher

values than the control treatment without fertilization, with the treatment with vermicompost being
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the highest. Doublet et al., [35] found that the 0—-50 um fraction particle size presented the most
humified organic matter and contributed the most to the N mineralization of sludge and N
availability after compost application in soil.

Table 3. Soil parameters at the end of each growing season depending on the
application of different treatments.

Treatment pH EC Cox KTN Olsen-P Kava
(mS/cm) (g/kg) (g/kg) (mg/kg) (mg/kg)
First Growing Season
Control 7.96 ¢ 2.70b 3.47 ab 0.40 a 219a 276 a
IN100 7.89 abc 2.71b 340 a 0.51 ab 324 c¢ 254 a
IN200 7.86 abc 2.70b 340 a 0.51 ab 455d 389 bed
Vermicompost 7.90 abc 2.74b 4.47 de 0.70d 25.8 ab 350 b
Manure 7.83 abc 226 a 4.17 cde 0.50 ab 219a 375 bc
T1-C 7.85 abc 2.73b 3.97 bed 0.68 cd 32.7 c 406 bed
T1-B 7.91 bc 2.67 b 3.88 abc 0.65 cd 30.8 bc 441 de
T2-C 7.70 ab 2.78 b 3.95 bed 0.50 bc 30.9 bc 433 cde
T2-B 7.68 ab 2.68b 4.38 cde 0.62 bed 33.2c¢ 465 ef
T3-C 7.75 abc 2.77b 4.23 cde 0.50 bc 27.7 bc 567 g
T3-B 7.69 ab 2.70b 4.03 cd 0.55 bc 32.8 ¢ 516 £
T4-C 7.77 abc 2.63b 4.27 cde 0.48 ab 27.5b 507 f
T4-B 7.67 a 2.61b 4,63 e 0.58 bed 26.6 ab 516 f
F-Anova 4,55 *** SI57aE 10.3 *** 7.83 *** 18.2 *** 49.3 ***
Second Growing Season
Control 7.50 ab 1.89 ab 3.47 ab - 20.5 ab 143 a
IN100 7.59 ab 1.90 abc 3.97 abc - 28.5 bed 207 be
IN200 7.62 ab 1.87 a 4.03 abc - 31.1d 183 ab
Vermicompost 7.63 ab 1.88 ab 343 a - 23.2 abc 242 cd
Manure 7.66 ab 1.95 abc 3.60 ab - 23.2 abc 232 bed
T1-C 7.46 ab 1.87 a 4.55 c - 29.6 cd 249 cd
T1-B 7.38 a 2.08 abc 4.22 abc - 28.6 bed 242 cd
T2-C 7.57 ab 2.10 cd 4.33 bc - 29.5 bed 247 cd
T2-B 7.48 ab 2.06 abc 3.83 abc - 32.6d 227.d
T3-C 7.60 ab 2.13d 3.82 abc - 27.1 bed 285d
T3-B 7.51 ab 2.02 abc 4.03 abc - 27.1 bed 297 d
T4-C 7.75b 2.12d 3.72 abc - 21.0a 254 cd
T4-B 7.63 ab 2.06 abc 3.37 a - 22.6 abc 267 d
F-Anova 2.98 ** 5.20 *** 4.65 *** 7.16 *** 11.1 ***

EC: electrical conductivity; Cox: oxidizable carbon; KTN: Kjeldahl total nitrogen; Olsen-
P: Olsen phosphorous; Kava: available potassium. **, ***: significant difference between
treatments at p < 0.01, and p < 0.001, respectively; ns: not significant. Different letters
within a column indicate significant differences between treatments (p < 0.05).

Regarding Olsen-P, at the end of the first growth session, and as expected, the statistically
highest values were determined in the IN200 treatment. This treatment had a phosphorus
application ratio per pot 2.2-2.5 times higher than the compost treatments. In this sense, OMW
composts, such as T1-C, T2-B and T3-B, presented similar final values than IN100 treatment. At

the end of the second growing season, the same trend was observed but with smaller differences,
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even without statistical differences when comparing the IN200 treatment with T1-B, T1-C, T2-C,
T3-C and T3-B treatments. The soil of treatment T2-B presented the highest Olsen-P content.
Grigatti et al. [39], in a pot test with ryegrass, reported that bio-waste digestate, and sewage
sludge compost in particular, ensures P availability for two growth cycles due to their proportions
in P forms, with 26—38% of P-labile and 5-11% of extractable-P (NaOH-P), which are recognized
to be available immediately for plants and over the medium and long-terms, respectively [40]. It
appears, therefore, that the relative efficiency in P supply of the OMW compost tested could be
similar to this type of compost.

At the end of the first growing season, composts with OMW compost treatment showed
significantly higher Kava than soils with any other treatment. This behavior was demonstrated in
particular in the T3 and T4 composts (with GM), which exceeded inorganic treatments. T1 and T2
showed this effect but not to the extent of the previous treatments and on some occasions the
Kava was found to be similar to inorganic treatments. After the second growing season, all OMW
composts showed this increment in Kava over inorganic treatments and, in some cases, similar
to vermicompost and manure (Table 3). Piotrowska et al. [41] also reported increments of Kava
in soils after applying OMW in a mineralization experiment and ascribed the effect to the acidic

nature of OMW. However, none of the OMW treatments were acidic and neither was the soil.

3.2. Crop Response to Fertilizers

3.2.1. Crop Yield

In the first growing season, all of the organic treatments, except T1-C, performed
significantly better than control in both fresh and dry weight. The best yield result corresponded
with inorganic treatment IN200 followed by IN100. This suggests that the avail-ability of nutrients
in OMW compost treatments was similar to other organic treatments (vermicompost and manure),
but was surpassed by inorganic treatments, as the available nutrients are related to yield [42].
After the second growing season, the dry weight of organic treatments (T1-C, T1-B, T2-C, T2-B,
was slightly higher, but still statistically similar to the control. Even as the dry weight of all organic
treatments was similar to the control, some treatments underperformed, such as T3-B or manure
which were the lowest; and some others overperformed, such as T4-B and T4-C, which caused
the highest dry weight of the overall organic treatments (Figure 1). Hernandez et al. [43] reported
a significantly higher yield with manure compost application in two consecutive crops of lettuce
when compared with inorganic fertilization, but in this study the N rate applications of compost
were 1.8 g N/pot versus 0.5 g N/pot in inorganic fertilization. On the other hand, in a long-term
study under field conditions, de Sosa et al. [38] reported no detected effect in yield of olive
production and olive tree growth when comparing the application of urban compost with the

application of inorganic fertilization.
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Figure 1. Yield in dry weight (g) of lettuces in each treatment at the end of their
respective growing seasons. Horizontal dashed lines represent control values. ***:
significant difference between treatments at p < 0.001; ns: not significant. Different
letters within a column in-dicate significant differences between treatments (p < 0.05).

3.2.2. Crop development

After 10 days of the beginning of the first growing season, there were no differences found
in CCC between the treatments and the control without fertilization, only IN100 presented a
significantly higher content of chlorophyl, while vermicompost and T1-C showed a negative
influence during the initial growth of seedling. After 25 days, IN100, IN200, vermicompost, T3-C
and T4-B showed statistically higher CCC than the control, while all other treatments presented
higher values than control but without a statistically significant difference. At harvest (45 days) no
difference was found in CCC between any treatment and the control except for IN200, IN100 and
T2-C. All treatments showed similar evolution for chlorophyll content, although with differences
between them. All fertilization treatments, specially IN100 and IN200, induced a rapid increase
(0-25 days) in the chlorophyl content of leaves, and then a marked decline was observed until
the harvest. The decrease observed from day 25 until the harvest was as follows: IN100 —34.1%,
IN200 -33.7%, vermicompost —16.4%, and manure —9.2%, and the average value of the overall

compost was —9.0%. This parameter provides information about the nutritional status of the plant
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and is correlated with its leaf nitrogen content [44]. The observed behavior could give an idea of
how nutrients are available in the different treatments tested in this work. Inorganic fertilizers
present a nutrient content readily available to plants from the first stages of growth, while compost
presents a behavior similar to vermicompost or manure, stimulating the growth of plants in
intermediate or senescence stage. El Hayany et al. [45] have reported that the application of
compost tea and humic substances has a lower stimulatory effect on plant growth during the initial
and intermediate stages, whereas in the final stage it shows significant positive effects on
biometric and physiological properties, such as biomass and chlorophyll production.

In the second growing season for the first 10 and 25 days, only IN200 showed higher CCC
than the control. After 45 days, inorganic treatments (IN100 and IN 200), manure, T1-B, T3-C and
T4-B surpassed the control. All other treatments were higher to the control. However, due to the
wide dispersion of data during this stage of growth, significant statis-tical differences were not
obtained. The observed dynamics suggest that, except for IN200, the residual nitrogen of the
other treatments was not sufficient to cover the crop demand until harvest. These results correlate
with the yield results.

Regarding the dynamics of fCover, the first growing season showed no statistical difference
in the first 10 days. After 25 days, every compost treatment, except T2-B, dis-played a similar
increment on the fCover than manure and a slightly lower one than vermicompost, while inorganic
treatments caused the highest stimulatory effect on plant growth. 45 days after the beginning of
the growing season, all treatments obtained significant enhancement in the green cover with
respect to control treatment. The statistical study established three different groups; control
treatment, all Organic treatment and IN100 and finally IN200 presented the highest green cover
development.

After 10 days in the second growing season, every treatment except IN200 had no effect
on the fCover compared to Control. After 25 days, T2-B showed statistically significant higher
fCover than the control. All other composts were statistically similar to vermicompost, manure and
the control. By the end of the second growing season, the previous behavior persists (Table 4).
The development of plant cover was scarce compared with the first growing season, which
corroborates the idea of nutrient depletion during this second growing season. There was no
evidence to suggest any negative effect on development caused by compost, as all OMW
treatments showed the same or higher CCC and fCover than the control in each sampling and
growing season, similar to other organic treatments and IN100.Table 4. Chlorophyl content (CCC)
in leaves and green cover factor (fCover) of lettuces at each moment during the growing season

depending on the treatment applied to soil.
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Table 4. Chlorophyl content (CCC) in leaves and the green cover factor (fCover) of
lettuces at each moment during the growing season depending on the treatment applied

to sail.
Treatment CCC (SPAD) fCover (%)
10 Days 25 Days 45 Days 10 Days 25 Days 45 Days
First Growing Season
Control 37.5ab 35.1a 39.3a 3.18 5.43 a 5.94 a
IN100 496 b 70.1cd 46.2 ab 4.29 11.7c 7.85ab
IN200 42.8 ab 80.1d 53.1b 452 15.0d 12.7b
Vermicompost 299a 54.3 bc 45.4 a 3.11 8.03¢c 8.27 ab
Manure 36.7 ab 50.2 ab 45.6 a 9.32 7.75 bc 6.60 ab
T1-C 329a 45.1 ab 41.1a 3.2 6.74 abc 7.63 ab
T1-B 38.5ab 48.3 ab 420a 3.06 6.75 abc 7.16 ab
T2-C 42.8 ab 41.5ab 46.2 ab 3.84 6.11 ab 8.47 ab
T2-B 36.7 ab 46.4 ab 42.8 a 2.73 5.79 a 8.53 ab
T3-C 41.2 ab 55.8 bc 41.8 a 3.06 7.91 bc 8.25ab
T3-B 39.4 ab 46.8 ab 40.3 a 2.78 6.60 abc 7.19 ab
T4-C 41.9 ab 45.4 ab 448 a 3.06 6.66 abc 7.10 ab
T4-B 38.9 ab 52.5 bc 454 a 3.37 7.14 abc 7.36 ab
F-Anova 1.98 * 6.09 *** 3.48 *** 1.74 ns 36.1 *** 8.47 ***
Second Growing Season

Control 26.4 a 32.2 bcde 22.1a 2.03a 3.10a 3.18a
IN100 259a 27.0a 28.4b 1.82a 3.00a 3.03a
IN200 42.1b 428 f 28.2b 4,19b 6.57 C 550¢
Vermicompost 29.4 a 30.4 abc 25.6 ab 257a 3.45ab 3.59 ab
Manure 26.6 a 33.8 bcde 29.0b 221a 3.17 a 3.67 ab
T1-C 29.0a 31.1 bed 26.6 ab 2.46 a 3.62 ab 3.88 ab
T1-B 26.6 a 34.3 cde 275b 1.77 a 284 a 3.89 ab
T2-C 28.6 a 34.5de 26.7 ab 242 a 3.72 ab 3.44 ab
T2-B 28.4a 35.2e 259 ab 2.58 a 431b 416b
T3-C 243 a 31.9 bcde 289b 2.18a 3.06 a 3.12a
T3-B 28.5a 33.2 bcde 26.1 ab 221a 3.58 ab 3.54 ab
T4-C 249 a 30.2 ab 26.4 ab 2.39a 3.50 ab 3.72 ab
T4-B 26.8 a 31.9 bcde 27.7b 2.26 a 3.26 ab 3.47 ab
F-Anova 10,5 *** 147 *** 2.30* 8.18 *** 14.0 *** 7.68 ***

* ***: significant difference between treatments at p < 0.05, and p < 0.001, respectively;
ns: not sig-nificant. Different letters within a column indicate significant differences
between treatments (p < 0.05).

3.2.3. Nutrient use efficiency

In the first growing season, crops with OMW compaost application displayed similar N uptake
than crops with vermicompost and manure application and all of them were above that of the
control, except T1-C (Figure 2). This difference might be caused by the availability of the N in
each treatment, as the N dosage was equal for all treatments (200 kg/ha) and inorganic fertilizers
have higher availability and use efficiency of N [46]. The P uptake of the crops was higher in
inorganic treatments (IN 100, IN200) followed by vermicompost and manure. If we compare the
compost treatments with vermicompost and manure, only T1-B showed similar values of P uptake
(Figure 3). Despite that, vermicompost and manure treatment reached highest P uptake values,
and it is interesting to high-light that all composts had a higher phosphorus content than manure
and that T1-B, T3-C T3-B, T4-C and T4-B had a higher phosphorus content than vermicompost.

However, during the second growing season, a different pattern was observed: the P uptake from

165



Anexo 8.3. Miguel Angel Mira Urios

the compost was higher than that from the vermicompost, and, in most cases, the compost also
outperformed the manure (T1-C, T2-B, T3-C, T4-B, and T4-C). Therefore, it appears that OMW
composts represents a valuable source of N available for plant nutrition in the short term and also
a valuable medium-term P source.

Crops treated with OMW composts showed similar K uptake to vermicompost, manure and
he control, being surpassed by inorganic treatments (Figure 4). Paradoxically, Kava was higher
in soils with OMW treatments than inorganic treatments. As Yin et al. have reported, higher
concentrations of K in the fertilizer can decrease the use efficiency of the nutrient [47].
Additionally, K fertilization imbalances can lead to leaching of the soluble K, preventing the
absorption by the plant [47,48].

After the second growing season, N uptake of all crops was very similar, with IN200 and
T4-B soils increasing the uptake significantly above the control values (Figure 2). The depletion
of N stock in soil from the first growing season could have led to smaller differences between
treatments, as the N concentration in soils are closer to that of the control. Lastly, only IN200 led
to significant changes to the K uptake of the plants at the end of the second growing season,
despite the high Kava present in OMW treatment soils by the end of the second growing season
(Figure 4).

N uptake
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Figure 2. N uptake of lettuces for each treatment by the end of their respective growing
seasons. ***: significant difference between treatments p < 0.001. Different letters within
a column indicate significant differences between treatments (p < 0.05).
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Figure 3. P uptake of lettuces for each treatment by the end of their respective growing
seasons. ***: significant difference between treatments at p < 0.001. Different letters
within a column indicate significant differences between treatments (p < 0.05).

K uptake
F-Anova ©
s
_ 200- *H Ak d
I
& é bed & b il
o c F abc bc abc c
Em% = R L
a — = | — I T ] L J_
804 F-Anova b
12.3
‘\_ 60'
8. a a a
o 401 a a a °
E a : el ==
4 a a @ — = = 2
201 é E = ] ! N
£ S$ & F 5 v 2 v a o a O 3
§ s é“ R § Pl A A A

E3 First

Ed Second

Figure 4. K uptake of lettuces for each treatment by the end of their respective growing
seasons. ***: significant difference between treatments at p < 0.001. Different letters
within a column indicate significant differences between treatments (p < 0.05).
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The NUE of all OMW composts and organic treatments was similar. Only inorganic
treatments showed statistically higher NUE, with both treatments around 60%. The average NUE
of OMW treatments ranged between 9.49% and 15.0%, and was statistically similar to
vermicompost and manure, suggesting equal performance than conventional organic treatments.
Salim et al. [49] mentions that fertilizers with lower N content tend to have higher nutrient use
efficiency. Additionally, Agegnehu et al. [50] have reported that organic treatments displayed
similar NUE on the growth of barley straw between organic treatments, with better performance
when paired with inorganic materials to act as organo-mineral fertilizers.

The composts showed no different NUE depending on their ingredients. However, the
bulking agent used does apparently show some differences; OMW composts prepared with Alm
reached lower NUE, while composts prepared with Vn reached a higher NUE. Biochar caused no
statistical difference between the NUE of the OMW composts (Table 5). This contrasts with the
reports of Agegnehu et al. [50], as they found biochar and co-composted biochar performed better
than just compost. This might be due to the lower biochar concentration in the composts tested

in this study.

Table 5. Differences in NUE of the first growing season between treatments.

Treatment NUE (%)
Treatments

IN100 60.0b
IN200 62.7b
Vermi 159a
Manure 19.6a
T1-C 13.7a
T1-B 116a
T2-C 126 a
T2-B 140a
T3-C 9,49 a
T3-B 9.79a
T4-C 134 a
T4-B 15.0a
F-Anova 24 .4 ***

CM: cattle manure; GM: goat manure; Alm: almond tree pruning; Vn: vineyard pruning.
** *%*%: significant difference between treatments at p < 0.01, and p < 0.001, respectively;
ns: not significant. Different letters within a column indicate significant differences
between treatments (p < 0.05).

3.3. Phytotoxicity test of compost
The calculated values of LC50 (related with seedling emergence) were 65.5% for compost
T1, which indicates that this compost applied at this concentration can provoke a lethal effect on

50% of seeds (Figure 5), while for compost T4 the LC50 was found at 75.7% of compost
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concentration (Figure 6). In addition, T1 compost showed increments in the germination until a
concentration of 29.2% was reached, while T4 showed a phytostimulant effect on seed
germination until a concentration of 42.6% in the substrate was reached, which indicates the
greater toxicity of compost T1. The EC50 values were not found in either compost T1 or T4, which
indicates that the use of these composts does not cause a harmful effect on seedling growth,
even at 100% compost concentration. Total dry weight increased after 12.5% and did not
decrease until after 25%. Furthermore, root dry weight was always higher than aerial, suggesting
the absence of inhibitory effects and potential phytostimulant for root growth. As Muscolo et al.
[51] have discussed, dilution is one of the main strategies by which to decrease OMW
phytotoxicity and preliminary treatments can cause significant differences in yield, supporting the
idea that compost could have improved the OMW characteristics as a pretreatment, as well as
diluting the OMW. Alvarenga et al. [52] have reported EC50 values, for a compost from the
organic fraction of municipal solid waste, of 70.0% for barley (Hordeum vulgare L.) and 39.9% for
cress (Lepidium sativum L.), justifying the idea that high compost salinity is the main limiting factor

because it generates phytotoxicity in some plants [53].
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Figure 5. Changes in germination and growth of maize depending on the concentration
of compost T1 in % in substrate. Growth index represents the increment of dry weight

(aerial and roots) compared to Control (100% coconut fiber). The dashed line represents
the germination of the Control.
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Figure 6. Changes in germination and growth of maize depending on the concentration
of compost T4 in % in their substrate. Growth index represents the increment of dry
weight (aerial and roots) compared to Control (100% coconut fiber). The dashed line
represents the germination of the Control.

4. Conclusions

Composting has been shown to be an effective treatment by which to solve the
environmental issues associated with OMW toxicity. The results of this study demonstrate that
composts derived from olive mill wastewater (OMW) can be safely used as organic amendments.
Their application improved soil fertility by increasing oxidizable carbon, total Kjeldahl nitrogen,
available phosphorus, and potassium. OMW composts achieved crop yield and plant
development comparable to common organic treatments such as vermicompost or fresh manure
and provided a valuable source of nitrogen for short-term plant nutrition and a medium-term
source of phosphorus. Phytotoxic effects were not observed, as germination and growth tests
confirmed the absence of inhibitory impacts. Even proportions <30% showed phytostimulant
effects, especially on germination and root growth. Field studies, as well as in situ composting
treatment, should be further evaluated; however, the overall results obtained in this work
demonstrate that OMW composting represents a sustainable strategy by which to valorize this

residue and to contribute to both soil health and the circular economy.
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